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1. RESUMEN

El presente proyecto se inicié con la recepcion de 23 muestras de huevos de tortugas
marinas de las especies Caretta caretta 'y Chelonia mydas, las cuales no llegaron a
eclosionar después de su periodo natural de incubacion. Las muestras provenian del
campamento tortuguero Xpu Ha de Quintana Roo, México. Su recoleccion se realizo
bajo el permiso de colecta cientifica Of. No. SGPA/DGVS/04297/09 y fue con el
proposito de analizar histologicamente sus 6rganos y determinar con ello, si la causa

de muerte fue de tipo bacteriano.

En el momento de la recoleccion, los huevos fueron agrupados en tres etapas de
desarrollo, para tomar las muestras bacterioldgicas e histologicas correspondientes.
Las muestras fueron almacenadas en recipientes con formol al 10%, siendo
clasificadas de acuerdo a la especie, zona de procedencia, el nimero de nido y
nimero de huevos tomados de dicho nido (Lucio, 2010). Después fueron
transportadas, al laboratorio de Patogenicidad Microbiana de la Unidad de
Investigacion de la FES Cuautitlan-UNAM, donde fueron procesadas para la
obtencion de cortes histologicos, utilizando la tincion de Hematoxilina - Eosina. Al
finalizar la revision histologica, se reportaron unicamente los hallazgos
histopatologicos, los cuales se analizaron mediante X, para determinar cuales

debian de ser considerados estadisticamente significativos.



2. INTRODUCCION

El éxito en la eclosion de los huevos de tortuga depende de la interaccidon que existe
entre una serie de factores: salinidad, humedad, temperatura, flujo de gases, lluvia,
depredacioén, inundacion, erosion y agentes infecciosos (Kasha & Downie, 1999;
Barcenas & Maldonado, 2009). Es importante considerar, trasladar los nidos a
establecimientos de incubacion, en caso de que exista riesgo para su eclosion, y
también con el fin de disminuir la mortalidad de los huevos (Kasha & Downie,
1999). El llevar a cabo un seguimiento de malformaciones de embriones y neonatos
de tortugas marinas, de determinada zona, aporta a largo plazo, las herramientas para
identificar cambios que indiquen una relacion con los contaminantes de la zona y sus

respectivos impactos (Carswell & Lewis, 2003).

La persistencia de las poblaciones naturales de tortuga marina, depende en gran
medida, del éxito de incubacion de sus huevos en las playas de anidacion. (Bell et al.,

2003).

Durante el desarrollo embrionario, las tortugas generan CO,, consumen O, y H,O
del medio, cuyos gradientes dentro del nido tienen relacion con el éxito de eclosion

(Ralph et al., 2005).

Es importante determinar y prevenir las causas de mortalidad embrionaria de las
tortugas marinas, para lograr aumentar la poblacion de neonatos y aumentar la
supervivencia de los huevos. (Bell et al., 2003). Dentro de las causas de mortalidad
estan los factores ambientales y las causas antropogénicas (provocadas por el
hombre). Los factores ambientales tienen un papel importante en la cria, para la
determinacion del sexo, el crecimiento y su fisiologia. En caso de que lo nidos se
viesen afectados por contaminantes que llegan al mar, éstos pueden llegar a tener

malformaciones. Los factores antropogénicos se consideran como la principal causa



de mortalidad entre los adultos y los huevos, debido a la pesca y la caza furtiva de

las tortugas. (Barcenas & Maldonado, 2009)

En el diagnéstico de las enfermedades infecciosas de las poblaciones, se debe de
comprender la diferencia entre el estar infectado por el agente y el manifestar la
enfermedad (afeccion evidente) a causa del agente. Un diagndstico completo de
enfermedades virales, bacterianas o micdticas incluiria intentos para aislar e
identificar al agente microbiano. Los especimenes deben de ser colectados y
transportados de tal manera que la viabilidad del microorganismo sea preservada y
con el fin de prevenir que ocurran cambios minimos en la composicion de la
microbiota, lo cual cause un crecimiento desproporcionado de bacterias, donde
algunas presenten mayores tasas de crecimiento. Es posible llegar a la identificacion
de los procesos, causas de enfermedad y mortalidad, mediante necropsias y biopsias.
Los resultados de una sola prueba de diagnosis deben ser interpretados en el
contexto del panorama completo, incluyendo la historia y el patron de la enfermedad
en la poblacion, manifestaciones clinicas, resultados de otras pruebas y lesiones

visibles e histopatoldgicas. (Eckert et al., 2000)

Algunas herramientas de apoyo para el diagnostico de las alteraciones en los tejidos
son la histopatologia y la microscopia electronica de transmision (TEM). Dentro de
la deteccion de agentes infecciosos en un corte de tejidos, se buscan los virus,

baterias, hongos y parasitos. (Jacobson, 2007).

Las tinciones rutinarias de tejido tales como las de Hematoxilina - Eosina, (H-E) las
tinciones especiales como la de Gram (Brown y Brimm), la de impregnacion de
plata (Warthin-Starry, Plata Gomori Methamine), y tincion de acido-alcohol
resistente (Ziehl-Neelsen), son de utilidad para detectar la existencia de lesiones
histologicas caracteristicas, y ayudar en el diagnostico del agente causal (Eckert et

al., 2000).



Para reconocer las alteraciones histoldgicas observadas es importante tener un
conocimiento de las caracteristicas normales de los diferentes 6rganos y tejidos
(Moura et al., 2009) y posteriormente hacer una descripcién adecuada de las

lesiones morfologicas.

En una revision histologica, se debe de considerar que algunos agentes no producen
una alteracion especifica que los evidencie; por ejemplo, el frio y el calor causan
dafio tisular, pero en este tipo de casos, no existe evidencia directa de la causa de
destruccion del tejido, considerandose también de que en caso de exista algliin tipo
de agente quimico, éste pudieran haber sido catabolizado después de que aparecieran
lesiones en el higado, pero antes de que se haya producido la muerte. También en el
caso del aislamiento microbiano a partir de un tejido, no significa necesariamente
que éste agente haya causado la lesion en cuestion. Asi mismo, la evidencia de la

respuesta del hospedador cambia segin progresa la enfermedad. (Cheville, 1994)



3. ANTECEDENTES

Existe interés en proyectos de proteccion y conservacion de las tortugas marinas, y
esta investigacion no es la excepcion, puesto que tiene sus bases dentro de la
colaboracion del Centro para la Proteccion y Conservacion de la Tortuga
(CPCTMXP) Xpu Ha, Quintana Roo, (Of. No. SGPA/DGVS/03766/09), junto con
la Unidad de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA) Xpu Ha
(INE/CITES/DGVS-ZOO0-P-0048-97-QR), desarrollado desde hace 10 afios, siendo
apoyado el programa de tortugas marinas por medio de personal capacitado,

espacios fisicos de resguardo, investigacion y laboratorio. (Lucio, 2010)

Asi mismo, Lucio, 2010, realizd un andlisis morfoldgico y bacteriologico de los
huevos de las tortugas marinas analizadas en esta tesis. Denotando que las bacterias
aerobias registradas, de aislamientos bacterianos, son resultado de la microbiota
ambiental y algunas de tipo patégeno. Finalmente, atribuyo en su trabajo, que en los
nidos donde hubo mayor registro de la alteracion de microbiota bacteriana, era en
los que se les realizd mayor manejo, pero delimitando, que la estacion del afio,
posicion geografica y el impacto antropogénico, repercutieron en la contaminacion
por bacterias. Simplemente, se observo que en la especie donde se realizd mayor

manejo, se obtuvo mayor nimero de géneros bacterianos, la cual fue Caretta caretta.

Dominguez, 2009, realizé una evaluacién histologica junto con necropsia, de
embriones y crias de tortuga Lora (Lepidochelys kempii), para la determinacion de
su mortalidad. Encontrando en su proyecto, anormalidades de origen congénito,
como anoftalmia, amelia, microcefalia, ectopia del corazon y albinismo; algunas de
ellas documentadas como significativas. En su estudio histologico, analizé eséfago,
traquea, estdmago, intestino, pulmén corazon, rifion y encéfalo; categorizd sus
hallazgos en autolisis, sin cambios patologicos aparentes, con congestion de
eritrocitos y/o infiltrados de heterdfilos de escasos a abundantes, donde se atribuyd

a una hematopoyesis extramedular de animales inmaduros.



4. MARCO TEORICO

La tortuga marina Caretta caretta, es conocida como tortuga boba o tortuga
caguama Yy la tortuga marina Chelonia mydas, principalmente como tortuga verde.
Ambas especies comprenden ciertas diferencias morfolégicas. A continuacion se
hace referencia a algunas caracteristicas respecto a los huevos, la incubacion y la

eclosion.

Generalidades

Huevos de tortuga marina

a) Tortuga Caguama (Caretta caretta)
El tamafio del huevo determina, en gran medida, la longitud y el peso de las crias

que nacen, de forma que huevos mas grandes producen crias mas pesadas y mas

largas (Odzemir et al., 2007).

b) Tortuga verde (Chelonia mydas)
El tamafio del huevo es de un diametro promedio de 48.4 mm, con un peso de 48.3 g.

(Marquez, 1996)

Incubacién
Se menciona que la temperatura estd altamente relacionada con el tiempo de
incubacion, creandose un incremento en el metabolismo embrionario a mayores

temperaturas (Houghton & Hays, 2001)

a) Tortuga Caguama (Caretta caretta)
El periodo de incubacién aproximado es entre 52-56 dias. Cuando la temperatura es

de 29.5°C se da una relacion proporcionada de sexos (Mrosovsky et al., 2002).



La temperatura puede delimitar el tiempo de incubacién y la predominancia del sexo
de las tortugas. Por ejemplo: El periodo de incubacion puede oscilar entre 46 y 70
dias, porque las temperaturas altas aceleran el desarrollo y si son durante el
segundo tercio de la incubacion producen mas hembras, mientras que condiciones
mas frias retrasan el proceso y producen mas machos; temperaturas arriba de 32 °C
6 por debajo de 27 °C producirian individuos de un sélo sexo. (Mrosovsky et al.,

2002)

De acuerdo a Crain y Gillette, 1998, la determinacion del sexo en los quelonios, se
presenta la durante la primera fase de la incubacion, en la ontogénesis, y no durante
la fertilizacion, a diferencia de otros animales con genotipos para la determinacion

sexual (GSD por sus siglas en inglés, Genotypic Sex Determination).

El periodo de incubacion comprende dos fases:
a) desde la postura hasta el momento de la eclosion (60 dias aproximadamente)
b) desde la eclosion hasta que el neonato emerge a la superficie.

(Botero, 1994; Guzman & Osma, 1990)

Llegada la eclosion, en algunas tortugas dentro de su caparazén no han reabsorbido
completamente el vitelo, y por lo tanto permanecen alli hasta completar el proceso
de absorcion. En ese momento se desencadena el fenomeno de salida del nido, el

cual es de tipo masivo, y generalmente sucede en horas de la noche. (Botero, 1994)



Eclosién

a) Tortuga Caguama (Caretta caretta)

Es un proceso lento, masivo y nocturno, en donde incluso, los pitidos que algunos
neonatos emiten, pueden ayudar a la sincronizacién de este proceso; el cual inicia
con el picado y rasgado de la cascara con el diente corneo provisional del rostro, en
donde el neonato ira saliendo poco a poco del huevo con movimientos separados con
periodos de reposo, hasta la salida total del huevo, que puede durar mas de dos dias,
aunado a la emergencia vertical en grupo del nido hasta la superficie, esto pude
durar alrededor de 4 dias. La longitud media de los neonatos en el caparazon, oscila

entre 35 y 45 mm, con un peso entre 15 y 20 gr. (Odzemir et al., 2007).

b) Tortuga verde (Chelonia mydas)
La longitud media de los neonatos en el caparazon es aproximadamente de 50.4 mm,

con un peso de 26.3 g. (Marquez, 1996)

En general, los neonatos de tortuga marina, se encaminan hacia el mar, orientados
por la iluminacion del horizonte hacia mar abierto, guiados por un gradiente de luz
ubicado entre el cielo y el océano. Siendo, por otro lado, un peligro, la presencia de
luces artificiales como las residenciales, luces de seguridad o recreacion que en ese
momento iluminen las playas de anidacion, lo que provoque que las tortuguitas se
orienten hacia tierra adentro, donde pueden morir aplastadas por algiin vehiculo,
depredadas por perros y otros animales domésticos, 0 muertas por exposicion al sol.
Un ejemplo de instinto de proteccion de su nido, en las tortugas hembras, estd en los
datos provenientes del analisis de las luces costeras de comunidades en Playa
Grande y Tortuguero (Costa Rica), los cuales confirman que las tortugas prefieren
anidar fuera de los sitios de influencia de las luces y las tortugas verdes

especificamente anidan donde no hay luz. (Chacoén, 2004)



Criterios de evaluacion de fases embrionarias (Desarrollo embrionario)
La forma de evaluacion embrionaria, adaptada en la investigacion de Lucio 2010,
en los huevos no eclosionados de tortuga marina, puede llevarse a cabo, dentro de

tres categorias (cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion de Huevos no eclosionados de las tortugas marinas
Caretta caretta y Chelonia mydas en el campamento Tortuguero Xpu Ha.
Tomado y modificado de Miller J.D. 1985

Sin Desarrollo Aparente | Huevos donde se observa separada la albumina
(HSDA) de la yema, sin evidencia de blastocisto, pueden
ser de consistencia cremosa, color beige, rosa o

con areas purpuras.

No identificados (HNI) No se distingue ningun tipo de desarrollo, son de
apariencia oscura, dentro del huevo y en el

cascaron se consideran como huevos podridos.

Con Desarrollo Aparente | Fase 1: embrion muy pequefio, sin

(HCDA) pigmentacion, o remanentes de sangre

Fase 2: embriones, a mitad del desarrollo,

presentan pigmentacion, yema en un 50%

Fase 3: Se observa el embrion bien formado,

casi a término, la presencia de yema es <25%




5. JUSTIFICACION

Puesto que la histopatologia proporciona una importante informacion para relacionar
la etiologia de diversas infecciones incluso la identificacion de agentes infecciosos,
beneficia la obtencion del conocimiento sobre las posibles causas de mortalidad de
las tortugas, y en caso de ser infeccioso, proponer medidas curativas o de medicina
preventiva con el fin de conservar a las tortugas marinas en México. (Klatt, 2007;

Gamez et al., 2009)
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6. HIPOTESIS
Si los agentes infecciosos pueden causar directamente la muerte o disfuncion celular,

causando dafio tisular, entonces, microscopicamente pueden notarse algunos de estos

agentes y/o las alteraciones tisulares con la tincion de hematoxilina y eosina ( H.E.)

11



7. OBJETIVOS

General

Establecer si la causa de muerte de las tortugas analizadas, fue de origen bacteriano.

Particulares
=  Reportar hallazgos histopatologicos, utilizando la tincion de H.E.
= En caso de presentarse hallazgos histopatologicos, determinar si existe
relacion con los resultados de los aislamientos bacterianos de los

especimenes.

12



8. MATERIAL Y METODOS

Se recibieron 23 embriones de tortugas marinas, cada uno conservado en
paraformaldehido bufferado al 4% segun Thierry, 2000 (figura 1) y con su
rotulacion individual correspondiente, de acuerdo a Lucio, 2010, como se observa en

el siguiente ejemplo:

e Nido: (Xp-Cc/28-09)
e Xp= Zona de procedencia, Xpu Ha
e  Cc= Especie Caretta caretta

e  Cm= Especie Chelonia mydas

e  Muestra: (Xp5XXVlIlal)
e Xp5= Identificacion de estacion en la que se localizo el nido
(Xpl a Xp9)
e XXVII= Numero de nido
e Letra “a” = Numero de huevos para la muestra
e Numero “1” = Tipo de muestra que se utilizd para analisis

bacteriologico (albumina=1, higado=2, liquido gastrico=3)

Figura 1. Recoleccion adecuada en frasco de formalina.

(Thierry, 2000)

13



Los embriones, también tenian una rotulacion de “fase de desarrollo”, dentro de la
clasificacion de “Huevos Huevos no eclosionados con Desarrollo Aparente” 6

“HCDA”, cuadro 2.

Cuadro 2. Embriones de tortuga marina clasificados en 3 fases de desarrollo

Fase Descripcion

1 Embrién Tamafio muy pequefio.

Sin pigmentacién o remanentes de sangre.

2 Feto A mitad del desarrollo.
Presenta pigmentacion.

Yema en un 50%.

3 Nacimiento | Bien formado, casi a término.

Presencia de yema es <25%.

(Lucio, 2010)

14



8.1 Trabajo en laboratorio
Realizado en el laboratorio de Patogenicidad Microbiana de la Unidad de
Investigacion de la FES Cuautitlan-UNAM, ubicado en el Km. 2.5 de la Carretera

Cuautitlan-Teoloyucan, Municipio de Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

Se trabajo en base a la rotulacion ya establecida de los embriones recibidos.

Técnica de inclusion en parafina.

Esta técnica, fue realizada de acuerdo a Gomez & Campos 2009.

Fijacién

Se utiliz6 una solucion de formol al 10%, y se realizé desde que se recolectaron los
especimenes no eclosionados, ya que mediante ello se interrumpen los procesos del
metabolismo celular y se conservan las estructuras celulares y tisulares, ya en el
laboratorio, a cada muestra le fue cambiado su fijador, por un nuevo formol, esto
para aclarar el liquido donde estaban conservadas. En el proceso cada muestra fue
lavada con agua, para eliminar los restos de fijador, siendo seleccionadas las
muestras a evaluacion histologica y asi proseguir con ellas. Se realizd corte de
porciones de d6rganos, como son: higado, traquea, pulmon, nodo linfatico, médula
espinal, intestino y rifién; se identifico cada muestra y se colocaron en cajas de

preparacion histologica.

Puesto que la parafina no se mezcla con el agua, fue imprescindible retirar el agua
de las muestras, y ello fue mediante la deshidratacion, la cual es llevada a cabo por
el alcohol etilico, por lo que las piezas de tejido fueron colocadas en soluciones
crecientes de etanol (50, 70, 80, 90, 95 y 100%). Una vez deshidratadas, se procedio
a su aclaramiento, es decir, a la sustitucion del agente deshidratante por otro,

llamado liquido intermedio, que sea miscible con el medio de inclusion.

15



Se inici6 el proceso de infiltracion introduciendo cada pieza en una mezcla a partes
iguales de liquido intermedio y parafina. Posteriormente se realizo la inclusion, la
cual tiene por objeto la ocupacion por parafina de todos los espacios de la pieza de
tejido, que naturalmente estaban ocupados por agua, este proceso fue realizado en
estufas de inclusion. Mas tarde se realizaron varios pases en parafina liquida con el
criterio de conseguir que la parafina caliente ocupara los espacios intra e

intercelulares, manejando una temperatura de 45-60°C.

Finalmente, se realizaron los bloques solidos de parafina, utilizando moldes
metalicos en donde colocamos cuidadosamente cada muestra e inmediatamente fue
rellenado con parafina liquida, dejandose enfriar a temperatura ambiente para su

solidificacion.

Corte

Se utilizé el micrétomo, que es un instrumento especializado para la obtencion de
laminas delgadas a partir del bloque de parafina, este instrumento fue de
funcionamiento manual. Se realizaron cortes de 5 micras de grosor, los cuales, se
extendieron por flotacién en agua a 37°C y se recogieron con portaobjetos, para

dejarlos secar en una estufa.

Coloracion
Para realizar la coloracion, se procedié primeramente a la desparafinacion utilizando
un disolvente orgéanico (xileno). Después se procedid a la hidratacion del corte en

soluciones decrecientes de etanol y finalmente agua destilada.

La coloracion utilizada fue la de Hematoxilina-Eosina (H-E), la cual utiliza un
colorante de caracter basico (hematoxilina) que tifie estructuras acidas de las células
y tejidos, a las cuales se les denomina basofilas, tal y como el nucleo celular o

acumulos de acidos nucléicos como los ribosomas; y un colorante de caracter acido
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(eosina) que tifie estructuras basicas que se denominan eosinofilas o acidofilas, tal y
como el citoplasma celular o algunos organulos como las mitocondrias. Con esta
coloracion, los nicleos celulares se aprecian de color azul violeta y el citoplasma de
color rosa-anaranjado. Cabe recordar, que cuando un colorante cambia de color en
contacto con un componente del tejido, se denomina metacromatico y el fenomeno

se conoce como metacromasia.

Conservacion.

Se procedi6 a la conservacion de las muestras utilizando resina natural.
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9. RESULTADOS

Clasificados por especie y o6rganos lesionados (cuadro 3), 8 tortugas de 12 muestras

analizadas, presentaron lesiones.

Cuadro 3. Hallazgos histopatologicos en 12 muestras de Caretta caretta

Descripcion Identificaciéon
Organo Lesiones Nido: Muestra (*HCDA)
Xp-Ce Fase
Traquea |Epitelio con descamacion |58.09 Xp5LVIIa 2
leve 54-09 XpSLIVa 3
Epitelio con descamacion 3
moderada 63-09 Xp4LXIlla
Intestino |Epitelio con descamacion [35-09 Xp2XXXVa 2
leve 58-09 XpSLVIIIa 2
36-09 Xp5XXXVla 3
54-09 Xp5LIVa 3
Degeneracion Albuminosa 3
leve 60-09 Xp5LXa
Higado |Degeneracion grasa 3
moderada 28-09 Xp4XXVlla
Nodo Atrofia leve 29-09 Xp5 XXIXb
linfatico 60-09 Xp5LXa

* HCDA: Huevos con desarrollo aparente
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Clasificados por especie y drganos lesionados (cuadro 4), 10 tortugas de 11 muestras

analizadas, presentaron lesiones.

Cuadro 4. Hallazgos histopatologicos en 11 muestras de Chelonia mydas

Descripcion Identificacion
Organo Lesiones Nido Muestra (*HCDA)
Xp-Cm Fase
Traquea [Degeneracion 3
albuminosa leve 80-09 XpSLXXXa
Epitelio con 72-09 Xp2LXXIla 1
descamacion leve 55-09 Xp5LVb 3
55-09 Xp5LVd 3
Epitelio con 3
descamacion moderada [55-09 XpSLVc
Intestino  |Degeneracion 72-09 Xp2LXXII b 1
delgado  Jalbuminosa leve 56-09 XpSLVIa 3
80-09 XpSLXXXa 3
Epitelio con 55-09 XpSLVa 3
descamacion leve 55-09 Xp5LVd 3
Epitelio con 55-09 XpSLVb 3
descamacion moderada
Nodo Atrofia leve 56-09 Xp5LVIa 3
linfatico 73-09 Xp2LXXIIla 3
81-09 XpSLXXXIa 3

* HCDA: Huevos con desarrollo aparente
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FOTOGRAFIAS MICROSCOPICAS.

A) Nido: Xp — Cc 58-09 Muestra: XpSLVIIla
Fase de desarrollo aparente: FASE 2
Organo: Traquea

Descripcion histopatologica: Epitelio con descamacion leve

Figura 2A. 10 X Figura 2B. 20X VILCHIS/FESC/UNAM/2011
Figura 2. Traquea, de Caretta caretta, tincién H.E.

Descripcion:
C. Cartilago Hialino
PC. Pericondrio

L. Luz

Se aprecia como un desprendimiento del tejido epitelial, en la observacion

microscopica, no se encontré la presencia del tejido epitelial
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B) Nido: Xp-Cc/28-09 Muestra: Xp4XXVlIla
Fase de desarrollo aparente: FASE 3
Organo: Pulmén

Descripcion histopatologica: SCPA

Figura 3A. 10 X Figura 3B. 20X
Figura 3. Pulmén, de Caretta caretta, tincion H.E.

Descripcion:

A. Alveolos pulmonares, epitelio simple escamoso
HC. Cartilago Hialino

E. Epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado

L. Luz
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C) Nido: Xp-Cc/35-09 Muestra: Xp2XXXVa
Fase de desarrollo aparente: FASE 2
Organo: Intestino delgado

Descripcion histopatologica: Epitelio con descamacion leve

Figura 4A. 10 X Figura 4B. 20X VILCHIS/FESC/UNAM/2011
Figura 4. Intestino delgado, de Caretta caretta, tincién H.E.

Descripcion:
1. Vellosidades

E. Epitelio simple columnar con microvellosidades y exocrinocitos caliciformes

Es un desprendimiento del tejido epitelial, en ocasiones se pueden provocar zonas de

escoriacion (capas celulares superficiales) o ulceras (capas profundas de tejido)
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D) Nido: Xp — Cm 72-09 Muestra: Xp2LXXII b
Fase de desarrollo aparente: FASE 1
Organo: Intestino delgado

Descripcion histopatologica: Degeneracion albuminosa leve

Figura 5A. 10 X Figura 5B. 20X VILCHIS/FESC/UNAM/2011
Figura 5. Intestino delgado, de Chelonia mydas, tincion H.E.

Descripcion:
E. Epitelio
L. Luz

La degeneracion albuminosa, se observa como un aumento del tamafio de la célula,
y se torna redonda, esto debido a la compresion de la microvascularizacion del
organo. El ntcleo celular se esta ligeramente desplazado e hipercromatico y el

citoplasma presenta un aspecto turbio ( ““ vidrio esmerilado”).
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E) Nido Xp — Cc 28-09 Muestra Xp4XXVlIla.
Fase de desarrollo aparente: FASE 3
Organo: Higado.

Descripcion histopatologica: Degeneracion Grasa moderada

Figura 6A. 10 X Figura 6B. 20X VILCHIS/FESC/UNAM/2011
Imagen 6. Higado, de Caretta caretta, tincion H.E.

Descripcion:
1. Vena central

2. Parénquima hepatico

La degeneracion grasa presenta vacuolas de grasa en el citoplasma celular. La
degeneracion grasa supone un aumento absoluto de lipidos intracelulares (Robbins,
1997). En el higado se presenta sobre todo en el area centrolobulillar.

(Departamento de patologia, 2003)
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Las lesiones histologicas registradas, se valoraron con la técnica de la X* de
homogeneidad, Se procedi6 a clasificar los resultados en dos grupos:

A.- Especie de tortuga marina, B.- Fase de desarrollo

X? DE HOMOGENEIDAD

Prueba de significacion estadistica

Se realiz6 mediante la prueba de distribucion X* (de Pearson), llamada Chi cuadrado

0 Ji cuadrado, en la cual se procedio de la siguiente manera:

Primero. Formulacién de la Hipdtesis

Ho (hipétesis nula):
Las lesiones histologicas no son significativas en relacion a un agente afectante
H1 (hipdtesis alternativa):

Las lesiones histologicas son significativas en relacion a un agente afectante

Segundo. Establecer un nivel de significancia

Nivel de significancia: o =0.05 (X%0.=5.99, GL=2) (X*.=3.84, GL=1)

Para tener un nivel de confianza del 95% en nuestro procedimiento, el valor de alfa
(a) debe ser de 0.05, lo cual corresponde al complemento porcentual de la confianza.
La X* de cada uno de nuestros resultados, serd comparada con el valor de
significancia de 0.05, el cual ya tiene un valor establecido en tablas estadisticas
(X’uba) dependiendo de los grados libertad (GL) obtenidos en cada tabla de
contingencia, que es el nombre de la tabla donde ordenamos nuestros datos a

analizar.
Los GL se obtienen de multiplicar las filas (F) y columnas (C) de la tabla de

contingencia, asi mismo se resta una unidad, esto se explica mediante una sencilla

formula: (F-1) (C-1)
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Tercero. Eleccion de la prueba estadistica.

La formula de X es:

El simbolo X (que es la letra griega sigma maytscula) se usa para representar la

suma de n términos que se puede calcular mediante una férmula.

El simbolo 7, representa el total de observaciones tomadas.

El simbolo O, representa el valor obtenido.

El simbolo E, representa el valor esperado.

Dependiendo del numero de filas y columnas de una tabla de contingencia, se debe

de obtener una frecuencia esperada (fe), que basicamente es el valor esperado (E) en

la formula de X% Esto se ejemplifica de la siguiente manera:

Cuadro 5. Tabla de contingencia

Organo | Descripcién Total
Lesion Hallazgos [SCPA

Traquea |Epitelio con leve (0) 02
descamacion moderada 03 04 B

Total C D E

fel=AxC/E

fe2=AxD/E

fe3=BxC/E

fe4=BxD/E
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Una vez obtenida la frecuencia esperada, se sustituyen los valores, utilizando la

formula de X2

X?= 3 (O1-fe1)* + (02-fe2) * + (03-£3) 2+ (04-fed) 2
fel fe2 fe3 fed

Cuarto. Comparar el valor calculado, con el valor que puede ocurrir por azar

El resultado de X* de cada tabla de contingencia, se compara con el valor
establecido de X2mbla (de acuerdo al nivel de significancia, explicado en el segundo

paso), para entonces aceptar o rechazar la Ho.

3.84
Decision: 0. 4 <3.84

Por lo tanto, acepta Ho.
Si el valor de X?calculado es mayor que el correspondiente en tablas (X2 ap1a=3.84),

se rechaza la hipotesis nula (Ho).

En caso de que el valor sea menor, se acepta la hipotesis nula.
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RESULTADOS:

A.- ESPECIE DE TORTUGA MARINA
Se registraron lesiones en traquea, intestino delgado, nodo linfatico e higado. Se
describié de manera individual el grado de lesion (leve, moderada, severa) y también
cada 6rgano, y que en caso de no presentar lesion, era registrado en la columna

SCPA (sin cambios patologicos aparentes).

a. Caretta caretta:

Cuadro 6. Lesiones en traquea de Caretta caretta

Organo Descripcion Total
Lesion Hallazgos | SCPA
Traquea  |Epitelio con leve 2 9 11
descamacion | moderada 1 9 10
Total 3 18 21
Calculos:
GL=1,a =0.05

fel=16 fe2=94 fe3=14 fe4=8.6

X=3 (2-1.6)* + (9-9.4) > + (1-1.4) >+ (9-8.6)>= 0.24
1.6 9.4 1.4 8.6

e ey
/ H -
3.84
Decision: 0.24 < 3.84

Acepta Ho: Las lesiones histoldgicas en trdquea, no son significativas en relaciéon a

un agente afectante.
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Cuadro 7. Lesiones en intestino delgado y nodo linfatico de Caretta caretta

Organo  |Descripcion Total
Lesion Hallazgos |SCPA
Intestino  |Epitelio con descamacion 4 7 11

delgado leve

Degeneracion 1 7 8

Albuminosa leve

Total 5 14 19
Nodo Atrofia leve 2 10 12
linfatico
Cilculos:
INTESTINO DELGADO
GL=1,a =0.05

fel1=29 fe2=81 fe3=21 fe4=59

X%=3 (42,9 +(7-8.1) 2+ (1-2.1) 2+ (7-5.9) = 1.3
29 8.1 2.1 5.9

-

(x=1.3

/' He
- Decision: 1.3 <3.84

5.99

Acepta Ho: Las lesiones histoldgicas en Intestino delgado, no son significativas en

relacion a un agente afectante.
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NODO LINFATICO
GL=1,a=0.05

fe= numero total = 12=6 fo=12

categorias 2

X=3% (2-6)*+ (10-6)* = 5.2
6 6

Decision: 5.2 >3.84

Rechaza Ho: Las lesiones histologicas en nodo linfatico, son significativas en

relacion a un agente afectante.

Modificando el nivel de significancia de o = 0.05 a o= 0.01, obtenemos que:
GL=2-1=1
a=0.01

f ' Ho

—k_ Decisién: 5.2 < 6.63

6.63

X?=5.2

Acepta Ho: Las lesiones histologicas en nodo linfatico, no son significativas en

relacion a un agente afectante.
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Cuadro 8. Lesiones en higado de Caretta caretta

Organo Descripcion Total

Lesiones Hallazgos | SCPA

Higado [Degeneracion 1 11 12

grasa moderada

Calculos:
GL=1, a=0.05
fe=12/2=6 fo=12

X=3 (1-6) 2 +(11-6)2 = 8.3
6 6

B Decision: 83 > 3.84

3.84

Rechaza Ho: Las lesiones histologicas en higado, son significativas en relacion a
un agente afectante.
Cambiando el nivel de significancia de a = 0.05 a un valor de o =0.01 (thabla=6.63,

GL~1), obtenemos que: GL=2-1=1,a=0.01

X?=8.3

6.63 Decision: 8.3 > 6.63

Rechaza Ho: Las lesiones histologicas en higado, son significativas en relacion a un

agente afectante.

31



B. Chelonia mydas:

Cuadro 9. Lesiones en traquea, intestino delgado y nodo linfatico de Chelonia mydas

Organo Descripciéon Total
Lesion Hallazgos | SCPA
Traquea [Degeneracion albuminosa leve 1 6 7
Epitelio con leve 3 6 9
descamacion moderada 1 6 7
Total 5 18 23
Intestino  |Degeneracion albuminosa leve
delgado 3 5 8
Epitelio con leve 2 5 7
descamacion moderada 1 5 6
Total 6 15 21
Nodo Atrofia leve 3 8 11
linfatico
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Calculos:

TRAQUEA

GL=2, a=0.05

fel=15 fe2=55 fe3=19 fe4=70 fe5=15 fe6=55

X*=3 (1-1.5)* +(6-5.5)> + (3-1.9) >+ (6-7) > + (1-1.5)* +(6-5.5)*= 1.2
1.5 55 1.9 7 1.5 55

Decision: 1.2 <5.99
Acepta Ho: Las lesiones histologicas en traquea, no son significativas en relacion a

un agente afectante.

INTESTINO DELGADO
GL=2 0=0.05
fel=23 fe2=57 fe3=2 fed=5 fe5=17 fe6=43

X2=3 (3- 2.3 +(5-5.1) 2 + (2-2) %+ (5-5) 2 + (1-1.7)> +(5-4.3) = 0.7
23 5.7 2 5 1.7 43

‘
e i Decision: 0.7 < 5.99

5.99

Acepta Ho: Las lesiones histologicas en intestino delgado, no son significativas

en relacion a un agente afectante.
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NODO LINFATICO
GL=1 a=0.05
fe=11/2 =5.5 fo=12

X’=¥(3-5.5)2+(8-5.5)2=2.3
5.5 5.5

" Ho

‘I.““ G

3.84
Decision: 2.3 < 3.84

Acepta Ho: Las lesiones histologicas en nodo linfatico, no son significativas en

relacion a un agente afectante.
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B.- FASE DE DESARROLLO

FASE 1. Embrion

Cuadro 10. Lesiones en traquea e intestino delgado de tortugas marinas en fase 1.
Organo | Lesiones Hallazgos | SCPA | Total
Traquea | Epitelio Descamacion leve 1 2 3
Intestino | Degeneracion Albuminosa 1 2 3
delgado leve

Calculos:
GL=2,0=0.05
fe=3/3=1 fo=3

X=3 (1-D2+H0-1) 2+ 2-1)2=2

1 1 1
X?=2
/ H i i
/ . Decision: 2 <5.99
5.99

Acepta Ho: Las lesiones histologicas en fase 1, no son significativas en relacion a

un agente afectante.
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FASE 2. Feto

Cuadro 11. Lesiones en traquea e intestino delgado de tortugas marinas en fase 2.

Organo Lesiones Hallazgos | SCPA Total
Traquea Epitelio Descamacion leve 1 1 2
Intestino Epitelio Descamacion leve 2 0 2
delgado

Calculos:

GL=1, o=0.05
fe= 2/2=1 fo=2

TRAQUEA
X=3 (1-D)2 +(0-1)2 +2-1)*=2
1 1 1

INTESTINO DELGADO

X=32-D*+0-1)*=1+1=2
1 1

/ H

.‘ ' - Decision: 2 < 3.84 se acepta Ho

3.84
Acepta Ho: Las lesiones histologicas en fase 2, no son significativas en relacion a

un agente afectante.
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FASE 3. Nacimiento

Cuadro 12. Lesiones en traquea e intestino delgado de tortugas marinas en fase 3.

Organo Lesiones Hallazgos SCPA Total
Traquea | Degeneracion albuminosa 1 8 9
leve
Descamacion de Epitelio 3 8 11
leve
Descamacion de Epitelio 2 8 10
moderada
Total 6 24 30
Intestino | Degeneracion albuminosa 3 5 8
delgado leve
Descamacion | leve 4 5 9
de Epitelio
moderado 1 5 6
severo 1 5 6
Total 9 20 29
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Calculos:

TRAQUEA

GL=2,a=0.05

fel=18 fe2=72 fe3=22 fe4=88 fe5=2 fe6=8

X*=3 (1-1.8)* +(8-7.2) > + (3-2.2) >+ (8-8.8) *+ (2-2) > + (8-8) > = 0.79
1.8 7.2 22 8.8 2 8

/ - Decision: 0.79 <5.99
99

5
Acepta Ho: Las lesiones histologicas en fase 3 de traquea, no son significativas en

relacion a un agente afectante.

INTESTINO DELGADO
GL=3; (X’w.=7.81, GL=3)
o =0.05

fel=248 fe2=551 fe3=2.79 fe4=6.20
fe5=186 fe6=413 fe7=186 fe8=4.13

X?=3(3-2.48)*+(5-5.51) *+(4-2.79) *+(5-6.20) > +(1-1.86) * +(5-4.13) *+(1-1.86)
2.48 5.51 2.79 6.20 186  4.13 1.86
+(5-4.13)°
4.13
X*=2.03

38



[ Ho N

. h Decision: 2.03 < 7.81
7.81

Acepta Ho: Las lesiones histologicas en fase 3 de intestino delgado, no son

significativas en relacion a un agente afectante.

Cuadro 13. Lesiones en higado y nodo linfatico, de tortugas marinas en fase 3.

Organo Lesiones Hallazgos | SCPA | Total

Higado Degeneracion 1 13 14

grasa moderada

Nodo Atrofia leve 4 10 14

linfatico

Gl=1,0=0.05
fe= 14/2=7 fo=14

Calculos:

HIGADO
X’=3 (1-7)*+13-7)* =10.28
7 7

e S Decision: 10.28 > 3.84

3.84 Rechaza Ho: Las lesiones histologicas en fase 3 de

higado, son significativas en relacion a un agente afectante.
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NODO LINFATICO

X*=3 (4-7) 2+ (10-7)2=2.56
7 7

“ Ho

3.84

Decision: 2.56 <3.84
Acepta Ho: Las lesiones histologicas en fase 3 de nodo linfatico, no son

significativas en relacion a un agente afectante.
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10. DISCUSION

El objetivo de esta investigacion fue detectar lesiones mediante el uso de la
histologia y de ser posible determinar causas de mortalidad en estas tortugas y en
caso de ser relevante esta informacion, se les relacionaria con los resultados
obtenidos en la investigacion realizada por Lucio, 2010, sobre la resistencia
bacteriana en estos especimenes, en donde algunos de los nidos monitoreados
recibieron manejo porque se estimaba que existia el riesgo de perderlos, de acuerdo
a esto se conto con tres clases de nidos:

e Nidos incubados naturalmente (los que no se movieron de su lugar
original)

e Nidos reubicados dentro de la misma playa (situados dentro de las 5
estaciones de Xpu Ha, bajo el criterio de colocarlos cerca de su zona
original de puesta y en una zona segura)

e Nidos trasplantados al corral de proteccion (los cuales se llevaron a un

vivero 6 en su defecto a una zona cercada dentro de la playa)

Dentro de los resultados se obtuvo que la degeneracion grasa de higado es
estadisticamente significativa en la muestra Xp4XXVIlla del Nido Xp— Cc 28-09.
En la clasificacion de Fase de desarrollo 3, nacimiento. En el registro del manejo de
los nidos, se documenta que el nido Xp— Cc 28-09 fue reubicado en la playa, bajo 57
dias de incubacion; posterior a este periodo, se muestrearon los huevos no
eclosionados respectivamente, donde la muestra Xp4XXVIlla presentd albiimina
hemorragica, asi mismo, dentro de los cultivos bacterianos se identifico:
Flavobacterium spp, Streptococcus spp, Chromobacterium spp, Corynebacterium
spp, Pseudomonas spp. En la revision histologica (con tincion H.E.), se reportd
higado con degeneracion grasa moderada. El agente causal de este hallazgo, se
denomind de tipo no infeccioso, como por ejemplo: causa metabdlica, hipoxia y/o

toxico.
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Algunos agentes quimicos pueden ser catabolizados después de aparecer lesiones en

el higado pero antes de producirse la muerte y un agente quimico puede inhibir

enzimas detoxificantes, lo que predispone a hepatotoxicidad por otro agente

(Cheville, 1994); la degeneracion grasa puede ser el resultado de:

1. Un aporte superior de acidos grasos circulantes procedentes de los lipidos
sanguineos.

2. Una interferencia con enzimas unidas a las membranas del reticulo endoplasmico
liso (que transfieren los acidos grasos al glicerol para formar triglicéridos.

3. Un bloqueo de la sintesis proteica en el reticulo endoplasmico rugoso, del
ensamblaje de lipoproteinas, o de la liberacion de granulos de lipoproteinas en la
superficie celular.

4. Un bloqueo de la activacion de los acidos grasos por el acetil coenzima A
(acetil-CoA), o de su paso a través de la membrana mitocondrial para entrar

en las vias energéticas de la matriz mitocondrial en el ciclo de acido citrico.

Cabe mencionar que el hallazgo significativo en higado, se delimité dentro de la

Fase 3, el nacimiento, es decir, donde la tortuga ya estaba proéxima a su eclosion.

Asi mismo, en el Nido: Xp — Cm 72-09 de la Muestra: Xp2LXXII b, que presentd
degeneracion albuminosa, pudo haber sido a causa de un dafio por hipoxia; puesto
que se presenta la disminucion del pH intracelular, lo cual conlleva a que se
precipite la cromatina nuclear, la mitocondria presente pérdida de granulos de la
matriz y se desarrolle una ligera hinchazén. Como los niveles de ATP disminuyen,
deja de funcionar la bomba Na-K, lo cual permite que entren iones de Na" y Ca™" al
interior de la célula, saliendo de ésta, K y Mg, y junto con el Na' ingrese H,O a la

célula. (Departamento de patologia, 2003)
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Por otro lado, la mayoria de las otras muestras presentaron descamacion, y no
resultaron estadisticamente significativas. Por ejemplo, la muestra Xp5LVb, del
Nido Xp-Cm/55-09, presentd descamacion epitelial leve en trdquea y pulmoén, y
descamacion epitelial moderada en intestino. Se reportd que en su recoleccion
inicial, a los 54 dias de incubacion, la tortuga sélo presentaba aspecto deshidratado.
Y la muestra Xp5LIVa, del nido Xp-Cc/54-09, presentd descamacion epitelial leve
en traquea e intestino. A los 51 dias de incubacion, el especimen fue reportado

deforme y sin camara de aire.

A lo largo de la temporada monitoreada, la cual dio inicio el 9 de mayo de 2009 y
finaliz6 el 23 de octubre de 2009, Lucio 2010 proporcioné los datos respecto a las
nidadas registradas. De 5241 huevos registrados de Caretta caretta, se obtuvo que
el 18% no eclosionod, con un total de 980 huevos no eclosionados (HNE), los cuales
se clasificaron en Huevos Sin Desarrollo Aparente (HSDA), Huevos no
Identificados (HNI) y Huevos Con Desarrollo Aparente (HCDA), estos ultimos
fueron clasificados en tres fases (cuadro 1), segun el desarrollo que presentaban. Los
que detuvieron su crecimiento en la Fase 1 fueron 20, de los cuales no se tomaron
muestras a analizar. En Fase 2 fueron 75, se recolect6é de éstos 2 especimenes. En

Fase 3 fueron 128 y se recolectaron 10 de éstos especimenes.

De 4024 huevos registrados de Chelonia mydas, se obtuvo que el 7.7% no eclosiono.
Los HCDA obtenidos en Fase 1, fueron 13, de los cuales se recolectaron 3
especimenes. En Fase 2 fueron 9, no se tomaron muestras. En Fase 3 fueron 13 y se
recolectaron 8. Por lo tanto, se obtuvo un total de 23 huevos para muestras
bacterioldgicas, los cuales posteriormente fueron utilizadas para su evaluacion

histologica en el presente proyecto.
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Los aislamientos bacterianos, reportan que los microorganismos detectados son
parte de la microbiota ambiental y algunos son patdégenos oportunistas. Sin embargo,
el cultivo microbiolégico del tejido puede detectar una bacteria que solo participa de
forma secundaria en la enfermedad. El aislamiento de un microorganismo a partir de
un tejido no significa necesariamente que haya causado la lesion en cuestion.

(Cheville, 1994)
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11. CONCLUSIONES

- Aunque el terreno de anidacion presentaba algunas modificaciones ambientales
a causa del hombre y algunos nidos fueron reubicados a otra zona de la playa o
al corral de proteccion para su incubacion, estas diferencias de manejo no
resultaron ser un factor en el indice de mortalidad, ya que éste no se observd

afectado, por lo tanto, no hay un efecto esperado de tipo antropogénico.
- La causa de muerte no causé un impacto de tipo microscépico. La posible

etiologia relacionada con la muerte se clasific6 como no infecciosa, debido a

que no se encontrd reaccion inflamatoria en los tejidos analizados.
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