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1. Resumen

Las especies de tortugas marinas estan catalogadas bajo el estado de "amenaza". Debido a esto,
durante varias décadas, la principal estrategia de conservacion implementada ha sido la reubicacién e
incubacion de huevos en nidos hechos por el hombre en areas protegidas de las playas, conocidas
como viveros. En dichas estrategias, sin embargo, han sido observados bajas tasas de eclosion y
emergencias, desbalances en la proporcién de sexos, diferentes ambientes incubatorios asi como, la
presencia de hongos y bacterias en huevos de tortugas marinas expuestos a los sustratos reutilizados
en varias ocasiones de los NH. Dado lo anterior, una posibilidad es que el ambiente de incubacion en
NH pudiera exponer al embrién/feto de manera cronica al estrés. Evidencias recientes indicaron que
lo anterior realmente sucede en crias de la especie de tortuga marina Lepidochelys olivacea
emergidas en estas condiciones. En los mamiferos, abundante literatura reporta que la exposicion
cronica al estrés en etapas tempranas de vida, genera respuestas inadecuadas ante estimulos
estresantes a mediano y largo plazo, las cuales tienen consecuencias en la salud de los individuos. No
existen evidencias sobre los efectos a mediano y largo plazo de la exposicion cronica al estrés
incubatorio asociado con medidas de conservacion en juveniles de tortugas marinas. Por lo tanto, en
este trabajo probamos la hipotesis de que la exposicién crénica al estrés de los embriones/fetos de L.
olivacea asociada a la incubacion en nidos hechos por el hombre se mantiene después de varios
meses de vida. Para lo cual, una vez que crias emergidas de nidos hechos por el hombre y nidos
naturales cumplieron cinco meses de edad, estos fueron inmovilizados de las aletas durante una
semana una hora diaria y se obtuvieron muestras de suero, cerebro, hip&fisis, interrenales y génadas a
modo de evaluar la morfofisiologia de las respuestas cronicas al estrés. Los resultados indicaron que
las tortugas inmovilizadas de cinco meses de NH mostraron un aumento significativo en los niveles
séricos de corticosterona en respuesta al estimulo en comparacion con los nidos naturales
inmovilizadas. Ademés, fue observada una mayor inmunoreactividad a la hormona
adrenocorticotropa hipofisiaria, asi como la hipertrofia de las células productoras de glucocorticoides
en las glandulas inter-renales. Asi como una menor densidad de células germinales de los testiculos.
Finalmente, las evaluaciones histologicas de las areas cerebrales relacionadas con la memoria
espacial (corteza dorso-medial, area homdloga al hipocampo de mamiferos), mostraron neuronas
piramidales con un menor nimero de intersecciones dendriticas. Los resultados replican lo reportado

en crias recién nacidas de nidos hechos por el hombre, mostrando asi, que los efectos del estrés



cronico embrionario asociados a la incubacion en nidos hechos por el hombre se mantienen en el
tiempo. En su conjunto estos resultados sugieren que la practica de conservacion tal y como se realiza
en la actualidad, tiene un impacto negativo en la salud de las tortugas marinas a mediano plazo por lo

que de manera semejantes a los mamiferos estos efectos podrian perdurar durante la vida adulta.

Palabras clave: Neuronas hipotréficas, hipoplasia testicular, Anovas anidadas, Lazaro cardenas,
Michoacan.



2. Abstract

The species of marine turtles are cataloged under the state of "threat". Due to this, for several
decades, the main conservation strategy implemented has been the relocation and incubation of eggs
in nests made by man in protected areas of the beaches, known as nurseries. In these strategies,
however, low hatching and emergence rates have been observed, imbalances in the sex ratio,
different incubation environments as well as the presence of fungi and bacteria in eggs of sea turtles
exposed to substrates reused on several occasions. the NH, among other aspects. Given the above,
one possibility is that the incubation environment in NH could chronically expose the embryo / fetus
to stress. Recent evidence indicated that the above actually happens in offspring of the marine turtle
species Lepidochelys olivacea emerged under these conditions. In mammals, abundant literature
reports that chronic exposure to stress in early stages of life, generates inadequate responses to
stressful medium and long term stimuli, which have consequences on the health of individuals. There
is no evidence on the medium and long-term effects of chronic exposure to incubatory stress
associated with conservation measures in juvenile sea turtles. Therefore, in this work we tested the
hypothesis that chronic stress exposure of embryos / fetuses of L. olivacea associated with incubation
in nests made by man is maintained after several months of life. For which, once emerged emerged
from man-made nests and natural nests were five months old, they were immobilized from the fins
for a week an hour a day and serum, brain, pituitary, interrenal and gonadal samples were obtained to
assess the morphophysiology of chronic stress responses. The results indicated that the immobilized
five-month NH turtles showed a significant increase in serum corticosterone levels in response to the
stimulus compared to immobilized natural nests. In addition, a greater immunoreactivity to the
adrenocorticotropic hormone pituitary was observed, as well as the hypertrophy of the glucocorticoid
producing cells in the inter-renal glands. As well as a lower density of germ cells of the testicles.
Finally, histological evaluations of the brain areas related to spatial memory (dorsal-medial cortex,
area homologous to the hippocampus of mammals), showed pyramidal neurons with a lower number
of dendritic intersections. The results replicate what was reported in newborn offspring of nests made
by man, showing that the effects of chronic embryonic stress associated with incubation in nests
made by man are maintained over time. As a whole, these results suggest that the conservation
practice as it is currently done, has a negative impact on the health of marine turtles in the medium

term so that similarly to mammals these effects could last during life adult.



3. Introduccién

Las especies de tortugas marinas se encuentran catalogadas bajo el status de “amenaza” (IUCN
2017; Norma (NOM) 059-SEMARNAT 2010. Ante esto, varias estrategias de "conservacion” se han
implementado a lo largo de varias décadas, con el objetivo de revertir esta tendencia negativa en las
poblaciones (Eckert et al., 1999). A nivel mundial, las estrategia implementada en mayor medida, ha
sido la reubicacion e incubacion de los huevos en nidos hechos por el hombre (NH), maniobras que
implican el expolio, el traslado y re-entierro de los huevos en &reas protegidas conocidas como

viveros, dentro de los campamentos de proteccion de tortuga marina.

No obstante, a pesar de que estas medidas constituyen acciones prometedoras para la
“conservacion”, se han observado efectos adversos tales como, malformaciones, disminucion en el
éxito de eclosion, alteraciones en la proporcion sexual, vulnerabilidad a infecciones por bacterias,
hongos e insectos, asi como una mayor compactacion de la arena por el manejo que requiere el
vivero, provocando reduccién en la disponibilidad de oxigeno y estrés mecanico en los embriones
(Morreale et al. 1982; Eckert y Eckert 1990; Marcovaldi y Laurent 1996; Reece et al. 2002; Chacon
et al. 2007; Mrosovsky 2008; Phillot y Parmenter 2012). Esto sugiere que los embriones incubados

en NH estan sometidos de manera crénica al estrés.

En el Laboratorio de Eco-Fisiologia Animal del Instituto de Investigaciones sobre los Recursos
Naturales (INIRENA) de la Universidad Michoacana se ha evidenciado que las crias tan pronto como
emergen de NH, muestran niveles séricos de corticosterona muy por arriba de los que muestran las
crias que emergen de nidos hechos por las hembras anidantes e incubados de forma natural (NN). En
correspondencia con lo anterior, datos morfométricos mostraron hipertrofia de los nucleos de las
células productoras de glucocorticoides en las glandulas inter-renales. En adicion, las evaluaciones
histoldgicas de las areas cerebrales relacionadas a la memoria espacial y busqueda de alimento tales
como la corteza dorso-medial (CDM, area homologa al hipocampo de mamiferos), muestran
neuronas piramidales con una menor area y complejidad en su arbol dendritico. Finalmente, el
estudio del tejido gonadal sugiere que los cordones seminiferos de los testiculos muestran hipoplasia,
es decir, menor numero de células epiteliales. Estas evidencias en conjunto sugieren que los
embriones de tortuga fueron expuestos de manera cronica al estrés durante el desarrollo

embrionario/fetal asociada la incubacion en NH, lo cual gener6 un costo negativo en la morfologia
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funcional de los diversos organos del sistema neuroendocrino que media las respuestas al estrés
(Herrera-Vargas et al. 2017).

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar si los efectos en la programacion del eje HPI
observados en crias de L. olivacea a la emergencia por Herrera-Vargas et al. (2017), persisten en
estadios juveniles (longitud del caparazén de 11 a 46 cm; de acuerdo a la definicion de Lépez-Souza,
2005), tal y como se ha reportado que sucede en mamiferos (Boonstra 2004; Lajud et al. 2012;
Vazquez et al. 2013), o si estos son compensados. Para abordar lo anterior, se evallo la respuesta a
retos de estrés por inmovilizacion en los juveniles de cinco meses de edad, emergidos de NH y NN a
través de la medicidn de niveles séricos de corticosterona en suero antes y después del tratamiento,
las caracteristicas metricas de los nucleos de los corticotrépos de la glandula hipofisis, la
citoarquitectura de las células productoras de glucocorticoides de las glandulas interrenales, la cito-
arquitectura de las células piramidales de las cortezas dorsal y dorso-medial y la histo-diferenciacion

de las células germinales primarias y secundarias testiculares.

El presente trabajo pretende aportar informacion sobre el desarrollo postnatal de los organismos
que fueron incubados en NH, y con la informacién, soportar los criterios para el replanteamiento de
las estrategias de “proteccion”, no s6lo de Lepidochelys olivacea, sino de todas las especies de

tortugas marinas.



4. Antecedentes

4.1. Clasificacion de las tortugas marinas

En la actualidad existen siete especies de tortugas marinas, las cuales se subdividen en dos familias:

a) La familia Dermochelyidae esta representada por la tortuga laud (Dermochelys coriacea),
especie mas grande del mundo que puede llegar a medir hasta 2.4 metros de longitud y 500 kg de
peso corporal; su caparazon no presenta placas.

b) La familia Cheloniidae estd conformada por seis especies de tortuga: verde (Chelonia
mydas), carey (Eretmochelys imbricata), lora (Lepidochelys kempii), cabezona o caguama (Caretta
carreta), golfina (Lepidochelys olivacea) y la franca oriental o Kikila Australiana (Natator

depressus); esta familia presenta un caparazén con escudos. (Secretaria CIT, 2004).

4.2. Caracteristicas morfoldgicas de Lepidochelys olivacea

La Tortuga golfina es la mas pequefia de las tortugas marinas, con un peso menor a 50
kilogramos en adultos. Diferenciadas de las demas por tener una cabeza grande, ligeramente
triangular; de 10 a 13 cm de ancho y con dos pares de escamas prefrontales y un pico cérneo
(Pritchard 2000; Varo-Cruz et al. 2015); su caparazon es casi circular con una anchura cercana al
90% de su longitud. Generalmente el carapacho tiene mas de 15 escudos mayores, cinco dorsales y
frecuentemente mas de cinco pares laterales, aunque también puede presentar desigualdad en el
nimero de escudos de ambos lados; el par lateral anterior esta en contacto con el escudo precentral.
El plastron tiene cuatro escudos inframarginales y cada uno presenta un poro. Las aletas anteriores
presentan una o dos ufias visibles en el borde anterior y algunas veces una pequefia ufia en la parte
distal. Cada aleta posterior también presenta dos ufias. El color de los adultos es verde olivo
dorsalmente y blanco amarillento en el plastron. Las crias son completamente negras cuando estan
mojadas, y aproximadamente a los 10 meses el plastron es casi completamente blanco (Eckert y
Eckert 1999).



Lepidochelys olivacea se distribuye en el Océano Pacifico Oriental desde el norte de California
y el Golfo de California hasta Chile, con areas de concentracion en México (Baja California, sur de
Sinaloa, Michoacéan, Guerrero y Oaxaca), Centroamérica y mas al sur, hasta la zona entre Panama y
Colombia (Méarquez-Millan 1996, L6pez- Correa 2010).

4.3. Amenazas y conservacion de Lepidochelys olivacea

Las tortugas golfinas estdn expuestas a varias amenazas, como la degradacion y transformacion
de su habitat, la explotacion de huevos, la depredacion (por hormigas, cangrejos, mapaches, zorros,
cuervos, buitres y gatos, gallina y perros), después de la emergencia del nido, las tortugas enfrentan
otros mas, como la depredacion por aves. Una vez dentro del mar por peces y tiburones (Buitrago
2003), la captura directa de adultos, la captura incidental en las pesquerias, el calentamiento global y
la contaminacion marina. (Varo-Cruz et al. 2015)

La sobre explotacion de las tortugas marinas y el saqueo de los huevos durante la anidacion y
arribadas, asi como el consumo de su carne son factores que se reportan como causales del declive de
sus poblaciones (Abella 2010). Debido a estos factores, se han desarrollado estrategias de
conservacion que incluyen la creacion de viveros a donde son reubicados e incubados los nidos que

se encuentren en riesgo (Parmenter 1980).

4.4. Importancia ecoldgica de Lepidochelys olivacea

Esta especie juega un papel muy importante en la red tréfica, debido a que presenta la mayor
tasa poblacional en comparacion al resto de las especies de tortugas marinas. Al reducirse
significativamente el namero poblacional, podria producirse un aumento explosivo de las especies
que constituyen su alimento (su dieta es omnivora con tendencia a carnivora, e incluye salpas, peces,
moluscos, crustaceos, algas, briozoarios, sipunculidos, ascidias, huevos y peces, Montenegro et al.
1984). Aunado, durante las anidaciones masivas resultan beneficiadas muchas especies que habitan la
playa, puesto que durante las anidaciones como en los periodos de eclosion y emergencias masivas

de crias, representan una fuente de alimento para cangrejos, aves, pequefios mamiferos, etc.,



contribuyendo a regular la dindmica poblacional de otras especies tanto en su papel de depredador

como en el de presa (Buitrago 2003).

4.5. Estrés y activacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA)

Kyrou y Tsigo en el 2008 definen el estrés como un estado que amenaza la homeostasis del
organismo, el cual es contrarrestado por un repertorio de respuestas fisioldgicas que colectivamente
tienen el proposito de restablecer el equilibrio perturbado (respuestas al estrés). Las respuestas al

estres son facilitadas por un conjunto de estructuras del sistema nervioso y érganos blancos.

Existen dos tipos de exposicion al estrés: aguda y crdénica. Una exposicion aguda al estrés
puede ser transitorio, es decir que puede durar minutos u horas permitiendo que el equilibrio
fisiolégico vuelva al organismo. Se ha probado, que su efecto es benéfico ya que permite una
adaptacion a las demandas del organismo, mostrando un aumento de la densidad de espinas de las
neuronas piramidales de la region CAL (Shors et al. 2001).

Una exposicion cronica al estrés puede durar muchas horas, dias, semanas 0 meses y la
situacion persiste en el tiempo de manera intensa y prolongada de modo que el organismo es incapaz
de controlar y recobrar el equilibro fisiolégico en un tiempo adecuado. Esta exposicion al estres
provoca una reduccion de la densidad de las espinas en el hipocampo, en la corteza pre frontal medial
y en las neuronas estelares espinosas del amigdala medial (Bennur et al., 2007).

Una de las respuestas al estrés bien conocida es la activacion del eje hipotalamico-pituitario-
adrenal (HPA) en mamiferos y eje hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI) en el caso de réptiles.
Cuando un organismo esta sometido a estrés, la respuesta de activacion de dicho eje comienza con un
incremento en la hormona liberadora de corticotropina (CRH) desde el nicleo paraventricular (PVN)
del hipotalamo, la cual es secretada hacia el sistema portal hipofisario estimulando a la
adenohipofisis a secretar la hormona adrenocorticotropica (ACTH). La ACTH estimula la corteza
adrenal en mamiferos e inter-renal en réptiles para secretar glucocorticoides (Fig. 1). El principal
glucococorticoide en humanos, mamiferos y peces es cortisol (Matteri et al. 2000), mientras que para
el caso de los anfibios, aves, roedores y reptiles es corticosterona (Stratakis y Chrousos 1995;
Romero 2004). No obstante, estas respuestas deben ser transitorias. Por lo tanto, los glucocorticoides



proporcionan una retroalimentacién negativa al eje HPA, por medio de la activacion de receptores en
el PVN, el hipocampo y la amigdala (Brunson et al. 2003).

Pituitaria
anterior

ACTH

Corteza
adrenal

Cortisol

|

Efectos metabdlicos

Figura 1. Representacion esquematica del eje HPA en mamiferos. (Modificado de Matterri et al. 2000).



4.6. Control central del eje HPA de mamiferos

4.6.1. Hipocampo

El hipocampo, es una estructura cerebral involucrada en codificar, almacenar y recuperar la
informacidn que tiene que ver con la memoria y el procesamiento de las emociones, y juega un papel
importante en la retroalimentacion negativa en el eje HPA (Fedulov et al. 2007). En la
retroalimentacion negativa los glucocorticoides (GC) estadn respaldados por la expresion de
receptores a glucocorticoides (GR) en el hipocampo, ya que se requiere de estos ultimos para la
inhibicidn del eje (Myers et al. 2012, Tsigo et al. 2016).

Estd region cerebral es importante para el funcionamiento del eje HPA, estimulando
negativamente sus niveles superiores inhibiendo asi su activacion (Herman et al. 2005). El
hipocampo expresa los niveles méas elevados de receptores a glucocorticoides (GR) y receptores a
mineralocorticoides (MR) que cualquier otra parte del cerebro, sugiriendo un alto nivel de
receptividad para la hormona (Fuxe et al. 1985, Arriza et al. 1998, Myers et al. 2012). La produccion
del hipocampo es en gran parte glutamatérgica y, por lo tanto, excitatoria. Por consiguiente se piensa
que la inhibicion estd mediada por la activacion de las neuronas GABAEérgicas que se proyectan hacia
el nicleo paraventricular (PVN) en la region del nicleo de la cama de la estria terminalis (BST), area
preoptica (APO), hipotdlamo dorsomedial (DMH) y peri-nucleo paraventricular (peri-PVN) (Myers
etal. 2012).

La exposicion crénica a dosis farmacoldgicas de corticosterona o a diversos tipos de exposicion
cronica al estrés (social, retencién, separacion maternal, etc.) se asocian con la remodelacion de las

neuronas del hipocampo (Margarifios et al. 1996; Vyas et al. 2002).

4.6.2. Corteza dorso-medial de réptiles

En el caso de réptiles la region corteza dorsomedial (CDM) es considerada como una estructura
homologa a las regiones CA2 y CA3 del hipocampo de los mamiferos debido a su citologia, patrones
de respuestas corticales, las proyecciones de conexiones con otras areas (Ulinsky 1990) y a su

ontogeénesis tardia (Ariens 1929).
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La region corteza dorso-medial contiene dos tipos de neuronas, las neuronas piramidales y las
neuronas estelares (fig. 2) (Ulinsky 1990). Las neuronas piramidales se encuentran ubicadas en la
capa celular y pueden tener de una a varias dendritas apicales espinosas que se extienden
verticalmente dentro de la capa molecular y hasta la pia, contienen diversas dendritas basilares
dirigidas a la capa subcelular a través del borde ependimal. Las dendritas estan cubiertas de espinas,
tienen un soma mediano de forma fusiforme a oval, cominmente presenta axones orientado
verticalmente, que se extiende de manera descendente hacia la capa cortical adyacente. (Ariens et al.
1936; Ulinsky 1990).

Las neuronas estelares estan situadas en la capa molecular y subcelular, muestran un soma
pequefio de forma oval a circular y presentan dendritas espinosas acomodadas de forma vertical.
Estas exhiben sistemas axonales arborizando extensivamente dentro de la poblacion de los campos
celulares dendriticos (Ulinsky 1990; Reiner 1991).

Superficie pial (Meninge)

Capamolecular

Capa celular

Capa subcelular

Células ependimariasy
Superficie del ventriculo

Figura 2. Representacion esquematica que muestra la organizacion trilaminar de la corteza de la
tortuga y los principales tipos neuronales presentes (Modificado de Shen y Kriegstein, 1986. Tomado de
the hippocampal Cortex Contains Distinct Cell Types, Burst-Firing Neurons, and an Epileptogenic Subfield).

El patron de las conexiones aferentes y eferentes en la region CDM en réptiles también
comparte caracteristicas con el hipocampo de los mamiferos (Northcutt 1981; Ulinsky 1990).
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4.7. Exposicion crénica a estrés y sus efectos sobre el sistema nervioso

La sobre-estimulacion a largo plazo de respuestas de afrontamiento (exposicion cronica al
estres) de los circuitos implicados en la regulacion de las respuestas al estrés da como resultado la
acumulacion de respuesta alostatica en las areas cerebrales encargadas de la retroalimentacion
negativa del eje HPA (Romero 2004; Lopez 2015). Esta respuesta al estrés se localiza tanto en el
sistema nervioso central (SNC) como en la periferia y son determinadas por una gran variedad de
factores tanto genéticos, ambientales y de desarrollo. Estas respuestas dependen de una
infraestructura neuroendocrina, celular y molecular altamente interconectada al sistema de estrés
(Tsigo et al. 2016). Los cambios en estas estructuras pueden llevar a una exacerbacion de las
respuestas adaptativas causadas por la exposicion cronica al estrés (Lopez 2015). La desregulacion
del sistema de estrés (hiper o hipoactivacion) en asociacién con la exposicion cronica puede alterar la
homeostasis del cuerpo que conduce a un estado de alostasis (Tsigo et al. 2016). Esta sobre
activacion del eje del estrés incrementa los niveles basales de glucocorticoides, permitiendo el paso
hacia la barrera cerebral, actuando sobre los receptores del hipocampo, area cerebral relacionada con

la cognicion, alterando asi el desarrollo del cerebro (Lopez 2015).

La exposicion cronica al estrés durante estadios tempranos de vida, es capaz de programar al
eje HPA, favoreciendo permanentemente su activacion, generando una elevacion exacerbada de
glucocorticoides que dificulta la recuperacion de la homeostasis (Richardson 2006). Por lo tanto, la
exposicion cronica a estrés altera significativamente la expresion genética de factores neurotroficos o
factores que intervienen en el desarrollo de las células del sistema nervioso responsables de la

proliferacion, diferenciacion y modelamiento neuronal. (Boyle 2013).

En conjunto, estos cambios generan modificaciones a largo plazo en la cito-arquitectura de los
nacleos cerebrales que regulan las respuestas al estrés, como es el caso del hipocampo (Kim y
Diamond 2002; Joels y Baram 2009; Maras y Baram 2012).

En aves cantoras (gorriones blancos y cotorros) y mamiferos (ardillas terrestres articas), el eje
del estrés en desarrollo es particularmente vulnerable a experiencias tempranas y puede resultar en la
programacion de toda la vida de la respuesta al estrés y el control homeostatico (Boonstra 2004),

causando alteraciones en el desarrollo del sistema nervioso central aumentando la vulnerabilidad a
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una serie de trastornos patoldgicos en la edad adulta (Aisa et al. 2007). La plasticidad de los sistemas
fisiolégicos prenatales, que actta sobre la madre y/o el feto, permite a los animales no nacidos estar

preparados para enfrentar diversas condiciones ambientales (Gluckman et al. 2005).

Sin embargo en ratas, descendientes de madres, bajo condiciones extremas de estrés durante el
embarazo, muestran anomalias fisioldgicas y de comportamiento a corto y largo plazo tales como la
reduccion del peso al nacer, problemas de locomocion y retraso cognitivo, ansiedad y trastornos del
suefio. Estos resultados se observan mas tarde en la vida de los individuos, de hecho, hay evidencia
que muestra que las experiencias ambientales adversas a principio de su vida predisponen a los

individuos al desarrollo afectivo y trastornos de ansiedad en la edad adulta (Heim y Nemeroff 1999).

4.8. Efectos permanentes de la exposicion perinatal sobre las capacidades reproductivas

Estudios en aves, mamiferos y réptiles han mostrado que la exposicién cronica al estrés en
etapas prenatales afecta el éxito del nacimiento, al igual que la anatomia y ensamble de los circuitos
neuronales en diversas regiones cerebrales (Boonstra 2004; Mitra et al. 2005; Mandyam et al. 2008;
Denver 2009; Morales-Medina et al. 2009; Boyle 2013) lo que conduce a trastornos conductuales
(Kim y Yoon 1998; Stewart et al. 2005) y alteraciones en el eje hipotalamico-hipofisario-gonadal
(HHG). Por lo tanto, no es de sorprender que la exposicion a estresores fisicos y psicoldgicos alteran
las capacidades sexuales y/o reproductivas, inhabilitando la secrecion de gonadotropinas (Denardo y
Lighr 1993; Chrousos et al. 1998; Osadchuk et al. 2000; Greenberg 2002, Mulder et al. 2002;
Kapoor y Matthews 2008), ademas de favorecer a una serie de patologias metabdlicas a animales
adultos (Greenberg y Wingfield 1987).

Las hormonas del eje HPA tienen un efecto inhibidor sobre el eje hipotalamico-hipofisario-
gonadal (HHG), de tal manera que la hormona liberadora de corticortropina elimina de forma directa
e indirectamente las neuronas de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) a través de la
secrecion de B-endorfinas por las neuronas POMC (proopiomelacortina) arqueadas. Ademas indican
que CRH-R1 restringe los efectos del estrés agudo en el eje reproductivo en cambio la antalarmina
antagonista selectivo de CRH-R1 el cual su funcién es de inhabilitar estos efectos. Asi mismo, los
glucocorticoides ejercen efectos inhibitorios sobre las neuronas GnRH y sobre las gonadotrofinas

pituitarias y directamente sobre las génadas haciendo que los érganos y tejidos diana sean resistentes
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a los esteroides sexuales. Por lo que, las hormonas esteroideas (esteroidogenesis) inhibe directamente
a los ovarios y testiculos, provocando la inhabilitacion de GnRH desde el hipotalamo (Tsigo et al.
2016).

Una exposicion prolongada al estrés, por otro lado inhibe la funcion reproductiva, dada la
activacion exacerbada del eje HPA. La intensidad de los estresores en la naturaleza podria diferir de
la ejercida en los individuos de estudio en los laboratorios. En el laboratorio, se han usado diversos
estresores ya sea de manera individual o usando una combinacion, mientras que en los héabitats
naturales son variados los estresores que impactan y determinan el éxito reproductivo de las

generaciones en particular (Norris y Lopez 2010).

El estrés tiene un impacto negativo sobre la reproduccién en multiples niveles. Es conocido que
los fetos expuestos a factores estresantes como ambientes inapropiados y agentes quimicos dafinos,
sufren alteraciones que inhiben la actividad normal de las génadas, las cuales a su vez, afectan el

desarrollo sexual y el comportamiento en el adulto (Taché et al. 1980).

Asi mismo, se ha reportado que una exposicion prenatal al estrés en ratas macho conduce a un
menor indice gonadosomatico (Dahlof et al. 1978), y que estas diferencias persisten en estadios post-
natales (Meisel et al., 1979; McLeod y Brown, 1988; Rodriguez et al., 2007; Kapoor y Mathews
2008).
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4.9. Efectos del estrés cronico embrionario en L. olivacea emergidas de NH

Herrera-Vargas et al. (2017) mostro que a la emergencia de las crias de L. olivacea incubadas
en NH, hubo hipertrofia de las células productoras de corticosterona por parte de las glandulas inter-
renales en correspondencia con altos niveles séricos de corticosterona, datos que sugieren la sobre-
activacion del eje HPA (fig. 3). Este resultado, en conjunto con el incremento en los niveles
circulantes de corticosterona en respuesta a un reto fisiologico agudo (la llegada al mar) presentando
por las crias incubadas en NH (fig. 3 E) sugieren que las crias incubadas en NH presentaron una
desregulacion del eje HPI generando un costo negativo en la morfologia funcional de diversos
organos del sistema neuroendocrino que media las respuesta al estrés (Herrera-Vargas et al. 2017).
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Figura 3.-Las crias de nidos hechos por el hombre fueron expuestas al estrés prenatal cronico. A)
Graficas de barras muestran el area nuclear (ANOVA anidada F (3, 25y = 7.7793, (ANOVA anidada F (s, 25 =
7.7793, p = 0.00939) y la B) Densidad nuclear (ANOVA anidada F (1, 5 = 11.142, * p = 0.002395) de las
células productoras de glucocorticoides en tortugas recién emergidas apartir de C) NN o D) NH. E) Grafico de
dispersion que muestra los niveles séricos de corticosterona poco después de la emergencia y al llegar a la
orilla del océano (ANOVA anidada F (,, s1= 5.5831, p = 0.00642. Modificado de Herrera-Vargas et al. 2017).
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En adicion, Herrera-Vargas et al. (2017) mostraron que a la emergencia las crias presentaron

neuronas piramidales hipotréficas de la region corteza dorsomedial (CDM, area homologa al

hipocampo de los mamiferos. Fig.4).
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Figura. 4.- Las neuronas piramidales localizadas en la corteza dorsal eran hipotroficas en crias de nidos
artificiales. A) Dibujos representativos de las neuronas piramidales localizadas en la corteza dorsal de las
crias de nidos naturales y Nidos hecho por hombre. (B). Gréafico de barras que representa el area media de las
neuronas en la corteza dorsal de las crias de NN y NH. ( ANOVA anidado F( 13 = 11,9983, *p = 0,004195).
C) Grafico que muestra el namero promedio de intersecciones dendriticas que cruzan las matrices de circulos
concéntricos de Sholl respecto a la distancia desde el centro geométrico del soma celular (ANOVA anidado F
@ 17 = 16,04 p < 0,05. Modificado de Herrera-Vargas et al. 2017).
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Finalmente también fue evidenciada la disminucion del nimero de células epiteliales
contenidas en los cordones seminiferos de los testiculos sugiriendo retraso en desarrollo de estas

estructuras (Fig. 5).
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Figura.5. Las crias de nidos artificiales muestran testiculos hipotroéficos. A) Grafica de barras representan
el peso testicular (ANOVA anidada F (;, ;) = 8.0317, * p = 0.009940) y B) La cantidad de células epiteliales
por cordon seminifero (ANOVA anidado F 1, .3 = 4.8445, * p = 0.038445) en tortugas recién nacidas de NN y
NH. Fotomicrografias de secciones histologicas mostrando células epiteliales en conductos seminiferos de
crias de NN (C) y NH (D). (Modificado de Herrera- VVargas et al. 2017).

Todo lo anterior en conjunto apunta a que la incubacién en NH causa una desregulacion del eje
HPI1 en crias de L. olivacea. Una vez revisados los antecedentes expuestos, la pregunta que este
estudio pretende responder es si ¢persistiran los efectos negativos observados al nacimiento de

Lepidochelys olivacea durante etapas tempranas de desarrollo posteriores?
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5. Hipdtesis

1. El eje hipotalamico-hipofisario-inter-renal (HPI) de pequefios juveniles de tortuga marina
gestados en NH presenta respuestas alteradas al reto de estrés por inmovilizacion.

2. La cito-arquitectura de la corteza dorsal, dorso-medial y testicular permanece afectada por
los efectos de la exposicion crénica al estrés asociada a la incubacion en NH en juveniles.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Evaluar la permanencia de los efectos impuestos durante la gestacion en NH sobre las
estructuras que regulan la funcion del eje HPI, cerebro y gonadas en pequefios juveniles de tortuga
marina, usando como modelo animal a la especie L. olivacea.

6.2. Objetivos particulares

1. Cuantificar los niveles séricos de corticosterona de juveniles emergidos de NH y NN sin reto

y en aquellos sometidos a reto de estrés por inmovilizacion.

2. Evaluar la inmunoreactividad de las células corticétropas secretores de ACTH en la hipoéfisis

de juveniles de NH y NN inmovilizados.

3. Determinar si persiste la hipotrofia de las neuronas piramidales de la corteza dorsal y

dorsomedial en juveniles de NH y NN inmovilizados.

4. Evidenciar si persiste hipertrofia de las células productoras de glucocorticoides en juveniles
de NH y NN inmovilizados.

5. Medir el tamafio de los nucleos de las células germinales gonadicas en juveniles de NH y NN

inmovilizados.
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7. Metodologia

7.1. Obtencion de organismos

Hubo 2 periodos de muestreo para la realizacion del presente trabajo. En el primero, las crias de L.
olivacea fueron obtenidas a la emergencia de NN y NH en las playas de Barra de Pichi de Lazaro
Cérdenas, Michoacan, México en el campamento tortuguero “La tortuga” en el 2013 (Permiso
SEMARNAT; Oficio Niom. SGPAS/DGVS/08371/12).

Posteriormente, las crias fueron trasladadas al Laboratorio de Eco-fisiologia Animal del
Instituto de Investigaciones sobre los Recursos Naturales de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo. Las crias fueron mantenidas en un sistema cerrado de recirculacion compuesto
por seis peceras de vidrio de 250 L de capacidad. El agua marina se mantuvo a una salinidad
constante de 32 a 36 ppm y una temperatura entre los 25 y 26°C, para lo cual les fue colocado un
calentador de acuario de 300 Watts a cada estanque (Aguilar, 1986; Lépez, 2010). Adicionalmente
fue colocado un temporizador de luz (Modelo TE-102) programado para encenderse a las 7 am y
apagarse a las 7 p.m. En cuanto a la alimentacion se utilizé alimento peletizado de la marca
Wardley® Premium Turtle Bites™ Wardley® que contiene un 35% de proteina, un 3.5% de grasa y
un 5% de fibra cruda recomienda por el fabricante para tortugas recién eclosionadas. A las crias se
les proporciono diariamente todo el alimento que pudieron consumir. Cuando las tortugas tenian tres
meses en cultivo, el alimento se cambid por Premium Turtle Bites™. Los residuos de alimento y sus
excretas fueron eliminados diariamente con un sifon de 3 cm de luz. Cada mes se lavaron los

estangues con una esponja y agua dulce durante 5 meses (L6pez, 2010).

Dado el grado de mortandad que se tuvo con la colecta 2013 de los organismos en cautiverio, se
planificd una segunda, con el fin de lograr una muestra mas representativa de nuestros grupos
experimentales, sin embargo esta no fue posible llevarse a cabo en el campamento de Barra de Pichi
pues esta temporada del 2017 no se trabajo por cuestiones de inseguridad y llegada de recursos tardia
(Com. Prsl.). Asi el muestreo fue llevado a cabo en el campamento tortuguero de Boca Seca en
Octubre del 2017 (Permiso SEMARNAT; Oficio NiUm. SGPA/DGVS/10395/17). Organismos de 38
dias de incubacion y crias recién emergidas del nido fueron tomados(as) al azar, en lapsos de 5

minutos, en un tiempo total de 25 minutos; Pesados (as) mediante el uso de una bascula romana
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tubular; medidos(as) usando un Vernier digital e inmediatamente fueron decapitados (as). Las

muestras de sangre fueron colectadas individualmente en microtubos y mantenidas a -75°C.

Las crias provenientes de NN y NH fueron trasladas al Laboratorio de Eco-fisiologia Animal
del Instituto de Investigaciones sobre los Recursos Naturales (INIRENA), las cuales se mantuvieron

en iguales condiciones que las colectadas durante el periodo 2013.

A los dos meses y medio las 12 crias provenientes de NN y NH fueron sometidas a un estimulo
0 reto de estrés cronico. Fueron inmovilizadas durante una hora diaria, una semana antes de que se
cumpliera las 12 semanas de vida. Posteriormente, se les sustrajo sangre del seno cervical con una
jeringa de tuberculina y se dejo pasar una hora para finalmente ser sacrificadas y colectar la sangre y

érganos.

Los procedimientos de muestreo y sacrificio se realizaron siguiendo los protocolos del Comité
de Derechos de los Animales de SEMARNAT bajo el nimero de licencia SGPA / DGVS / 05459/13,
SGPA/DGVS/10395/17; y en total acuerdo con el Diario Oficial Mexicano Norma, NOM-033-ZOO0-
1995 para el sacrificio humanitario de animales domésticos y salvajes.
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7.2. Grupos Experimentales

Se trabaj6 con los siguientes grupos experimentales:

Muestreo 2013

Grupo nido natural basal (NN): Organismos de cinco meses de edad, provenientes de nidos
naturales (2013, n=1: 3 crias).
Grupo de nido hecho por el hombre basal (NH): Organismos de cinco meses de edad,

provenientes de nidos artificiales (2013, n=1: 5 crias).

Grupo nido natural de cinco meses de edad (NNi): Organismos de cinco meses de edad,
provenientes de nidos naturales sometidos a reto de estrés por inmovilizacion (2013, n=2: 6
crias).

Grupo nido hecho por el hombre de cinco meses de edad (NHi): Organismos de cinco
meses de edad, provenientes de nidos artificiales sometidos a reto de estrés por

inmovilizacion (2013, n=1:11 crias).

Muestreo 2017
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Crias de nido natural 38 dias de incubacion (NN): (2017, n=6) = 16 crias.
Crias de nido hecho por el hombre 38 dias de incubacion (NH): (2017, n=6) =16 crias.

Crias recién emergidas de nido natural (NN): (2017, n=6) = 12 crias.

Crias recién emergidas de nido hecho por el hombre (NH): (2017, n=6) = 12 crias.

Crias 12 semanas de edad de nidos naturales (NN control): (2017, n=3)= 6 crias.

Crias 12 semanas de edad de nidos naturales (NN control después de 1 Hora): (2017,
n=3) = 6 crias.

Crias 12 semanas de edad de nidos Hechos por el hombre (NH control): (2017, n=3) = 6

crias.
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Crias 12 semanas de edad de nidos hechos por el hombre (NH control después de 1
Hora): (2017, n=3) = 6 crias.

Crias 12 semanas de edad de nidos naturales sometidas a inmovilizacion (NNi): (2017,
n=3) = 6 crias.

Crias 12 semanas de edad de nidos naturales sometidas a inmovilizacion después de una
Hora (NNi [1]): (2017, n=3)= 6 crias.

Crias 12 semanas de edad de nidos hechos por el hombre sometidas a inmovilizacion
(NHi): (2017, n=3)= 6 crias.

Crias 12 semanas de edad de nidos hechos por el hombre sometidas a inmovilizacién
después de una Hora (NHi [1]): (2017, n=3)=6crias.



7.3. Obtencion de sangre y procesamiento de los 6rganos

Todas las crias fueron medidas, pesadas y anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital
sodico (45 mg/Kg peso), y decapitadas rapidamente para posteriormente obtener muestras de sangre
via cardiaca. Las muestras de sangre obtenidas fueron centrifugadas a 3,000 rpm durante 15 min. El
suero resultante fue congelado en nitrogeno liquido y posteriormente preservado en ultracongelacion
a -75° C para cuantificar los niveles de corticosterona de acuerdo al método de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA; 55-CORMS-EOQ1, Alpco). Posteriormente la toma de muestras se obtuvo
alrededor de la media noche, una vez que cumplan cinco meses de edad, en los grupos NN y NH, y
posterior a ser sometidas a estrés por inmovilizacién, una hora diaria durante una semana, los grupos
NNi y NHi.

Los cerebros de cada animal fueron colectados y preservados en solucion Golgi-Cox y
seccionados coronalmente en criostato (Hydrax C25 Zeiss) para estudiar la citoarquitectura neuronal.
Las neuronas impregnadas mediante la técnica de Golgi-Cox fueron reproducidas en cdmara lucida
adaptada a un microscopio 6ptico DM3000, utilizando el aumento de 400x, posteriormente fueron
escaneadas (en formato JPG y en escala de grises con 200 dpi de resolucion; Brother) junto con una

escala calibrada para el posterior analisis de imagen computarizado.

Se seleccionaron 10 neuronas piramidales con mejor grado de impregnacion para la corteza
dorsal y dorsomedial por cerebro. Mediante el software ImageJ (NATIONAL Institute of Health,
https://imagej.softonic.com), se midié el nimero de intersecciones dentriticas y el radio dentritico
fueron analizados mediante el plugin NeuronJ del software Imagel. El resto del organismo fue
preservado en solucion fijadora de paraformaldehido al 4% y posteriormente se realiz6 la diseccion
de pituitarias, inter-renales y génadas. Finalmente, las glandulas pituitarias, inter-renales y génadas
fueron incluidas en parafina y seccionadas a 5 um en micrétomo para su posterior tincién con
Hematoxilina-Eosina (H&E), a excepcidn de las pituitarias, las cuales fueron procesadas mediante la
inmunohistiquimica anti-ACTH policlonal de conejo que reconoce epitopes de rata para probarlo en
las tejido de tortuga.

En cuanto a las glandulas inter-renales, fueron seleccionados al azar veinticuatro cuadrantes en

cuatro secciones a lo largo de toda la estructura, y se fotografié una imagen por cuadrante a un
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aumento de 1000x (Leica DM3000). Se obtuvo el nimero de células y area nuclear mediante el uso
del software ImageJ. EI nimero total de células divididas por el area de los cuatro cuadrantes seran

considerados como la densidad celular.

Para el analisis gonadal, fueron seleccionadas al azar dos secciones de cada par, a partir de ellas
se obtuvo el nimero total de células germinales que cumplieron con los criterios de seleccion
(circularidad, forma oval, nucléolo). Se analizaron mediante el uso de ImageJ. Esto se realiz6 a partir
de fotomicrografias a un aumento de 1000x. Los datos obtenidos fueron analizados de modo

semejante a los datos obtenidos de las glandulas inter-renales.

7.4. Analisis estadisticos de los datos

Los datos de todas las variables obtenidas fueron analizados mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y Lilliefors (o < 0.05) para verificar la normalidad y homogeneidad de varianzas
respectivamente. De modo que los datos normales y los que no presentaron normalidad fueron
tratados mediante los modelos lineales generalizados (MLG) y no generalizados (MLNG)

respectivamente. EI MLNG con una distribucion de Poisson y una funcién Log.

De manera general, para determinar la relacion entre las variables y para conocer diferencias

entre los subgrupos (nimeros de nidos) estudiados se realizaron las siguientes pruebas:

Los niveles séricos de corticosterona de 2013 entre grupos (Tipos de nido), subgrupos (nimeros
de nido) y tratamientos (basales e inmovilizadas) fueron analizados mediante un ANOVA (Analisis
de varianza) anidado. Posteriormente, fue realizada una comparacion mdaltiple post hoc de Fisher

LSD con un 95% (a < 0.05) de confianza para identificar diferencias significativas.

De modo semejante fueron analizados los niveles séricos de corticosterona de 2017 entre
grupos (tipos de nido), subgrupos (nimeros de nido) y momentos (de 38 dias y emergencias). Asi
como para los niveles sericos entre grupos (Tipos de nido), subgrupos (numeros de nido) vy

tratamiento (0 horas y 1 hora de inmovilizacién) a los que fueron sometidos los pequefios juveniles.
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El ndmero de intersecciones dendritico de las neuronas piramidales entre grupos (tipos de
nido), subgrupos (numeros de nido) y distancias desde el soma (10, 20, 30, etc.) fueron también

analizados mediante un ANOVA anidado.

Para el resto de las variables obtenidos en el 2013 (morfométricos, area y densidad de células
productoras de GC, asi como densidad de Celulas de GC) s6lo entre grupos (tipos de nido) y

subgrupos (numeros de nido) fueron analizados de igual modo con el ANOVA anidado.

En el caso de las variables morfo métricas obtenidas hasta el momento de los organismos
colectados y cultivados del 2017 fueron determinados los ANOVAS anidados entre grupos (tipos de
nidos), subgrupos (nimeros de nidos). Edades (Huevo, 38 dias de incubacién, emergencia, 11
semanas de edad inmovilizadas y 12 semanas de edad inmovilizadas) y tratamientos (basales e

inmovilizados).

El software Statistica version 7 fue utilizado para llevar a cabo todos los analisis. El promedios

y error estandar fueron presentados para los graficos.
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8. Resultados

8.1. Medidas macroscépicas de los organismos 2013

El peso corporal de los pequefios juveniles (5 meses de edad) de L. olivacea del NH (142.1 +
29.11, n=6) con respecto de los NN (121.6 + 14.23, n=11) no mostraron diferencia estadisticamente
significativas (F (1, 14=.13708, p=0.71674) observandose solo la tendencia a un menor peso corporal

en los organismos de NH (Fig. 6).
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Figura 6. Peso corporal de los pequefios juveniles de NH y NN después de la inmovilizacién 2013
(ANOVA anidada F (1,14=.13708, p=0.71674).
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8. 2. Medidas macroscopicas de los organismos 2017

8.2.1. Peso corporal

El analisis anidado de los pesos corporales entre los tipos de nido, las edades y los tratamientos
mostraron diferencias estadisticamente significativas (Wald X%(8)=902.57, p=0.001). Los pesos de
los huevos de NH (34.194+0.645; n=6; 30) frente a los NN (33.59+ 1.05, n=6: 30) no mostraron
diferencias significativas. Sin embargo al momento de la emergencia no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los NH (15.263+ 0.444; n=6: 30) frente a los NN (16.997+
0.393; n=6: 30). El desarrollo desde las crias emergentes hasta las 11 semanas mostrd una elevacion
exponencial. Por su parte los organismos juveniles de 12 semanas inmovilizadas de NH desplegaron
menores pesos corporales una semana antes de la inmovilizacién (11 semanas) y una vez que se

implemento dicho reto (Fig. 7).
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Figura 7. Grafico que muestra los pesos corporal de los huevos, fetos 38 dias de incubacién (ddi), crias
emergentes, pequefios juveniles de 11 y 12 semanas de edad inmovilizados (spe [i]), de nidos naturales
(NN) y nidos hechos por el hombre (NH). Se presentan los promedios tError estandar (ES) Numeros de
nidos analizados (n) =6 conteniendo 30 individuos cada nido).
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8.2.2. Longitudes corporales

El andlisis anidado de las longitudes ocico cloaca entre los tipos de nido, las edades y los
tratamientos mostraron diferencias estadisticamente significativas (Wald X2 (4)=338.60, p=0.001). La
longitud de ocico cloaca de NH de 38 dias de incubacion (ddi. 57.28+ n=6:30) no presentaron
diferencia estadisticamente significativas frente a los 38 ddi de NN (60.54+ 0.783, n=6: 30). En
cambio, las crias NH emergentes (60.90+0.69; n=6:30) presentaron menores tallas corporales con
diferencias estadisticamente significativas y esto con respecto a las NN emergentes (65.21+ 0.44;
n=6:30). A su vez, fue observado un desarrollo exponencial desde cria a pequefio juvenil. Los
juveniles NH inmovilizados (82.29+1.34; n=6:30) presentaron menores tallas con diferencias

estadisticamente significativas respecto de las NN (87.70+0.83; n=6:30).
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Figura 8. Grafico que muestra las longitudes corporales de fetos 38 dias de incubacién (ddi), crias
emergentes, pequefios juveniles de 12 semanas de edad inmovilizados (spe [i]), de nidos naturales (NN) y
nidos hechos por el hombre (NH). Se presentan los promedios + Error estdndar (ES). Numeros de nidos
analizados (n) =6 conteniendo 30 individuos cada nido).
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8.3. Niveles de Corticosterona en suero de pequefios juveniles

Los resultados obtenidos para individuos colectados en el 2013 en cuanto a niveles basales de
corticosterona (sin inmovilizacién), mostraron sélo una tendencia a ser mayores en los juveniles
nacidos en NH (42.07£3.866; n=1; 11) en comparacion con los nacidos de NN (39.03+2.707; n=2; 6.
(ANOVA anidada F (121y= 0.80455, p= 0.37991). Una vez que los organismos fueron sometidos al
reto de inmovilizacion, la diferencia se mostré significativa; siendo mas elevados en los juveniles de
NH (32.15+£1.051) comparados con los NN (25.1+1.51. Fisher LSD, *p=0.0117). Resultdé notable
que los niveles séricos de corticosterona disminuyeran en los individuos sometidos a reto por
inmovilizacion tanto en los de NN como de NH, en comparacién con los niveles medidos en tortugas
que no fueron sometidas a retos, procedentes de ambos tipos de nido. Al comparar los NH basales
frente a lo NH inmovilizados fue observado una disminucion estadisticamente significativas (Fisher
LSD, ¥ p=0.0014). A su vez, de manera semejante, los NN basales frente a los NN inmovilizados
también fue observado una disminucion cuyas diferencias fueron estadisticamente significativas
(Fisher LSD, 3- p=0.0008).
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Figura 9. Niveles séricos de corticosterona basales y post inmovilizacion en pequefios juveniles [NNi,
NHi] (5 meses de edad) de nidos naturales (NN) y hechos por el hombre (NH) de Lepidochelys olivacea .
Se presentan los promedios * Error estandar (ES) NUmeros de nidos analizados (NN. n = 2=6, NH =1=11).
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8.4. Analisis muestreo 2017.

Se evaluaron niveles séricos de corticosterona en organismos de 38 dias de incubacion y crias
al momento justo de la emergencia del nido. Los resultados obtenidos mostraron que los organismos
de NH (34.19£0.64; n=6: 30) tanto los de 38 dias, como los emergentes del nido, presentaron niveles

inferiores a los de NN (33.59+ 1.05; n=6: 30) (ANOVA anidada F (1232 =1.3205, p=0.255). (Figura
10).
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Figura 10. Gréafico que muestra los niveles séricos de corticosterona en organismos de 38 dias de

incubacién y emergencia de NN y NH. Se presentan los promedios + Error estandar (ES) Numeros de nidos
analizados (NN. n = 6, NH =6).
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Para determinar si los eventos adversos presentados durante el desarrollo prenatal asociados a
la incubacion en NH perduran a través de un mediano plazo en el desarrollo postnatal (doce
semanas), evaluamos los niveles séricos de corticosterona (Ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas) en organismos sometidos a inmovilizacion una hora diaria durante una semana, bajo estas
condiciones los resultados séricos de la hormona corticosterona mostraron que los organismos de
NHi [1 hr] presentaron niveles superiores estadisticamente significativos frente a los organismos NNi
[1 hr] posterior al haber transcurrido una hora de inmovilizacion (ANOVAS anidadas Wald
X2(6)=207.93, p < 0.001.Figurall).
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Figura 11. Niveles séricos de corticosterona en organismos controles de NN Y NH y sometidos a reto de
inmovilizacion de NN y NH. Se presentan los promedios + Error estandar (ES) NN, n=Ndmeros de nidos
analizados (NN. n = 5y 3 NH =5y 3). (Control 0 hr y después de 1hr, Inmovilizacién 0 hr y después de una
hora de la inmovilizacién).
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9. Inmunohistoquimica para ACTH en hipdfisis.

A partir de estos resultados que se presentan, fueron obtenidos de la colecta realizada en el afio
2013 con n=2; 6 para NN y n=11 para NH. Como resultado de la inmunohistoquimica para ACTH, se
observo que existe un aumento cualitativo de la inmunoreactividad a ACTH en la adenohipéfisis de

las células corticotropas en juveniles de L. olivacea de NHi con respecto a los de NNi (Figura 12).

Figura.12. Fotomicrografia que ilustran la inmunoreactividad a ACTH en la hipo6fisis de tortuga
marina. Fig. A (NNi) y B (NHi). (Las flechas marcan las células corticétropas inmunoreactivas a ACTH).
Cualitativamente es posible observar mayor cantidad de células inmunoreactivas a ACTH en tortugas nacidas
de NH. Barra de escala 50um.
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10. Neuronas de la corteza dorsal y dorsomedial

Mediante la técnica de Golgi-Cox, se procedio al analisis de las estructuras de interés (corteza
dorsal y dorsomedial). Las neuronas de las tortugas juveniles de NHi que fueron inmovilizadas
mostraron una disminucion del nimero de intersecciones dendriticas frente a las de los organismos
de NNi (Wald X*(1)=19.470, *p=0.00001) cuyas diferencias fueron estadisticamente significativa. El
patrén de desarrollo de las neuronas de los organismos NHi mostraron en general menor numero de
intersecciones dendriticas (Fig. 13 A y B), pero estas tuvieron una mayor longitud, prolongandose
hasta radios mayores de 800 um de distancia desde su soma, mientras que las neuronas piramidales
de los organismos NNi sélo se desplegaban a radios menores de 650 pm de distancia desde el soma
(Figura 13 C).
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Figura 13. Neuronas piramidales de la corteza dorsal y dorsomedial de juveniles de 5 meses de edad de
nidos hechos por el hombre inmovilizado (NHi) y de nidos naturales inmovilizados (NNi). (A)
Representacion esquematica en camara de lucida de neuronas piramidales de las cortezas de NN y (B) de NH.
Barra de escala = 100 um. (C) Numero promedio de intersecciones dendriticas respecto a la distancia desde el
centro geométrico de su soma celular de neuronas piramidales de las cortezas juveniles NN y NH.
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11. Andlisis de las Células inter-renales

Como resultado del andlisis densitométrico de las células inter-renales, el promedio del &rea
nuclear de las células productoras de glucocorticoides fue significativamente mayor en los juveniles
que emergieron de NHi (24.37 £ 0.50) que en aquellos que surgieron de NNi (19.07 £ 0.51) (Anova
anidado F (1, 14=44.878, *p= 0.00001) (Figural4 C). En consecuencia, la densidad nuclear de las
celulas productoras de glucocorticoides en la glandula inter-renal disminuyé significativamente en
NHi (1378.22 + 41.32), en comparacion con el NNi (1938.45 + 129.76) (Anova anidado F (g,
14=88.440, *p= 0.001. Fig. 14 D). Finalmente, las observaciones cualitativas revelaron que las
células productoras de glucocorticoides mostraron un citoplasma hipertrofiado en juveniles
emergentes de NHi (Figura 14 Ay 14 B).
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Figura 14. Las tortugas incubadas en nidos hechos por el hombre (NH) presentan una menor densidad
de las células productoras de glucocorticoides que las tortugas incubadas en nidos naturales (NN) en las
glandulas inter-renales. (A)Fotomicrografias de secciones histoldgicas tefiidas con hematoxilina-eosina que
muestran células productoras de glucocorticoides en la glandula inter-renal de pequefios juveniles de NN, (B)
y de NH. Los ntcleos celulares agrandados (flecha) y el citoplasma hipertrofiado en NH pequefios juveniles
(circulo) son evidentes. Como los lipidos fueron eliminados durante el procesamiento histoldgico, el
citoplasma se observa como un espacio en blanco que rodea los nucleos celulares. Barra de escala =20 um. C)
Grafico del area nuclear celular, D) Gréafico de la densidad de células nucleares.
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12. Analisis gonadal

El andlisis histoldgico testicular de pequefios juveniles inmovilizados presentaron una
hipotrofia de las células germinales. Los testiculos de NHi (29.50 + 1.36), mostraron de manera
cualitativa células hipotroficas intersticiales con respecto a los organismos NNi (27.98 + 0.76). Por
otro lado, el analisis de la densidad celular de las secciones testiculares mostraron una diferencia
estadisticamente significativa en el numero de células germinales en los organismos NN (2.427 +
0.28) con respecto a la NH (1.790 + 0.13) (Anova anidado F (112)= 4.5068, p=.05525. Figura 15C).
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Figura 15. Las tortugas incubadas en nidos hechos por el hombre (NH) presentan una hipotrofia en las
células germinales de las tortugas incubadas en nidos naturales (NN) en los glandulas gonadales
masculinas. (A) Fotomicrografias de secciones histoldgicas tefiidas con hematoxilina-eosina que muestran las
células germinales hipotrdficas (flechas) de las glandulas gonadales masculinas de juveniles pequefios de NN
(B) y de NH. Tenga en cuenta que los testiculos de NH de los pequefios juveniles tienen células hipotroéficas
intersticiales (cabeza de flecha). El tejido conectivo que rodea los tabulos seminiferos es mas compacto en NN
que en NH juveniles pequenos. Barra de escala = 20 um. C) Grafico que muestra la densidad de las células
germinales.
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13. Discusion

A nivel global, la alternativa més utilizada para proteger a las poblaciones de tortugas marinas
ha sido la creacion de viveros, en los cuales los huevos ovipositados por las tortugas en nidos
realizados por ellas (NN) son reubicados en nidos hechos por el hombre (NH), con el objetivo de
proteger los huevos, embriones/fetos y crias de las tortugas marinas de los saqueos, la depredacion y
la erosion de las playas. Estudios realizados por el personal del Laboratorio de Eco-fisiologia Animal
del Instituto de Investigaciones sobre los Recursos Naturales, han documentado que la incubacion en
NH produce estrés embrionario/fetal cronico, conduciendo a una sobre-activacion del eje HPI y
alteraciones en la cito-arquitectura neuronal, inter-renales y gonadal en crias de L. olivacea (Herrera-
Vargas et al.2017). Con el fin de evaluar si los efectos en la programacion del eje HPI y sus efectos
sobre el cerebro, glandulas inter-renales y gonadas, observados en los neonatos de L. olivacea
(Herrera et al. 2017), a la emergencia, persisten en etapas juveniles, tal y como se ha reportado en
mamiferos (Lajud et al. 2012, Vazquez et al. 2013, Boonstra 2004), este trabajo analiz6 los
parametros neuroenddcrinos relacionados con los efectos del estrés cronico impuesto por el ambiente

incubatorio de NH en pequefios juveniles de 5y 2 meses y medio de edad.

En primer término fueron evaluados pardmetros morfométricos tales como peso corporal
después de la inmovilizacién para la colecta 2013. Este resultado nos deja ver que el efecto
observado por Herrera-Vargas et al., 2017, en crias al momento de la emergencia se mantiene
mostrando que las crias que fueron incubadas en NH tuvieron un menor peso corporal con valores
estadisticamente significativos. En el presente trabajo no fue posible observar niveles superiores en
los NH respecto de los NN basales en la temporada de 2013 y 2017, debido a que
desafortunadamente la hormona corticosterona muestra picos muy cortos en la sangre después de los
eventos de estrés, aunado posiblemente a la gran variedad de factores implicados, tales como, el
ritmo circadiano, el grado de habituacion que sufren los organismos en los distintos contextos en los
que se desarrollan, a que otras hormonas pueden potenciar la secrecion (ej. Vasopresina, ACTH, etc),
incluso posibles infecciones, asi como endotoxinas (Trevisi y Bertoni, 2009). Una gran cantidad de
reportes en mamiferos muestran niveles basales inconsistentes de corticosterona durante las
exposiciones cronicas al estres, sefialando que la sensibilidad de las glandulas adrenales incrementan

durante los primeros dias de las secuencias repetidas al estrés, la cual se mantiene sostenida y
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consecuentemente los GC permanecen elevados (Rushen et al. 2007). No obstante los NH mostraron
un incremento significativo en sus niveles de corticosterona cuando fueron sujetos a inmovilizacion
cronica respectos de los NN inmovilizados, y este evento nos permitié una mejor evaluacion de los
niveles de respuesta al estrés, de hecho, los altos niveles de GC parecen mantenerse elevados cuando
hay una falla del sistema para recuperar la homeostasis 0 después de la exposicion al estrés (Romero
2004, Trevisi y Bertoni, 2009).

Por otro lado, los organismos muestreados durante la temporada del 2017 mostraron que
partieron de huevos y fetos con iguales pesos, y un desarrollo exponencial desde cria emergente a
juveniles. No obstante, la incubacion bajo las condiciones artificiales del NH del vivero y la
inmovilizacion detuvo en cierta medida que dicha tendencia continuara, ejerciendo un efecto sobre
todo en los NH, los cuales mostraron la disminucién estadisticamente significativa sobre peso
corporal de estas frente a las de las condiciones control. Este resultado concuerda con lo reportado en
infinidad de trabajos realizados en mamiferos en donde se muestra que la exposicién a
glucocorticoides provoca una disminucion en el peso de los individuos (Harris y Seckl 2011).
Mientras menor sea el peso al nacer mayores seran los riesgos sobre la salud , su importancia no sélo
radica en lo que significa para la morbilidad y la mortalidad, sino que por lo general, presentaran en
adelante multiples problemas, tanto en el periodo perinatal como en las diferentes etapas de vida
hasta la adultez de los sobrevivientes, se calcula que entre el 13 y el 24 % padecen trastornos
neuroldgicos y entre el 6 y el 13 % déficit intelectual; repercutiendo en la adaptacion social y calidad
de vida (Alvarez et al. 2001, Aguila et al. 2011). Los mamiferos con restriccion del crecimiento
intrauterino (RCIU) presentan en la vida posnatal una serie de alteraciones metabdlicas y
hormonales, y tienen predisposicion al desarrollo de obesidad, hipertension arterial, enfermedad
cardiovascular, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2. La exposicién a un ambiente intrauterino
desfavorable en fases criticas del desarrollo puede tener un efecto deletéreo sobre la gonada en
formacion (Martinez et al. 2017). El ambiente intrauterino desfavorable, quiza pueda equipararse al
ambiente incubatorio desfavorable. El eje HPA en mamiferos y réptiles ha sido conservado durante la
evolucion y los mecanismos por los cuales es mediada su funcion fueron conservados durante la

evolucion (Ottaviani y Franceschi 1998, Flores et al. 2002).

En cuanto a niveles séricos de corticosterona 2013, los resultados mostraron sélo una tendencia
a aumentar los niveles en pequefios juveniles incubados en NH (n=2=6), estos resultados pueden ser

producto del nimero de muestra tan dispar que se tuvo sobre todo en el grupo NN (n=1=11) a causa
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de la mortalidad tenida en cautiverio. Con respecto a los grupos sometidos a estrés por
inmovilizacion se pudo observar un aumento significativo en los niveles de corticosterona en
organismos nacidos de NHi (n=6) versus los nacidos NNi (n=6). Este resultado concuerda con lo
reportado en mamiferos con respecto a que los individuos sometidos a estrés crénico en etapas
tempranas de vida seran jovenes o adultos con mayor sensibilidad a estimulos estresantes (Bonier et
al. 2009). Lo anterior en términos de supervivencia tiene un impacto relevante. En la naturaleza, los
organismos estan sometidos a constantes pruebas o estimulos estresantes tales como presencia de
depredadores y competencia por el alimento y la reproduccion, entre otros. Asi, el hecho de tener una
respuesta aumentada o modificada con respecto de lo que seria la “norma” o lo “normal” puede
modificar también la oportunidad de vida y oportunidad de dejar descendencia de la especie (Taché
et al. 1980, Romero 2004.). En poblaciones como las de las tortugas marinas con diversos estatus de
amenaza, resulta de mayor relevancia el saber que la incubacion en nidos hechos por el hombre tiene
estos efectos, sugiriendo que el eje HPI ha sido reprogramado en juveniles nacidos de NH en el corto
y mediano plazo. En este sentido vale la pena hacer notar que esta ampliamente documentado que en
mamiferos, la exposicion cronica al estrés durante el embarazo y las etapas postnatales de la vida son
una condicidon que genera modificaciones permanentes de la funcidon del eje hipotalamico-pituitario-
adrenal (HPA), con alteraciones persistentes en los niveles plasmaticos de la hormona
glucocorticoide (Donaldson 1981; Pottinger y Carrick 1999; Schreck et al. 2001; Bhatnagar et al.
2005). Esto resulta importante ya que se ha mencionado en parrafos anteriores, dado que el eje HPA
en mamiferos y réptiles los mecanismos por los cuales es mediada su funcion ha sido conservado

durante la evolucion (Ottaviani y Franceschi 1998; Flores et al. 2002).

Siguiendo con la descripcién de los efectos del estrés cronico en las diversas estructuras
involucradas en la funcién del eje HPI, se ha informado que el estrés cronico provoca hipertrofia
suprarrenal, aumentando la capacidad productiva del tejido adrenocortical (Miller y Tyrrell 1995) que
resulta en una mayor produccion de glucocorticoides (Boonstra 2004). Los resultados de este trabajo,
al igual que lo reportado por Miller y Tirrell (1985) y Herrera Vargas et al. (2017), muestran un
menor nimero de células por unidad de area, asi como un area nuclear mayor que es evidencia de
hipertrofia celular en la glandula inter-renal para juveniles inmovilizados de L. olivacea incubados en

NHi versus pequefios juveniles inmovilizados de NNi.
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La activacion del eje Hipotalamo-Hipofisario adrenal HPA o eje hipotdlamo Hipofisario inter-
renal HPI para el caso de réptiles, comienza con un incremento en la liberacién de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) desde el nucleo paraventricular (PVVN) del hipotdlamo hacia el
sistema portal hipofisario, con la consiguiente liberacion de la hormona adrenocorticotropica
(ACTH) desde la hipofisis, hormona que estimula la secrecion de hormonas esteroideas (como
glucocorticoides) desde las glandulas adrenales en mamiferos (Bruson et al. 2003) e inter-renales en
réptiles. Como un aporte al conocimiento del funcionamiento del eje HPI en tortugas marinas, se
decidio analizar en este trabajo la expresion de la hormona ACTH en la glandula hipofisis a través de
la técnica de inmunohistoquimica. El resultado obtenido muestra una mayor inmunoreactividad de las
células secretoras de ACTH en la glandula hipoéfisis de juveniles de L. olivacea incubados en NH y
sometidos a retos de estrés por inmovilizacion. En estos se observa que existe una mayor expresion
de células secretoras de ACTH en la glandula hipdfisis en juveniles de L. olivacea incubados en NHi
y sometidos a reto de estrés por inmovilizacion, resultado consistente con lo mostrado para niveles

séricos de corticosterona en este mismo grupo experimental.

En la ultima década, muchos estudios sobre el estrés se han centrado en el hipocampo en
mamiferos (CD y CDM en réptiles son las homologias de la region; Aboitiz y Zamorano, 2013), Lo
anterior por ser esta una area especialmente sensible a las variaciones de glucocorticoides durante las
etapas postnatales tempranas (Gould 1999), pero también por su papel en la retroalimentacion de la
respuesta al estrés a través del eje HPA (Herman et al. 1989, Jacobson y Sapolsky 1991, Sapolsky et
al. 1991, Herman y Cullinan 1997). Herrera-Vargas y otros (2017), asi como otros autores (Brunton y
Russell 2010, Brunton 2013, Liao et al. 2014) evidenciaron una asociacion cronica de estrés
temprano con hipotrofia neuronal en células del hipocampo y CD, CDM. En concordancia con lo
anterior, en el presente estudio, las neuronas piramidales del CDM y CD de los pequefios juveniles
nacidos de NH mostraron una reduccion de la complejidad dendritica de las neuronas piramidales de
las areas del cerebro CD y CDM, de acuerdo con lo que se ha descrito. Esto tiene amplias
repercusiones mas alla de la fisiologia simple del eje, ya que esta area esta involucrada en la
codificacion, almacen y recuperacion de informacion, funciones que se ven afectadas en la vida

adulta de los organismos ( Fedulov et al. 2007, Aboitiz y Zamorano 2013).

Finalmente, se sabe que la exposicidn excesiva y prolongada a los glucocorticoides afecta el

desarrollo gonadal a diferentes niveles (Paul et al. 2008, Pedrana et al. 2008). Los resultados
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obtenidos mostraron un namero significativamente menor de células germinales e hipoplasicas en los
testiculos en juveniles inmovilizados NHi versus juveniles de NN. Esto ha sido reportado
previamente por Pedrana et al. (2008), lo que podria tener serias implicaciones en la eficiencia de la
produccion de hormonas sexuales y, por lo tanto, en la reproduccién de individuos. Estos efectos han
demostrado el potencial de afectar la capacidad reproductiva en la edad adulta porque el desarrollo de
células testiculares esta altamente correlacionado con la productividad y la calidad del esperma
(Martin et al. 2010).
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14. Conclusion

Los resultados de esta investigacion permiten concluir que los efectos de estrés crénico embrionario
por la incubacién en NH descritos por Herrera-Vargas et al., (2017) en tortugas al momento de la
emergencia, persisten en juveniles inmovilizados de 5 y 2.5 meses (solo se evalud niveles séricos) de

edad provenientes de NH, tales como:

» Un aumento significativo en los niveles séricos de corticosterona.

» Inmunoreactividad de las células corticotropas,

» Hipertrofia de las células productoras de glucocorticoides en las glandulas inter-renales.
> Menor densidad de células germinales en las glandulas gonadales masculina.

» Neuronas piramidales con un nimero menor de intersecciones dendriticas.

Finalmente también es posible concluir que la respuesta del eje HPI a los desafios de estrés en
juveniles inmovilizados (NHi) parece haber sido reprogramada a largo plazo, con efectos adversos
sobre las respuestas a estimulos de estrés mostrandose estas exacerbadas. Las posibles repercusiones
de todo lo anterior nos llevan a pensar que el estado de la salud de individuos nacidos de NH a corto
y largo plazo podria ser precaria, y por ende afectar la preservacién de las poblaciones de tortugas

marinas.
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