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CAPITULO 1

ANTECEDENTES: ENFERMEDAD DESCOMPRESIVA
EN MEDICINA HUMANA
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El medio acuatico impone importantes variaciones ambientales de presion, temperatura,
aerobiosis, densidad y transmisidon de luz y sonido. La actividad humana y el ejercicio en
estas condiciones ambientales han de estar necesariamente influenciadas por ellas.
Cualquier anomalia dentro del agua puede suponer el desarrollo de patologia en el hombre

y como veremos, en ciertas especies de animales marinos.

El buceo con escafandra afiade nuevos cambios ambientales. El buzo se adapta con facilidad
a la presion ambiental y respira aire, o bien una mezcla gaseosa sintética, a una presién
inspiratoria igual a la presion hidrostatica. Como resultado de ello, el cuerpo experimenta
cambios en la fisiologia respiratoria y en el equilibrio hemodindmico, como mecanismo de
adaptacion ambiental, pero sufre ademdas variaciones en el volumen y en el
comportamiento de los gases organicos, que dependen de las modificaciones de presiéon y

gue afectan a un gran numero de funciones bioldgicas.

1.1 ETIOPATOGENIA

La presidn parcial de los gases integrantes de una mezcla respiratoria (oxigeno, didxido de
carbono, nitrogeno, helio) depende de su concentracién en ella y aumenta de forma

proporcional a la temperatura y a la presion absoluta, segun establece la ley de Dalton.

El nitrégeno atmosférico, o en su defecto el helio, se comporta como gas inerte: no se
metaboliza ni combina con ningun sistema biolégico y permanece disuelto, aunque inactivo,

en la sangre.

En virtud de la ley de Henry la solubilidad de los gases respiratorios aumenta de forma
proporcional a su presion parcial; ello significa que el buceador estd sometido en todo
momento a un estado de hiperoxia y de hipersolubilidad nitrogénica proporcional a la

profundidad alcanzada.
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El nitrogeno es mas liposoluble que hidrosoluble, por lo que su difusion es mayor hacia los
tejidos ricos en grasa, como el cerebro; la menor tasa de perfusién de esto condiciona que
frente a variaciones de presién ambiental, que comportan aumentos de solubilidad de
nitrégeno, los tejidos mds ricos en grasa tarden mas tiempo en alcanzar el estado de

saturacion obedeciendo a mecanismos de difusion simple.

El cuerpo humano se comporta como un sistema multicompartimental y al aumentar la
presidon ambiental, la presion del gas disuelto de cada tejido se mantiene durante un cierto
tiempo por debajo de la presidn parcial del gas en funcidn de las caracteristicas de solucion,
difusion y perfusion del tejido en cuestion. Este concepto basico fundamenta la llamada
“teoria de descompresion”, basada en las observaciones iniciales de Haldane en 1922 y
complementadas por numerosos autores [1, 2]. Segun estos principios, los diversos
compartimentos orgdnicos, llamados “tejidos”, se clasifican en rapidos o lentos en funcién
del tiempo requerido para alcanzar su estado de hemisaturacién, o valor intermedio hacia el
estado de saturacién en que cada tejido solubiliza la mayor cantidad posible de gas inerte
dentro de un valor estable de presion, o lo que es lo mismo, en que la presion de gas
disuelto es de nuevo igual a su presion parcial. Durante el retorno a la superficie, los gases
respiratorios recuperan el valor de la presidon atmosférica. La desaturacion de los tejidos
obedece a los mismos principios anteriores; los tejidos lentos permanecen sobresaturados
durante bastante tiempo y mantienen su presion de gas disuelto por encima de la presidn
parcial. El buceador debe liberar el sobrante de gas inerte durante las etapas finales de la
inmersion. En funcién de la profundidad maxima alcanzada y del tiempo total transcurrido,
las tablas de descompresion le indican cuanto tiempo debe permanecer inmovil, a una
profundidad de 3, 6, 9 metros o mas; de esta manera permitird que la eliminacién de gas
mantenga la sobresaturacion de sus tejidos dentro de unos limites aceptables, de tal forma
que la depuracion total del gas podrd tardar varias horas en conseguirse. Si este
procedimiento descompresivo se omite, o no se realiza de forma adecuada, la
sobresaturacion de algunos tejidos puede ser excesiva frente a otros desaturados. Cuando

|n

la relacién entre estos dos conceptos sobrepasa un valor determinado se alcanza el “punto

critico de sobresaturacion”, a partir del cual el gas cambia de estado y forma burbujas.
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Las microburbujas inicialmente formadas pueden confluir unas con otras y formar
elementos de mayor tamafio; durante el descenso de la presién ambiental inherente a la
inmersién, todos los elementos gaseosos experimentan aumentos importantes de volumen
inversamente proporcionales a la presidon absoluta, segun establece la ley de Boyle-

Mariotte.

Las microburbujas descompresivas pueden permanecer en principio dentro de los tejidos.
Segln su volumen y su numero, pueden continuar asintomaticas, o bien, producir efectos
irritativos locales, compresidn de estructuras neuroldgicas vecinas, compresion y oclusion
de microestructuras vasculares, en especial endoteliales, e incluso provocar lesiones histicas

directas o fendmenos isquémicos sobre territorios adyacentes.

Algunas burbujas son recogidas por el sistema venoso y/o linfatico. A partir de este
momento las burbujas son intravasculares y circulan libremente por el torrente sanguineo
venoso de retorno. La red alveolocapilar pulmonar realiza, en principio, una funcion de
filtro: elimina por via respiratoria la mayoria de burbujas que no llegan a ser sintomaticas
(burbujas silenciosas o inestables) o que pueden producir a lo sumo una sensacion
transitoria de dificultad respiratoria moderada y someten al accidentado a un estado fugaz

de insuficiencia respiratoria restrictiva [3-5].

Si el embolismo venoso es de gran envergadura, el filtro alveolocapilar puede quedar
colapsado y el aumento de presion del circulo menor provocard dos tipos de fendmenos.
Por un lado, la apertura de comunicaciones arteriovenosas. Las microburbujas pasan
entonces a la circulacién arterial y circulan en principio por los grandes vasos de menor
calibre, donde se convierten en burbujas estables o sintomadticas. Las burbujas son la causa
de problemas locales y desencadenan oclusiones vasculares dificilmente reversibles, que

por la propia anatomia, concurren con preferencia en el sistema nervioso central.

Pero la patogenia de la enfermedad descompresiva no depende solo de la embolizacién
gaseosa, ya que la simple existencia de burbujas en la sangre desencadena una serie de
patologias asociadas que generan una auténtica enfermedad sistémica. La burbuja
desencadena fendmenos electrostaticos de superficie en la interfase burbuja/sangre, que
provocan la desnaturalizacién de lipoproteinas hidrofébicas aerofilicas de la que resulta:
hiperviscosidad plasmatica, enlentecimiento de la circulacion, aumento de la presion
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postcapilar, aumento de permeabilidad precapilar, extravasacion plasmatica con
hipovolemia y hemoconcentracién, que inciden en la hiperviscosidad, con lo que se

establece un circulo vicioso.

La burbuja se rodea ademas de una pelicula de proteinas desnaturalizadas ofreciendo
adherencia de leucocitos, eritrocitos y plaquetas (efecto sludge), obstruyen la circulacion
capilar y linfatica, provocan extravasaciéon plasmatica y bloquean el drenaje linfatico
intersticial, con lo que inciden en el circulo anterior, aumentando la hiperviscosdad y la
hemoconcentracion. Las proteinas desnaturalizadas, por su parte, activan por la via
intrinseca de la coagulacion, el factor Hageman y promueven la secrecidon de substancias
vasoactivas, en especial calicreina y bradicinina que, junto a la activacién concomitante del
complemento mediante el factor de Hagerman fraccionado, dan lugar a fendmenos de
quimiotaxis y a la activacion del plasminégeno. Asi pues, el buceado afectado de
enfermedad descompresiva se encuentra sumido en un grave conjunto sintomatico cuyas

repercusiones sobrepasan mucho las lesiones de una oclusién vascular aguda [6].

1.2 CLINICA

Aparecen sintomas neuroldgicos de caracteristicas variadas en funcion de la cantidad de
tejido infiltrado, del nimero y del tamafio de burbujas formadas y sobre todo, de la
localizacién del territorio neurolégico afectado. La sintomatologia, en consecuencia, podra
ser muy variable; desde ligeras parestesias y/o disestesias en cualquier territorio del
organismo hasta monoparesias estrictas. Si la embolizacion es fugaz, el problema se
restablece al cabo de unos segundos. Si por el contrario, la intensidad de la embolizacién se
mantiene, la situacion de colapso alveolocapilar se traduce en una sensacidon de opresidn
precordial, con disnea e incluso insuficiencia respiratoria restrictiva transitoria. La mayor

parte de las veces este estado es transitorio y remite en pocos minutos [7].

En accidentes descompresivos muy importantes algunas burbujas pueden acceder a la
circulacion arterial y provocar efectos emboligenos en territorios distales. Los drganos
afectados radican también en el sistema nervioso central, aunque la embolizacién sera

entonces con preferencia cerebral.
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Otras burbujas se forman dentro del sistema linfatico y estructuras afines empeorando el
drenaje intersticial. También en la endolinfa se pueden formar burbujas que comprometen

la funcién vestibular [8].

Ademds, las revisiones periddicas en los buceadores profesionales han puesto de manifiesto
que algunos de ellos sufren una forma de necrosis aséptica dsea que afecta con exclusividad
a la cabeza o metafisis de huesos largos ademas del iliaco. Esta patologia se conoce como

osteonecrosis disbarica.

La sintomatologia de los accidentes descompresivos mas graves suele aparecer en las
ultimas etapas del ascenso. Los sintomas no embdlicos suelen tardar algunos minutos, o
varias horas en aparecer. No es excepcional que un accidente descompresivo menor se
inicie al cabo de 6 horas, o mads, después de finalizar la inmersién. En agresiones menores

los sintomas pueden tardar horas en aparecer.

La edad, la obesidad, el ejercicio, el frio, son factores de riesgo y pueden predisponer al

buceador a sufrir un accidente tras inmersiones aparentemente seguras [9].

1.3 DIAGNOSTICO

El cuadro clinico y el antecedente de una inmersién con escafandra en las horas anteriores
sugieren, en la mayoria de los casos, un accidente disbarico. Las lesiones cutdneas irritativas
o alérgicas, el dolor muscular traumatico, el vértigo periférico, la cinetosis, la opresidn
precordial angoroide, la pardlisis, el estado de pre-ahogamiento y algunos trastornos

neuroldgicos han de incluirse en el diagndstico diferencial [10, 11].

Los resultados de las analiticas sanguineas aportan una informacién muy importante para el
diagndstico. Es frecuente detectar elevaciones del hematocrito y de las proteinas séricas,
indicadoras de trastorno hemodindamico profundo con hemoconcentracién; disminucién del
recuento de plaquetas, sin alcanzar trombocitopenias importantes, junto al hallazgo de
productos de degradacion del fibrindgenos y elevaciones moderadas de transaminasa

glutamicooxalacética, creatinquinasa y lactatodeshidrogenasa.

23



Sin duda el uso de la radiologia es de gran importancia, no tanto la radiografia pero si la
ecografia. Por medio de la ecografia, ayudados en muchos casos del Doppler, podemos
visualizar la presencia de burbujas en el torrente circulatorio. La cuantificacién de los

resultados permite establecer cinco estadios clinicos al igual que en tortugas marinas.

1.4 TRATAMIENTO Y PRONOSTICO

Depende de la gravedad de la agresién, de la repercusion hemodindmica, de factores
individuales y de la premura, del tipo y de la eficacia del tratamiento hiperbarico aplicado,

complementado con la asistencia intensiva cuando sea necesario.

Los casos no tratados evolucionan hacia la perpetuacion de secuelas neuroldgicas

residuales, muchas veces invalidantes.

Los tratamientos farmacolégicos dosificados convencionales nunca sustituyen, tan solo
demoran, la recompresién en cdmara hiperbdrica, que es la Unica forma terapéutica

etioldgica y plenamente eficaz.

1.5 PREVENCION

La Unica forma de prevenir el accidente de descompresién consiste en realizar una
inmersion lenta y pausada con una velocidad de ascenso no superior a 12-18 metros por
minuto y realizando a determinadas cotas de profundidad paradas de descompresién que

permitan liberar el exceso de gas inerte de los tejidos saturados.
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CAPITULO 2

SINDROME DESCOMPRESIVO EN TORTUGAS
MARINAS
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El sindrome descompresivo es un trastorno clinico que resulta de la formacién de burbujas
de nitrégeno dentro del sistema cardiovascular y otros tejidos como consecuencia de una
rapida descompresion y debido, como veremos en la presente tesis, a un fallo en los
mecanismos fisioldgicos protectores. Los signos clinicos y las lesiones en los tejidos
asociados al sindrome descompresivo son causados por el embolismo gaseoso, que lesiona
los tejidos por oclusion vascular, compresién mecdnica e incluso cambios bioquimicos. La
distincién entre sindrome descompresivo, la entidad clinica, y el fendmeno de embolia
gaseosa es importante ya que la embolia gaseosa no siempre causa signos clinicos. Hasta la
fecha el sindrome descompresivo solo ha sido estudiado en ejemplares de Caretta caretta
que han llegado al centro de recuperacion Arca del Mar de Valencia tras haber sido
capturados en redes de arrastre y trasmallo a incluso tan solo 10 metros de profundidad
[12]. Para entender cdmo se desencadena esta patologia en estas especies es importante
conocer tanto sus patrones y capacidades de buceo como las adaptaciones anatémicas y

fisiolégicas que les permiten desarrollar esta actividad.

2.1 FISIOLOGIA DEL BUCEO EN TORTUGAS MARINAS

Las tortugas marinas son uno de los vertebrados buceadores que realizan inmersiones mas
prolongadas y profundas. En el medio natural la mayoria de especies solo permanece de un
3% a un 6% de su tiempo en la superficie, donde los riesgos de depredacién y los costes
metabdlicos para sobrevivir son mayores, de ahi que estas especies sean consideradas
realmente subacuaticas. Las caracteristicas principales de su capacidad de buceo implican
un sistema de transporte de oxigeno altamente eficiente y una extraordinaria tolerancia a la
hipoxia que permite el uso maximo de las reservas limitadas de oxigeno. Existen diferentes
aspectos fisiolégicos que permiten este tipo de adaptacién durante el buceo como son los
patrones intermitentes de respiracién, su metabolismo adaptativo o su gran tolerancia
hipdxica. Estas soncaracteristicas comunes al resto de reptiles e indudablemente estaban
presentes en los reptiles terrestres ancestrales de los que proceden las tortugas marinas.
Aun asi las tortugas marinas poseen modificaciones distintivas tanto morfolégicas como

fisiolégicas que les permiten explotar al maximo el entorno marino de forma Unica, ademas
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de interesantes paralelismos a nivel adaptativo cuando se comparan con los mamiferos

marinos [13, 14].

Entre ellas podemos destacar que para una locomocion eficiente bajo el agua el cuerpo de
las tortugas marinas presenta diversas modificaciones como se aprecia en la morfologia de
sus aletas, en la reduccién en el peso del caparazén o su cuello mas corto. Ademads, sus
cornetes nasales presentan una anatomia que permite que se cierren durante el buceo
evitando la aspiracion de agua; en las drbitas oculares se localizan las glandulas de la sal que
permiten la excrecion del exceso de sal e incluso algunas especies (Dermochelys coriacea)
presentan adaptaciones que les permiten ser capaces de conservar la temperatura de tal

forma que les permita nadar en aguas frias [15].

Aun asi, las adaptaciones respiratorias mas importantes que facilitan este tipo de buceo son
aquellas que facilitan un intercambio gaseoso rapido y eficiente cuando los animales se
encuentran en la superficie marina, y que ademas, maximizan las reservas de oxigeno y su
distribucion a los tejidos cuando los animales estan sumergidos.

Patrones naturales de buceo:

Las inmersiones mas largas reportadas en tortugas marinas varian de 2 a 5 horas de
duracién, la mejora en los sistemas de seguimiento acoplados a estos animales esta
ayudando cada vez mds a obtener datos mds precisos. En la mayoria de casos parece que
existe una relacidn entre el maximo de profundidad alcanzada y la duracion del buceo. A
pesar de la brevedad de sus fases respiratorias, las tortugas marinas (depende de la especie)
solo permanecen en la superficie del 3 al 26 % de su tiempo. Durante el mismo toman el sol,

se alimentan, se orientan y se aparean.

Estos animales muestran un amplio rango de profundidades y tiempos de buceo segun la
especie. Los buceadores mas profundos registrados han sido hembras de la especie
Dermochelys coriacea (= 1000m) [16], seguidas de la especie Lepidochelys olivdcea (290m,
sexo desconocido) [17] y hembras adultas de la especie Caretta caretta (233m)
[18]Eretmochelys imbricata es la especie con los tiempos de buceo publicados mas

prolongados (56.1 minutos, sexo desconocido) [19].
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La evidente amplia variacidon entre especies nos recuerda que las caracteristicas de sus
perfiles de buceo no son solo un reflejo de su tamafio y caracteristicas fisioldgicas, sino
también de su ecologia, medio ambiente e historia natural. En la tabla 1 se representan los

datos publicados en las diferentes especies.

Profundidad (metros) Duracion (minutos) % Tiempo
Especie sumergido
Maximo Rutina Maximo Rutina
Carreta caretta 211-233 9-22 17-30 80-94
Lepidochelys kempi <50 300 12.7-18.1 96
Lepidochelysolivacea 290 54.3
Chelonia mydas 110 <20 66 9-23
Eretmochelys imbricata 73.5 56.1
Dermochelys coriacea 1000 50-84 37.4 10-14.5 74-91

Tabla 1: Profundidad, duracién de la inmersidon y porcentaje del tiempo sumergido en las diferentes especies

de tortugas marinas.

Es evidente que el tiempo que estas especies permanecen en la superficie es muy limitado y
durante el mismo han de eliminar todo el CO, acumulado durante el buceo y tomar el
oxigeno necesario para la siguiente inmersion. Por ello sus pulmones presentan
caracteristicas Unicas, innecesarias en tortugas terrestres, que permitan un intercambio
gaseoso rapido y eficaz. Las tortugas marinas solo necesitan algunas respiraciones de dos a
tres segundos de duracién para completar su intercambio gaseoso. Aun asi, existe una
tendencia a aumentar el numero de respiraciones en cada episodio respiratorio a medida
que aumenta el tiempo de buceo, independientemente de la actividad [20, 21]. Por
ejemplo, en el caso de Chelonia mydasy Carreta caretta, se ha observado que la respiracién
en condiciones de hipoxia e hipercapnia causa una alteracién en los patrones respiratorios
normales. Los cambios observados varian desde respiraciones aisladas intermitentes a
clusters de respiraciones multiples, breves periodos de apnea y en ocasiones respiraciones

seriadas continuas [20-23].
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Para entender mejor el sindrome descompresivo en estos animales es importante destacar

antes ciertos aspectos de su anatomia y fisiologia.

2.2 SISTEMA RESPIRATORIO

El sistema respiratorio participa en el intercambio gaseoso, en el control de la flotabilidad, el
control de la temperatura corporal y en el sentido del olfato. Sus adaptaciones relacionadas
con el buceo son de las mas estudiadas en estas especies. La interconexion anatdmica,
comportamental y fisioldgica es de gran relevancia a la hora de realizar una evaluacién
clinica, en procedimientos anestésicos o cuando nos enfrentamos a patologias relacionadas

con el sistema respiratorio como es el caso de la embolia gaseosa.

2.2.1 Anatomia:
La inspiracion/espiracion se realiza a través de las fosas nasales, no siendo fisioldgica la
respiracion a través de la boca. El aire inspirado penetra en la traquea a través de la glotis, la
cual se encuentra a nivel caudal de la base de la lengua. Esta se continta por el celoma
hasta dividirse en dos bronquios principales, derecho e izquierdo.
La particular disposicion de los pulmones bajo el caparazén hace que los dos bronquios

presenten una trayectoria ventro-dorso-craneal para asi poder entrar en los pulmones.

A nivel anatomico las tortugas marinas poseen unos pulmones que se estrechan distalmente
y que discurren ventrales al caparazén dentro de la cavidad pleuroperitoneal. Estos estan
fuertemente adheridos a la pared dorsal a lo largo del eje vertebral [23]. Ventralmente el
pulmon derecho se une al I6bulo derecho del higado por el ligamento hepatopulmonar, que
se continla caudalmente con parte del mesocolon. La porcion craneal del pulmdén derecho
se une al estémago a través de un amplio ligamento gastropulmonar. En Chelonia existe un
ligamento secundario, llamado pneumocélico que une la porcidn media-ventral del pulmén
izquierdo con la flexura descendente transversa del coldn.

En tortugas marinas los pulmones son multicamerales aunque esto no sea Vvisible
externamente [24] su estructura es esponjosa, presentan bandas de musculo liso y tejido

conectivo y su superficie tiene un aspecto reticulado similar al descrito en otras especies de
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reptiles [24], aunque su rapido funcionamiento supone estructuras Unicas no descritas en
otros pulmones reptilianos. Entre estas estructuras destacan unas vias respiratorias
fuertemente reforzadas y mds largas y un bronquio intrapulmonar subdividido en vias
secundarias también muy reforzadas que se ramifican desde el bronquio principal y
disminuyen gradualmente su didmetro hasta alcanzar las zonas mas periféricas y marginales
del pulmén. La estructura multicameral de sus pulmones es relativamente compleja para
tratarse de reptiles y tiene una doble red capilar que contribuye a una eficaz difusion

sanguinea. Los diferentes tipos de pulmaon en reptiles estan representados en la figura 1.

Figura 1: llustracion de los diferentes tipos de pulmones en reptiles. (1) multicameral (2 y 3) paucicameral (4)
unicameral simple. 1: Crocodile, Caiman crocodilus; 2: Varanid lizard, Varanus exanthematicus; 3: Turtle,

Pseudemys scripta; 4: Teju lizard, Tupinambis nigtopunctatus. (Duncker,1978).

Los estudios mas recientes en pulmoén de las especies Caretta caretta y Chelonia mydas
sefialan que el cartilago se encuentra presente en todo el tejido excepto en la regidn central
de los bronquiolos respiratorios. Ademas, todas las vias respiratorias contienen musculo liso
fuertemente asociado a una matriz de fibras eldsticas [20, 24, 25]. El parénquima es
homogéneo y cerca del alveolo localizamos tejido conectivo y prominentes paquetes de
fibras mioeldsticas como principal diferencia respecto a otras especies [20, 24, 25].

En los mamiferos marinos se han descrito estructuras anatdmicas similares que facilitan

flujos ventilatorios elevados ya que ofrecen un soporte mecanico contra el colapso de las
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vias respiratorias debido a la presién hidrostatica, siendo muy probable que en las tortugas

marinas estas estructuras cumplan la misma funcién [26-28].

A pesar de que su anatomia pulmonar ya esta presente desde embriones [24] inicialmente
las tortugas marinas no son capaces de bucear a gran profundidad y estd descrito que
necesitan varios meses de vida para desarrollar su flotabilidad [29]. La profundidad de sus
inmersiones y la duracién de las mismas aumentan con el crecimiento de los pulmones
(biomasa), la maduracién del sistema de transporte de oxigeno y el desarrollo estructural de
los pulmones. Las tortugas marinas presentan sistemas Unicos para la asimilacion vy
eliminacion de los gases respiratorios.

El pulmén es el principal reservorio de oxigeno, y segun lo descrito por Lutcavage y
colaboradores en 1989 [20] en la especie Caretta caretta es almacenado dentro de la sangre

y los tejidos.

Ademas, los pulmones también participan en el control de la flotabilidad y, comparada con
otros animales buceadores, esta caracteristica resulta especialmente bien desarrollada en
estas especies ya que varian la cantidad de aire inspirado para alterar su flotabilidad [29,

30].

2.2.2 Fisiologia:
Como en otros reptiles, la ventilacién se caracteriza por breves respiraciones o respiraciones
Unicas separadas por periodos de apnea. Este patrén esta ya presente incluso en los nidos
en el momento de la eclosidn. Estas especies poseen los valores mas altos de consumo de
oxigeno y aprovechamiento aerdbico entre todos los reptiles. Por ejemplo, las tortugas
verdes y Laud pueden aumentar la absorcién de oxigeno en reposo de 8 a 15 veces y
alcanzar los valores maximos comparables con los valores alcanzados por la mayoria de
mamiferos [22]. Esto se ve facilitado por su anatomia pulmonar y su superficie respiratoria
ampliamente subdividida, que permite una mayor drea de intercambio y una menor
resistencia a la difusidn gaseosa, comparada con la estudiada en otras especies de reptiles.

Por ejemplo, la capacidad de difusion de Caretta caretta (0,11 ml min-1 kg-1 Torr-1 a 252C)
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es el doble de la del resto de reptiles (excluyendo a los vardnidos) y un 25% mayor que la de
los mamiferos [31]. Esto supone una ventaja durante inmersiones prolongadas cuando estos
animales consumen las reservas de oxigeno pulmonares, arteriales y venosas. La leve
resistencia pulmonar también facilitard las altas tasas metabdlicas observadas durante el
ejercicio maximo de las tortugas marinas al mantener altos niveles de saturacién en sangre

arterial [31].

De forma general, el cerebro de la mayoria de vertebrados tiene una dependencia absoluta
del oxigeno y sufre necrosis al pasar unos minutos de anoxia. A pesar de esto, [14] describid
que los cerebros de varias especies de tortugas de agua dulce y el de Caretta caretta tiene la
extraordinaria capacidad de sobrevivir en anoxia durante varias horas, indicando que estas
especies pueden permanecer bajo el agua durante prolongados periodos de tiempo sin
respirar. Los mecanismos que protegen su cerebro de la anoxia han sido estudiados en
multiples estudios [32, 33]. En resumen, el cerebro andxico de las tortugas es capaz de
mantener niveles de ATP y hemostasia idnica adecuados reduciendo sus demandas
metabdlicas a tal nivel que puedan ser completamente cubiertas por glicolisis anaerobia.
Entre los factores implicados se describen: un aumento en la concentracion y liberacién de
neurotransmisores inhibitorios como el acido gamma aminobutirico o co-factores como la
adenosina, y una reduccion en la concentracién de neurotransmisores excitatorios como el

glutamato [33].

Los valores de los flujos espiratorios publicados en tortugas marinas son mucho mayores
que aquellos publicados en otros reptiles y se aproximan a los valores publicados en
mamiferos marinos [34]. El volumen tidal en tortugas marinas en muy variable y esta
influenciado por las condiciones fisicas empleadas para obtener estos datos, por ejemplo,
realizar la toma de datos cuando el animal estd nadando, respecto a inmovilizado fuera del
agua o dispuesto en posicién supina A pesar de ello, en Caretta caretta [20] los valores
aceptados oscilan de 33 a 49 ml kg%, en Dermochelys coriacea es de 4,14 ml kg-1 [20] y en
Chelonia mydas de 24 a 187 ml kg-1 [13] lo que representa del 27% hasta el 80% del
volumen pulmonar total para estas especies. Estos volimenes son mucho mayores que
aquellos descritos en otros reptiles (Trachemys scripta, 6,9 ml kg-1) y permite a las tortugas

marinas completar en intercambio de gases pulmonares en pocas respiraciones.
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Las tortugas marinas no presentan musculo diafragmatico, por ello realizan el intercambio
gaseoso a través de cambios de presidn intraceldmicos, facilitado por los musculos pélvicos,
cervicales y pectorales. A pesar del refuerzo con tejido conectivo y mioelastinico, la
complianza del sistema respiratorio de las tortugas marinas (Cr = 11 ml cm H,0? kg?,
Caretta caretta )[20] refleja las caracteristicas de presién y volumen de su pared corporal
siendo sélo ligeramente menores que las de reptiles con pulmones mas sencillos y con
menos modificaciones estructurales (por ejemplo Gecko 16 ml cm H>O?' kg?). En
buceadores de gran profundidad la complianza de la pared costal previene la compresién
toracica durante el colapso pulmonar, situacion que puede impedir el flujo de la circulacion

central [28].

El colapso pulmonar completo se cree que sucede en tortugas marinas cuando bucean a
presiones equivalentes a las adquiridas a profundidades entre 80 y 160 metros. El
confinamiento del gas en las areas marginales de los pulmones durante inmersiones
profundas puede ayudar a prevenir la hipersaturacion de los tejidos por el nitrégeno,
comunmente conocido como “the bends”. Aun asi existen ya varias evidencias de que las
tortugas marinas no estan completamente protegidas frente a esta alteracién. Se han
observado burbujas de gas en los capilares de tortugas verdes muertas tras un ascenso
rapido de presién en camaras hiperbaricas donde los animales fueron sometidos a
presiones iniciales de 14,5 atmdsferas y a continuacidén a una descompresion veloz [35].
Ademas, diversos estudios correlacionan la necrosis avascular en huesos largos hallada en
especies extintas de tortugas marinas y mosasaurios con los dafios derivados de la
enfermedad descompresiva. Estos hallazgos son de animales pertenecientes al Cretaceo
pero no han sido descritos en especies del Mioceno lo que sugiere que estas especies
desarrollaron tanto adaptaciones fisiolégicas como comportamentales para mitigar las
patologias derivadas de condiciones hiperbaricas como es el sindrome descompresivo [36].
No fue hasta 2014, cuando Garcia- Parraga y colaboradores [12] describieron por primera

vez esta patologia en una de las especies actuales, Caretta caretta.

Mientras que la compresion pasiva y el colapso son realmente importantes para alterar el
intercambio pulmonar de gases, los vertebrados marinos pueden haber desarrollado

mecanismos adicionales que pueden ayudar a limitar la absorcién de N,.
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En Caretta caretta, Chelonia mydas, Eretmochelys imbricata y Dermochelys coriacea se ha
descrito un importante esfinter muscular en la arteria pulmonar en su regién proximal al
pulmén [37, 38]. Se ha especulado que el mecanismo de esta regidn anatdomica ayuda a
derivar la sangre mas alld del pulmdn durante el buceo [12, 37]. Para investigar esta

hipdtesis y conocer su verdadera funcionalidad ha sido propuesta la presente tesis.

2.3 RESPUESTA AL BUCEO

Para entender perfectamente cémo estas especies son capaces de bucear en las
caracteristicas descritas anteriormente es importante comprender una serie de
adaptaciones englobadas en la conocida “respuesta al buceo”. Inicialmente fue estudiada
durante inmersiones forzadas en mamiferos marinos y reptiles y consiste esencialmente en
una respuesta fisioldgica de emergencia condicionada a circunstancias especiales y que no

estd presente durante inmersiones “rutinarias”.

La respuesta al buceo es uno de los rasgos fisiolégicos mas estudiados relacionados con el
buceo y que se ha observado en todos los vertebrados estudiados hasta la fecha. La
respuesta al buceo o de inmersion incluye una serie de adaptaciones como es una reduccion
de la frecuencia cardiaca (bradicardia) o vasoconstriccion periférica, lo que resulta en una
reduccion del gasto cardiaco. Se ha sugerido que el objetivo principal de la respuesta de
inmersion es conservar el oxigeno disponible para los 6rganos vitales con limitada tolerancia
a la hipoxia, como son el cerebro y el corazén [39]. El coste, aun asi, implica que el animal

incurra en una deuda de oxigeno que debera ser devuelta cuando el vuelva a respirar.

En Chelonia mydas se ha observado un descenso de la frecuencia cardiaca de 20-30 latidos

por minuto a menos de 1 latido por minuto [35].

Si la respuesta al buceo funciona adecuadamente puede ayudar a extender el limite de la
inmersién aerdbica [40]. También se ha sugerido que la respuesta al buceo puede ayudar a
reducir la captacién de nitrégeno durante los tramos profundos de la inmersién [41, 42] ya

que la compresién y colapso alveolar limita el intercambio gaseoso y reduce aun mas la
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cantidad de nitrégeno absorbido [26, 42-46]. Sin embargo, estudios recientes sugieren que
los mamiferos marinos pueden experimentar embolia gaseosa en circunstancias inusuales

llegando a causar un traumatismo disbarico [11, 47-50].

En el estudio publicado por Garcia-Parraga y colaboradores en 2014 [12] se incluian pruebas
de imagen que mostraban embolia gaseosa generalizada en los vasos de rifiones, higado y
médula espinal, asi como en tejidos adyacentes.

Por lo tanto, estos sintomas, en asociacion con un evento descompresivo, son consistentes
con los descritos en casos de enfermedad descompresiva en medicina humana. El uso
reciente de la tomografia axial computerizada (TAC) ha ayudado a mejorar la comprension
de la arquitectura funcional del pulmdn en vivo. Ademas del TAC, la resonancia magnética
(RMN) también promete ayudarnos a entender mucho mejor la fisiologia de estas especies,

aunque los estudios son alin muy incipientes.

Ademas de estas adaptaciones, es importante sefialar que en tortugas de la especie Caretta
caretta, especialmente, nos encontramos los valores de hematocritos mas elevados (incluso
en condiciones normales) y las mayores concentraciones de hemoglobina y mioglobina, por
lo que sus capacidades para transportar el oxigeno nada tienen que envidiar a las de los
mamiferos [51]. La hemoglobina de los reptiles posee una menor afinidad por el oxigeno
comparada con la de los mamiferos, lo que significa que el oxigeno esta disponible para los
tejidos con mayor rapidez. Esta caracteristica permite suministrar oxigeno a los tejidos
incluso cuando las reservas de oxigeno son muy escasas y por lo tanto obtener un
rendimiento mayor de difusidon del oxigeno con un hematocrito menor (aportando también
la ventaja de una menor viscosidad sanguinea) y menores costes energéticos. En
circunstancias normales las tortugas marinas permanecen en apnea hasta que sus reservas
de oxigeno alcanzan bajas presiones parciales. Los sistemas tampdn tanto del sistema
circulatorio como esquelético de estos animales pueden sobrellevar la acumulacién de 4cido
lactico e iones de hidrégeno que se acumulan durante este periodo de apnea [23]. Mientras
que la ventilacién en los mamiferos se controla seglin un estrecho rango de variaciones en

el pCO; sanguineo y pH, el pH en los reptiles puede fluctuar de forma mas amplia.
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Ademas, el efecto Bohr, que describe el efecto del pH y el diéxido de carbono sobre la
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, tiene una influencia menor en tortugas marinas

gue en otras especies de reptiles [52].

La comunidad cientifica aceptaba que las inmersiones voluntarias eran aerdbicas,
mostrando un ligero aumento en la concentracién de lactato sanguineo y cambios muy
leves en el estado acido- basico. Pero estudios realizados en animales a los que se les
sometid a inmersiones forzadas no indican lo mismo. En estos casos las reservas de oxigeno
se consumen muy rdpido, se activan procesos de glicdlisis anaerdbica y se altera el balance
acido- basico hasta niveles, en ocasiones, mortales. En juveniles de Lepidochelys kempii se
observd que tras 7,3 minutos de inmersion a 232C en redes de arrastre los animales sufrian
una marcada acidosis metabdlica (aumentando el lactato seis veces por encima de los
valores basales obtenidos) y un incremento en la frecuencia respiratoria diez veces mas
elevada. En los ejemplares de Caretta caretta capturados con redes de arrastre en los que el
arte de pesca duré menos de 30 minutos se observaron severas acidosis metabdlicas con
valores sanguineos de lactato que varian de 8,8 a 16,2 mM. Tras inmersiones forzadas, estos
animales hiperventilan durante mas de 30 minutos y permanecen en acidosis metabdlica
durante horas (con las importantes y letales consecuencias que supone). Los tiempos
necesarios para recuperarse sin tratamiento de estas acidosis metabdlicas requieren hasta
de 20 horas en Caretta caretta y en Lepidochelys kempii, lo que implica que los animales que
sufran varias recapturas tienen unas posibilidades muy elevadas de no sobrevivir ya que no

tendrdn tiempo de metabolizar niveles de lactato tan elevados [22].

Las tortugas marinas también regulan los niveles de oxigeno periférico dentro del cuerpo a
través de derivaciones cardiovasculares. La derivacion que existe desde la circulacién
pulmonar a la sistémica (conocido como derivacién derecha — izquierda) se puede visualizar
con los medios de contraste actuales. Diferentes tipos de derivaciones contribuyen a ello,
por lo que algunos autores sugieren que el control de la perfusién se realiza a diferentes
niveles [53]. Las derivaciones centrales o intracardiacas suceden dentro de las camaras
cardiacas y desvian la sangre de la circulacion pulmonar a la circulacién sistémica durante el

buceo.
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Las derivaciones periféricas entre las arterias y las venas también estan presentes dentro de

los pulmones. Mas adelante profundizaremos sobre estas caracteristicas circulatorias.

Factores adicionales como el tamafio, nivel de actividad, temperatura del agua y diferencias
interespecificas afectan de manera directa sobre el gasto metabdlico y sobre los limites del
buceo aerdbico. Esto también se vera afectado por el tiempo que permanezcan atrapadas
en las redes. Por ejemplo, los animales mds grandes son capaces de realizar inmersiones
mads prolongadas en comparacién con animales mas pequefios. Por ello los animales
juveniles seran mas vulnerables al estrés derivado de las inmersiones forzadas,
especialmente los meses mas calidos cuando el gasto metabdlico es mayor.

El hecho de padecer enfermedades y el estado hormonal también puede afectar a la
supervivencia y disminuir el tiempo necesario para agotar las reservas de oxigeno.
Hematocritos por debajo del 25% de los valores normales han sido registrados en animales
capturados y supone una reduccién en la capacidad de transporte de oxigeno sanguineo. En
tortugas de agua dulce, las hormonas tiroideas parecen tener un papel importante (como
sucede en otras especies) en la regulacion del metabolismo lo que sugiere que ciertas

hormonas también pueden influir sobre el estado metabdlico de las tortugas marinas.

Como conclusiones a todo lo descrito hasta ahora podemos sefialar que existen
paralelismos muy interesantes entre mamiferos marinos y tortugas marinas, tanto a nivel de
las estructuras respiratorias como en las estrategias de buceo, dandonos un ejemplo

fascinante de convergencia evolutiva.

Y aunque todavia queda mucho por aprender sobre la integracion de las respuestas
fisiolégicas y cognitivas durante el buceo, necesitamos conocer las respuestas en el medio
natural sin alterar las condiciones en el laboratorio. Actualmente se trabaja en desarrollar
nuevos sensores para poder monitorizar frecuencia cardiaca, velocidad de natacion o
incluso medir los flujos sanguineos. Estos sistemas ya han sido empleados en pinnipedos y
aves. La telemetria por satélite también ha permitido conocer mucho mds sobre los perfiles
de buceo de las tortugas marinas y su comportamiento, pero necesita aun ser mucho mas

documentado.
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2.4 SISTEMA CIRCULATORIO

El sistema circulatorio y el sistema respiratorio estan estructural y funcionalmente
relacionados en todos los vertebrados y en muchas ocasiones se hace referencia al sistema
cardiorespiratorio. Comenzaremos describiendo la anatomia cardiaca y sus diferencias
respecto a otras especies, asi como su funcionalidad y la importancia de las derivaciones.
Posteriormente hablaremos de los grandes vasos descritos en tortugas marinas
centrandonos en la anatomia y funcionalidad hasta ahora descrita de la arteria pulmonar de

estas especies y de su esfinter.

2.4.1 Anatomia
El corazon se localiza medial y ventral en la zona sagital dentro del celoma. Externamente se

puede localizar reconociendo estructuras anatémicas clave. El plastrén de estas especies
estd dividido en distintos escudos, entre ellos debemos reconocer los escudos tanto
humeral como pectoral. El corazén se localiza en la profundidad medial de los bordes

marginales de los escudos humeral y pectoral.

La funcién del sistema cardiovascular en tortugas marinas es mas complejo de lo que se
puede pensar al estudiar su anatomia, mas basica y formada principalmente por dos
auriculas y un Unico ventriculo muscular que da lugar ventralmente a una cuarta camara
con una fina pared que conforma el seno venoso. A pesar de la forma triangular del corazén
de estas especies, el ventriculo de estos animales puede alterar su forma triangular en

funcion del estado de contraccidn (figura 2).
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Figura 2: Imagen dorsal (izquierda) y ventral (derecha) del corazén de una tortuga marina de la especie Caretta
caretta en el que podemos identificar: auricula derecha (1), auricula izquierda (2), ventriculo (3) y seno venoso

(4).

A continuacidn detallaremos los diferentes elementos del corazon:

- Anatomia pericardica: Los atrios y el ventriculo se localizan dentro del saco pericardico.
Este es transparente en recién nacido y juvenil y se vuelve mas opaco a medida que el
animal se desarrolla. Es fuerte, fibroso y flexible pero no elastico. El seno venoso forma
parte de la pared dorsal del pericardio. El corazén estd bafiado por un liquido pericardico
claro que es alcalino y rico en iones de calcio y magnesio y puede tener un papel menor
como protector del musculo pericardico frente a la acidosis durante los periodos de apnea.
El dpex del ventriculo estd unido ventralmente al pericardio y el peritoneo visceral a través
del ligamento conocido como “gobernaculum cordis”. Este fuerte ligamento fija el apex de
ventriculo favoreciendo una tensién longitudinal durante la contraccién, lo que previene al

ventriculo de la retraccion craneal durante la sistole.
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- Camaras y compartimentos: Para el estudio de todas las estructuras se han utilizado
contrastes intravenosos en Caretta caretta [54]. El seno venoso es la primera camara en
recibir la sangre sistémica. Este largo saco con paredes estrechas se localiza dorsal a los
atrios y el ventriculo y es frecuentemente ignorado y considerado como un largo vaso mas
gue como una porcién del corazén cuando se describe la anatomia cardiaca de los reptiles.

Sus paredes contienen musculo cardiaco.

La sangre venosa del cuerpo drena en el seno venoso desde los vasos principales: la precava
derecha e izquierda (vena cava superior derecha e izquierda), la vena hepatica izquierda y la
postcava (vena cava inferior y vena hepatica derecha). La sangre del seno venoso drena en
la auricula muscular derecha a través de la apertura senoatrial. La auricula derecha esta

completamente separada de la izquierda y es mds grande y muscular.

La auricula izquierda recibe la sangre de la arteria pulmonar a través del foramen pulmonar.
De ahi la sangre es dirigida al ventriculo a través del canal atrioventricular. El ventriculo esta
formado por tres compartimentos o cavidades interconectadas: el cavum pulmonale, el
cavum venosum y el cavum arterioso. El cavum arterioso y el cavum venoso se localizan
dorsalmente respecto al cavum pulmonale. Existe un septo muscular dentro del ventriculo a
lo largo de su pared interna dorsal que se extiende desde el septo interatrial hasta el apex.
No estd unido a la pared ventral del ventriculo por lo que no separa el ventriculo, lo que
separa parcialmente es el cavum arterioso del cavum venoso y durante la sistole puede,

funcionalmente, separar la sangre sistémica de la pulmonar.

Las relaciones funcionales de las cdmaras (seno venoso, auriculas y ventriculo) y los
compartimentos dentro del ventriculo son mas faciles de entender al explicar el flujo
sanguineo. Primeros nos centraremos en explicar el funcionamiento de la circulacién

normal, entrando después con mas detalle en las derivaciones que pueden producirse.

De forma general la auricula derecha lleva la sangre al cavum venosum mientras que la
sangre de la auricula izquierda se dirige al cavum arterioso. El cavum pulomonale recibe
sangre del cavum venosum. Durante la sistole ventricular la sangre puede salir del ventriculo

a la circulacion a través del cavum pulmonale y del cavum venoso. La sangre que sale del
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cavum pulmonale va primero a la arteria pulmonar (y posteriormente en las arteriolas y
capilares pulmonares). La sangre del cavum arterioso no puede salir del ventriculo
directamente y tiene que pasar a través del canal intraventricular hacia el cavum venosum.
Del cavum venosum la sangre fluye a través de la aorta (derecha e izquierda). El cavum
venosum y el cavum pulmonale son continuos entre si durante la didstole ventricular, por lo
tanto cualquier separacion entre oxigeno rico y oxigeno pobre ha de ser mantenida por
medio del flujo sanguineo o por la tunelizacién creada por los musculos papilares, mas que
por una separacion fisica entre el circuito pulmonar vy sistémico. El flujo de la sangre desde
el cavum venosum y pulmonale es separado durante la contraccidn ventricular debido a la
tensién en el apex del ventriculo generada por el gobernaculum cordis que hemos explicado

anteriormente.

- Valvulas: El corazén de los reptiles posee diferentes valvulas en la apertura de las
auriculas, en el ventriculo y dentro de la base de los grandes vasos. Estas valvulas trabajan
junto al septo muscular ventricular para separar los diferentes compartimentos y controlar
la direccién del flujo sanguineo. El foramen sinoatrial presenta prolongaciones de
endocardio en forma de pseudovdlvulas que separan el sinus venosus de la auricula
derecha. Estas pseudovalvulas no se encuentran en la necropsia de todos los ejemplares de

tortuga marina y se cree que es debido a una rapida descomposicion.

La entrada de la vena pulmonar en la auricula izquierda no presenta una valvula como tal,
pero si estructuras como las descritas anteriormente que evitan el reflujo (posteriormente
nos referiremos a esta drea como valvula pulmoatrial). En chelonia, las valvulas
atrioventriculares han sido descritas con forma acampanada o incluso con varias cuspides
qgue varian en tamafio y posicién [55]. Las valvulas dirigen la sangre dentro del cavum
venoso y el cavum arterioso durante la sistole atrial y previenen regurgitaciones de la sangre
dentro de las auriculas durante la sistole ventricular. En la base de ambas aortas estdn las

valvulas bicuspides, con las que cuenta también el el tronco pulmonar [55].
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- Miocardio: Existen diferencias considerables en la estructura y organizacién de las paredes
cardiacas de estos animales. La fina pared del seno venoso estd formada por fibras de tejido
conectivo y miocitos. Las paredes de las auriculas son también finas, pero poseen una mayor
cantidad de fibras musculares que la pared del seno venoso. En el ventriculo el tejido
miocardico esta organizado en tres capas: una fina capa longitudinal externa, una capa

intermedia mas fina y compacta y una capa interna trabeculada.

- Vasos sanguineos: Del ventriculo emergen tres arterias principales: la aorta derecha e
izquierda y el tronco pulmonar. Estas arterias y sus tributarias tienen unas finas paredes
musculares elasticas que facilitan la dinamica del flujo sanguineo [56]. El tronco pulmonar
esta orientado ventralmente y se bifurca en la arteria pulmonar derecha e izquierda con sus

prominentes esfinteres musculares (figuras 3y 4).

La aorta asciende dorsalmente y ligeramente a la derecha del tronco pulmonar. Su rama
derecha se arquea dorsalmente hacia ese lado continuando como arteria braquiocefdlica, la
cual aporta oxigeno a la cabeza, el cuello y las aletas delanteras. Se continla caudalmente
hasta unirse a la aorta izquierda [38]. La aorta izquierda se arquea dorsalmente hacia la
izquierda y discurre caudalmente por el cuerpo dando varias ramas viscerales a su paso
entre las que se incluyen: cdlica, gastrica, mesentérica superior, antes de unirse a la aorta

derecha y formar la aorta dorsal [38].
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Figura 3: Imagen del pulmon (1), corazdn (2), traquea (3), arteria pulmonar (4) y esfinter de la arteria pulmonar

(5) de un ejemplar de Caretta caretta durante su necropsia.

Figura 4: Arteria pulmonar de Caretta caretta en la que se diferencia dos porciones: su regidén proximal al

tronco pulmonar sin esfinter (1) y su region proximal al pulmén con esfinter (2).

2.4.2 Fisiologia cardiovascular:
El control del flujo sanguineo pulmonar y sistémico a través de mecanismos mediados por

derivaciones cumple un papel muy importante dentro de la funcién cardiopulmonar vy la
fisiologia del buceo en estas especies. Como ha sido descrito previamente, a diferencia del
sistema cardiopulmonar de los mamiferos, los flujos pulmonares y sistémicos de estas
especies no estan morfolégicamente separados en circuitos paralelos. El septo ventricular
incompleto y el esfinter muscular que presenta cada una de las arterias pulmonares
permiten diversificar los flujos (a través de derivaciones centrales) hacia los pulmones o

lejos de ellos.
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Algunos estudios consideran que la separacion entre el flujo pulmonar y el sistémico puede
estar mds desarrollada en Dermochelys coridcea debido a la presencia de un septo
ventricular mas fuerte, al igual que el esfinter de la arteria pulmonar, compuesto por un

mayor numero de fibras musculares en comparacién con el de Caretta caretta [53, 57].

Las derivaciones cardiacas, junto a los niveles basales metabdlicos y los patrones
intermitentes respiratorios de los reptiles, desempefian un papel muy importante durante el
buceo [58, 59]. Ademds, y como reafirmamos en la presente tesis, ayudan a minimizar la
absorcion de nitrégeno durante el buceo [12]. Hasta el momento no existen estudios que
hayan medido directamente el flujo sanguineo cardiaco en tortugas marinas, por lo que se
extrapola de otras especies de reptiles de los que tampoco existe mucha bibliografia
publicada.

En condiciones normales la sangre de la auricula derecha entra en el ventriculo y en su
mayoria fluye hacia las arterias pulmonares. La sangre que vuelve de los pulmones a la
auricula izquierda es dirigida a la circulacidn sistémica a través de la aorta. Las derivaciones
suponen una redireccidn de la sangre evitando los vasos pulmonares (derivaciones derecha-
izquierda, R-L) y existen las derivaciones izquierdas-derechas (L-R) que devuelven el sistema
a las condiciones iniciales. Durante las derivaciones derechas - izquierdas la sangre que
deberia fluir por el circuito pulmonar es redireccionada hacia el circuito sistémico. Este tipo
de derivacion se asocia a apneas mientras que las derivaciones izquierdas - derechas
suceden durante la ventilacion normal. Por lo tanto, las derivaciones son bidireccionales
[60]. El grado en el que sucede cada derivacion depende de un complejo nimero de
factores interrelacionados entre ellos como ventilacién, contractibilidad, resistencia vascular

(por ejemplo, la contraccion de los esfinteres pulmonares), precarga, postcarga.
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Figura 5: Flujo sanguineo entre el corazdn y los vasos principales. El diagrama ilustra el flujo sanguineo bajo
diferentes circunstancias. Las estructuras anatdmicas han sido simplificadas con el objeto de la demostracion.
El significado de las siglas es el siguiente: arteria pulmonar derecha (RPA), arteria pulmonar izquierda (LPA),
esfinter pulmonar (PS), aorta derecha (RA0), aorta izquierda (LAo), auricula derecha (RA), auricula izquierda
(LA), ventriculo (V), cavum arteriosum (CA), cavum venosum (CV), cavum pulmonale (CP). La base de la aorta
derecha (*) se ramifica inmediatamente en la base del corazén originando el tronco braquiocefélico (BCT) que
se curva caudalmente como continuacién de la aorta derecha. A- Sistole atrial: La sangre pobre en oxigeno
(azul) fluye de la auricula derecha al ventriculo a través del cavum venoso hasta el cavum pulmonale. La sangre
rica en oxigeno (rojo) fluye desde la auricula izquierda hasta el cavum arteriosum. B- Sistole ventricular:
representacion simplificada de las rutas que sigue el flujo sanguineo sin derivaciones y durante la ventilacion.
Cuando el ventriculo se contrae la sangre pobre en oxigeno fluye del cavum pulmonale al interior de las
arterias pulmonares. La sangre oxigenada fluye desde el cavum arteriosum hasta el cavum venosum y de ahi a
todo el cuerpo a través de la aorta derecha e izquierda. EL color magenta de la sangre que abandona el cavum
venosum representa cierto grado de mezcla de sangres (oxigenada y pobre en oxigeno) dentro del corazén. C-
Sistole ventricular con derivacion derecha- izquierda: durante la apnea o el buceo, el esfinter de la arteria
pulmonar se contrae, aumentando la resistencia vascular y favoreciendo la eyeccién hacia la circulacién
sistémica a través de la aorta. El color morado representa la saturacidn parcial de oxigeno de la sangre, que ira

agotandose a medida que se prolongue la inmersidn. (Sea Turtle Health and Rehabiltation 2017).
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Figura 6: Diagrama de la circulacion mayor arterial (A) y de la anatomia venosa (B) (Adaptada de la ilustracién
Wyneken 2001). El diagrama venoso se ha simplificado y no incluye algunos vasos largos como la vena 4cigos,
la vena hepatica izquierda o el drenaje completo mesentérico y de los vasos del bazo en la vena porta
hepatica. Las arterias representadas son las siguientes: braquial (Br), tronco braquicefélico (BCT), celiaca (Ce),
carétida comun (CC), costal (Co), digital (Di), aorta dorsal (DAo), esofagica (Es), iliaca externa (Exl), femoral
(Fe), gastrica (Ga), iliaca interna (Inl), aorta izquierda (LAo), pulmonar izquierda (LPa), marginocostal (Mc),
radial (Ra), renal (Re), aorta derecha (RAo), pulmonar derecha (RPa), isquidtica (Sc), mesentérica superior (SM)
y ulnar (Ul). Las venas y estructuras asociadas estan representadas como: abdominal (Ab), anterobraquial
(Ant), axilar (Ax), braquial (Bra), caudal (Ca), crural (Cr), braquial dorsal (DBra), epigéstrica (Epg), iliaca externa
(ExII), yugular externa (ExJ), femoral (Fem), porta hepdtica (HP), intercostal (Ic), braquial interna (IBra), yugular
interna (InJ), isquidtica (Is), precava izquierda (LPr), pulmonar izquierda (LPV), marginocostal (Mco), poplitea
(Pop), postcava (PsC o vena hepatica derecha), renal (Ren), porta renal (RP), auricula derecha (RA), precava
derecha (RPr), seno venoso (SV), subclavia (ScV) y abdominal transversa (Tab). (Sea Turtle Health and

Rehabiltation 2017).

El flujo pulmonar y las derivaciones cardiacas estan regulados de forma central via vagal
(sistema parasimpatico) inervando corazén, pulmon y arterias pulmonares [56]. Las vias
aferentes proceden de quimiorreceptores sensibles a las concentraciones de oxigeno que
estan situados en el arco adrtico y quimiorreceptores sensibles a las variaciones de CO; en

los pulmones [56].
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El tono vagal es elevado incluso en los reptiles en reposo. Cuando el tono vagal disminuye
aumenta la frecuencia cardiaca y se reduce la resistencia pulmonar, lo que reduce o revierte
la derivacidn derecha- izquierda y aumenta la concentracion arterial de oxigeno [56, 61, 62].
La frecuencia cardiaca y el flujo pulmonar aumentan generalmente inmediatamente
después de que la respiracién comience, lo que sugiere que el control mecanico central
mediado por un tono simpatico elevado es igualmente importante en la funcién
cardiovascular [21, 56, 57, 61, 63-65]. En la presente tesis exponemos preparaciones de
diferentes tejidos tanto arteriales como pulmonares para estudiar su respuesta frente a los
principales neurotransmisores que los coordinan, los efectos obtenidos por las
catecolaminas son importantes ya que la estimulacion simpatica (respuesta de lucha)
pueden tener una serie de efectos sobre las funciones cardiovasculares adaptativas durante

actividades tales como el buceo.

Basados en los estudios que miden el flujo pulmonar en tortugas de agua dulce se sabe que
durante ventilaciones normales existe una derivacion izquierda - derecha [57, 61]. Durante
el buceo o los periodos de apnea, la estimulacidn vagal deriva en bradicardia y un aumento
en la resistencia al flujo pulmonar, reduciéndose el flujo de eyeccion y causando una
derivacion derecha- izquierda, una respuesta ya tratada y conocida como “respuesta al
buceo”. Esta caracterizacidn se obtuvo en sus inicios de estudios que empleaban
inmersiones forzadas y que posteriormente se han contrastado en condiciones naturales
[58, 59]. Un estudio sobre las derivaciones cardiacas realizadas en Trachemys scripta mostro
que la derivacion derecha - izquierda solo ocurre cuando el animal estd sumergido en

situacion de reposo, no mientras estd nadando [66].

- Circulacion coronaria: No existen estudios especificos sobre ello en tortugas marinas. La
mayoria de la informacién disponible deriva de estudios en tortugas de agua dulce. De ellos
cabe destacar que el musculo esponjoso trabecular del corazén recibe sangre oxigenada a
medida que esta pasa por el ventriculo [67] (importante destacar que en necropsias en
animales con sindrome descompresivo muy severo encontramos burbujas en seno venoso).
Ademas,la derivaciéon cardiaca se sospecha que juegan un importante papel en la
oxigenacion del miocardio en Trachemys scripta, y podria suceder también en otras especies

[58].
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Respecto a las patologias referentes al sistema circulatorio es importante hablar del
sindrome descompresivo. Estos animales se consideraban en un riesgo muy bajo de sufrir
esta enfermedad [31] hasta la publicacion de estudios mds recientes [12] que han
demostrado que los animales que se quedan atrapados en las redes de pesca pueden sufrir
esta patologia. El diagnodstico se realiza teniendo en cuenta los signos clinicos, por medio de
pruebas de imagen, hallazgos patoldgicos y tras su resolucién por medio de una camara

hiperbarica, pero su etiologia se desconocia hasta la presente tesis.

2.5 SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso central (SNC) de las tortugas marinas esta formado linealmente por el
cerebro y la médula espinal. El sistema nervioso periférico (SNP) incluye todos los tejidos
nerviosos y estructuras asociadas que se encuentran fuera del SNC. Como en otros
vertebrados, los axones viajan juntos a través del SNC formando nervios y se convierten en

axones y terminaciones nerviosas en el SNP.

El SNP estd formado por pares de nervios que emergen de la médula espinal a través del
foramen intervertebral, como en otras especies la region dorsal estd compuesta de fibras
somadticas y viscerales que contiene fibras motoras también. La region ventral estd

compuesta por las fibras nerviosas motoras somaticas y viscerales.

Los nervios viscerales trabajan como parte del sistema nervioso auténomo (SNA) con sus
componentes simpdaticos y parasimpaticos. La estructura basica del SNA se compone de un
circuito formado por una fibra nerviosa preganglionar cuyo cuerpo celular esta dentro del
SNC y su axon realiza la sinapsis con el nervio periférico que inerva el tejido diana [68]. El
SNA de los reptiles difiere del de los mamiferos en que las fibras nerviosas viscerales
auténomas no segregan de forma automatica en las regiones “toraco lumbar” y “craneo-
sacral”. El SNA no estd muy bien descrito en tortugas marinas, ni en muchos reptiles, por lo

gue se extrapola de lo estudiado en lagartos.
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Las fibras simpdticas forman una cadena corta de ganglios bilaterales (tronco simpatico)
adyacente a la columna vertebral, con fibras postganglionares largas que llegan a las
visceras. Las fibras preganglionares craneales inervan corazén, pulmones y visceras
craneales mientras que las fibras mediales y caudales inervan el sistema digestivo, los vasos

sanguineos periféricos, bazo y sistema urogenital.

La estimulacién parasimpatica es colinérgica como en otros vertebrados y entre otras
acciones produce contraccién de las vias aéreas y disminuye la frecuencia cardiaca. La
inervacién vagal de los musculos viscerales, estomago y pulmones esta bajo control
adrenérgico inhibitorio. La inervacion vagal del corazén en los reptiles es de dos formas: via

fibras colinérgicas inhibitorias parasimpaticas y fibras adrenérgicas [69].

El SNA se clasifica basicamente en dos sistemas: el sistema nervioso parasimpdtico que tiene
a cargo los aspectos vegetativos de proteccién, conservacion y restauracion ya que por su
actividad regula la actividad cardiaca, favorece la digestién y absorcion y los procesos
anabdlicos. Y el sistema nervioso simpatico que tiene a cargo los mecanismos de

emergencia y la regulacién autonémica masiva.

Para estudiar la respuesta del esfinter de la arteria pulmonar a los diferentes
neurotransmisores es importante conocer los principales mediadores tanto del sistema

simpatico como parasimpatico.

Las neuronas del Sistema Nervioso Autonomo se pueden clasificar, de acuerdo con el

neurotransmisor liberado en la sinapsis, en:
1. Colinérgicas: Aquellas que liberan acetilcolina.

2. Noradrenérgicas: Aquellas que liberan noradrenalina.

2.6 SINDROME DESCOMPRESIVO

Hasta la fecha, esta enfermedad solo ha sido reportada en Caretta caretta capturadas

accidentalmente en el mediterraneo.
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En Dermochelys coriacea sin signos clinicos también se ha diagnosticado embolia gaseosa,
asi como en tortuga verde, ambas en el mediterraneo [54]. La investigacién en otras
regiones del planeta es de vital importancia para comprender todos los factores que pueden
influir en esta enfermedad, como tipo de pesca, profundidad, drea geografica, condiciones
ocednicas, especie y caracteristicas individuales. Esta patologia debe estar dentro de los
diagndsticos diferenciales de cualquier tortuga marina que haya sido capturada por redes de
pesca a profundidad y llevada a superficie de forma involuntaria. Hasta el momento, lo
comprobado es que no se requieren profundidades muy elevadas para desarrollar sindrome
descompresivo en estos animales puesto que hay casos reportados capturados a 10 metros

de profundidad.

El descubrimiento reciente de esta enfermedad sugiere numerosas preguntas sobre el
efecto de las capturas bajo el agua de estos animales y la necesidad de medidas para
mitigarlo. Por ejemplo, en los animales letdrgicos o inmdviles capturados por barcos de
pesca se recomienda dejarlos en una posicion inclinada con la cabeza hacia abajo
(presuponiendo que sufre un ahogamiento), pero este tratamiento si se trata de sindrome

descompresivo y no ahogamiento podria no favorecer sino empeorar el cuadro clinico.

2.6.1 Etiopatogenia:
Hasta la fecha el sindrome descompresivo solo ha sido estudiado en ejemplares de Caretta

caretta que han llegado al centro de recuperacion Arca del Mar tras haber sido capturados
en redes de arrastre y trasmallo a tan solo 10 metros de profundidad. La duracién de la
inmersién y la respuesta de lucha al quedar atrapadas son factores importantes, no solo la
profundidad. La influencia de otros factores ambientales como la temperatura del agua, la
temperatura del aire, la velocidad de subida de las redes o incluso factores individuales
(tamafio, condicidn corporal, estado sanitario, inmersiones previas, etc.) necesitan ser
estudiadas.

Los resultados obtenidos hasta ahora y los que se exponen en la presente tesis resultan
como producto de una importante colaboracion entre pescadores y personal encargado de

la rehabilitacion y conservacion de estas especies.
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2.6.2 Clinica:

Al igual que en el sindrome descompresivo humano [11] pueden pasar varias horas hasta
mostrar signos clinicos. Algunas tortugas parecen normales cuando son capturadas y
posteriormente desarrollan signos clinicos hasta incluso la muerte, que sucede en casos
moderados en las siguientes 48- 72 horas si no son tratadas. Entre los signos clinico se
incluyen la hiperactividad, la falta de respuesta a estimulos, extension prolongada del cuello
y apertura de la boca (sugestiva de disnea), las aletas posteriores estan de forma persistente

recogidas hacia el cuerpo, paresia e incluso paralisis.

Estos animales muestran tres tipos diferentes de comportamiento inicialmente o en los
minutos en que llegan a superficie: algunos estan aparentemente normales, otros estan
hiperexcitados con signos neurolégicos y otros estan en estado comatoso. Se han descrito
varios estados de embolia gaseosa asociados a estos tres estados iniciales, ya que la
severidad de la embolia gaseosa no tiene por qué ser aparente inmediatamente. En general
existe una progresion de animales activos a estuporosos en aquellos que presentan un
cuadro de embolia gaseosa desde moderada a severa. En la mayoria de casos las tortugas
estan afectadas por otras lesiones derivadas de la captura, incluyendo ahogamiento (con y
sin neumonia por aspiracion), hipoxia, acidosis, alteraciones electroliticas y miopatias
debidas al sobreesfuerzo. Los hallazgos clinicos muestran el grado de embolia gaseosa, su
posible localizacion y severidad. Los casos leves son asintomaticos mientras que los casos
con embolia gaseosa mas extendida muestran un grado de sindrome descompresivo que se
caracteriza por severos signos neurolégicos como extension crénica cervical y apertura de
boca, retraccidn de las aletas, pardlisis espinal, disnea, pérdida de nocicepcién y sensibilidad
superficial hasta incluso paralisis completa. Horas después de la captura pueden presentar
flotabilidad positiva y natacidn erratica, cuando los animales no son tratados y se les mete

en el agua.
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2.6.3 Diagnostico:

El diagndstico clinico del sindrome descompresivo en estas especies se basa en su historia
clinica (tipo de arte de pesca, duracién, condiciones iniciales y progresion clinica), en los
signos clinicos observables y en pruebas diagndsticas complementarias.

La evaluacién del sistema respiratorio es un aspecto critico. Muchos de los animales varados
son encontrados en la superficie, con un riesgo asociado a haber aspirado agua, esta
confirmacion es un paso clave en su posterior tratamiento. Como ya hemos comentado
antes, la frecuencia respiratoria en estas especies puede variar. La respuesta mas normal
cuando se realiza una exploraciéon fisica es que el animal intente escapar con su
correspondiente aumento de la frecuencia respiratoria. En algunos de los casos de
enfermedad descompresiva en animales capturados por redes de pesca los pescadores
reportaron frecuencias respiratorias elevadas y animales que, incluso estando solos en la
caja de transporte, estaban en continuo movimiento. Esto probablemente se deba al dolor

derivado de las lesiones que produce la enfermedad descompresiva.

Entre estas pruebas complementarias son de fundamental utilidad las pruebas de imagen

como la radiografia y la ecografia para valorar la severidad de la embolia gaseosa.

El estudio radiografico es el método semicuantitativo mds simple de diagndstico por imagen
y a su vez el mas util para evaluar el grado de embolia gaseosa y establecer el grado de
enfermedad. El gas intravascular se observa como imagen radiollcida dentro de los vasos y

del corazon.

En los casos severos los pulmones estan colapsados de forma severa y se observa una
evidente reduccion del campo pulmonar y un aumento de la opacidad de los mismos. En
casos leves de embolia gaseosa la proyeccién laterolateral es la mas sensible para detectar
el gas en la zona de proyeccién renal (figura 8). En los casos leves el gas se localiza de forma
primaria en los vasos renales y se observa mejor en la proyeccion laterolateral. Los vasos
iliacos externos se ven afectados en casos mds graves y se observan mediante radiografia a
través de la proyeccion dorsoventral. En esos casos es posible detectar gas dentro de los
vasos marginales del higado. En los casos mas severos el gas se ha diseminado y podemos

localizarlo en precavas, postcavas, venas hepaticas y camaras cardiacas.
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Figura 7: Radiografias dorso ventrales de diferentes ejemplares de Caretta caretta. Imagen normal (1),

neumonia (2), sindrome descompresivo (3).

Figura 8: Radiografias laterolaterales de un ejemplar de Caretta caretta con embolia gaseosa leve (1) y severa

(2), el gas esta sefialado dentro de un circulo y con una flecha respectivamente.

El diagndstico ecografico es el método mds sensible para determinar la presencia de
burbujas de gas incluso en casos leves de embolia gaseosa. Los rifiones y sus vasos son las
estructuras diana donde localizar estas burbujas. Estas burbujas son visibles como puntos
hiperecogénicos con artefactos asociados comiUnmente denominados como “colas de
cometa” (figuras 9 y 10). Ademas, durante el estudio ecocardiografico los casos leves-

moderados muestran burbujas de gas en las camaras cardiacas y en los principales vasos,
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especialmente en el atrio derecho (figuras 11 y 12). En casos de embolia gaseosa moderada
la acumulacién del gas es claramente visible por medio de la ecografia renal y los vasos
asociados, en ambos atrios y en el higado. El estudio ecogréafico es menos util en los casos
severos puesto que la presencia de gas es en tal cantidad que dificulta la realizacién de la

prueba y la correcta visualizacion de los tejidos.

Figura 9: Imagen ecografica vascular en Caretta caretta en la que se distingue el gas intravascular
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Figura 10: Imagen ecografica renal en Caretta caretta en la que se distingue el gas intravascular (regiones

hiperecogénicas) con sus caracteristicos artefactos en “colas de cometa”.

Figura 11: Imagen ecogréfica cardiaca en Caretta caretta en la que se distingue el gas dentro de las diferentes

camara
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Figura 12: Imagen procedente de una necropsia de un ejemplar de Caretta caretta con embolia gaseosa. En

ambas imagenes se diferencia el gas dentro de las camaras cardiacas. Auriculas (1), ventriculo (2) y seno

venoso (3).

El criterio para categorizar la embolia gaseosa se establece en leve, moderado y severo

segun los hallazgos radiograficos (tabla 2). Los signos clinicos del sindrome descompresivo

se asocian con grados de moderados a severos de embolia gaseosa.

Severidad (embolia

gaseosa)

Criterio

Leve

Moderado

Severo

Pequefia cantidad de gas en la zona de proyeccion renal. Identificable por
ecografia o en la proyeccién radiografica L-L. en algunos casos se puede

detectar gas intrarrenal en la proyeccién DV.

Importante presencia de gas en la region renal, claramente identificable por
ecografia, proyeccion L-L y DV. Se observa también la presencia de gas en
vasos celémicos periféricos y en el higado (proyecciéon DV). Por medio de la
ecografia se observa abundante cantidad de gas en los vasos renales,
parénquima renal y cdmaras cardiacas.

Abundante gas facilmente visible en rifién, higado, vasos sistémicos
principales y camaras cardiacas (incluso en proyeccion DV) El campo
pulmonar no es visible en la proyeccién DV debido al abundante contenido en
gas de los vasos y el higado. No se puede realizar ecografia ya que el gas

interfiere.

Tabla 2: Criterios para categorizar el embolismo gaseoso en animales vivos o recién muertos en base a la

cantidad y distribucidn del gas encontrado en las pruebas de imagen realizadas.
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Otro método para evaluar el sistema respiratorio es aquel que estudia la funcionalidad
pulmonar, donde destaca la espirometria. Existen muy pocos estudios de este tipo en
tortugas marinas y la mayoria de ellos en trabajos de investigaciéon sobre su fisiologia
respiratoria. Esta técnica puede ser potencialmente Uutil en el diagnostico de esta

enfermedad en centros que no dispongan de radiografia o ecografia.

La tomografia axial computerizada (TAC) es el método de eleccién ya que localiza y
cuantifica el gas con mayor precision en comparacion con los métodos descritos
anteriormente, pero es muy poco accesible a la mayoria de centros de recuperacion y
requiere de anestesia o sedacidn, que en animales comatosos no seria lo indicado. Las
figuras 13 y 14 muestran algunos ejemplos. La resonancia magnética también ofrece un
potencial adicional para evaluar el dafo tisular y las lesiones crénicas en animales que
sobrevivan a un caso de embolia gaseosa. Las alteraciones anatémicas, falta de
circulaciéon/perfusion de los tejidos o incluso la actividad metabdlica puede aportar

informacidn sobre la magnitud y alcance del dafo.

Figura 13: Imagen realizada por tomografia axial computerizada de la regién celémica craneal de Caretta
caretta. En la imagen se distinguen los pulmones, imagen normal. La imagen de la derecha pertenece a un
animal con embolia gaseosa en el que se distingue el gas dentro de las cdmaras cardiacas y principales vasos,

asi como se observa una marcada reducciéon del campo pulmonar.
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Figura 14: Imagen realizada por tomografia axial computerizada. Corte longitudinal de un ejemplar completo
de la especie Caretta caretta. En la imagen se distinguen distintas localizaciones con gas proximas a la médula

espinal y sistema nervioso central (flechas amarillas).

Ademds, en estos animales podemos tomar muestras de sangre a través del seno cervical

dorsal, principalmente, como se observa en la Figura 15.

Figura 15: Ejemplar de Caretta caretta en el que se visualiza la embolia gaseosa durante la extracciéon de

sangre del seno cervical dorsal.
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Con estas muestras podemos realizar hemogramas en los que evaluar pardmetros como el
hematocrito, la hemoglobina y pruebas bioquimicas con las que conocer el estado y
funcionamiento general de diversos érganos como el higado o los rifiones. Las analiticas
sanguineas también presentan modificaciones derivados de la alteracién producida por las
burbujas, la obstruccién vascular y hemorragia. Siendo éstas incluso visibles en casos muy

severos al realizar la toma de muestra (Figura 15).

Como se ha descrito en humanos, los efectos secundarios incluyen dafio endotelial,
extravasacion plasmatica, y hemoconcentracion [11]. Las alteraciones bioquimicas mas
caracteristicas observadas incluyen desde un aumento de moderado a severo del acido
urico, alteraciones electroliticas (fundamentalmente hiponatremia e hiperkalemia). Niveles
elevados de creatin quinasa (CK) y una leve elevacién de la enzima lactato deshidrogenasa
(estas dos ultimas se observan los dias posteriores a la captura). Aun asi es dificil discernir
qué alteraciones se deben a la embolia gaseosa de aquellas lesiones derivadas de la captura

y la inmersién forzada.

Diagndstico post mortem:

El diagndstico veraz post mortem es complicado si se desconoce una historia de
enfermedad descompresiva previa. El gas difunde rapidamente a los vasos durante la
diseccién y las bacterias también pueden producirlo postmortem. Por ello, la sospecha de
enfermedad descompresiva en animales que no estén en estado de descomposicién ha de
basarse en la presencia de gas intravascular (distribuido en los lugares indicados en los
ejemplares vivos) en combinacion con la evidencia de isquemia, congestion o hemorragias y

tras excluir otras causas de muerte.

60



Figura 16: Gas intravascular en diferentes localizaciones en un ejemplar de Caretta caretta.

Durante la necropsia de estos casos debemos tener en cuenta ciertas consideraciones
especiales para no perder acimulos de gas patoldgicos en los diferentes tejidos. Como es
sabido, las burbujas de gas se pueden crear como artefacto durante la diseccién o como

producto de descomposicién de las bacterias.
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Es altamente recomendado realizar radiografias o escaner de los animales con sospecha
antes de realizar la necropsia. La composiciéon de los gases que se observan durante la
necropsia se pueden analizar siguiendo protocolos ya descritos [47]. Es dificil detectar
grados leves de embolia gaseosa durante la necropsia. Las zonas donde mejor se localiza

este gas durante la necropsia son: atrios, seno venoso, vasos mesentéricos y vasos renales.

En los casos severos el gas distiende casi todas las estructuras vasculares, pero aun asi se
localiza mejor en el abdomen medio en los vasos mesentéricos, gastricos, pancreaticos,
hepaticos y renales asi como en la postcava y en el resto de vasos principales. En estos
casos, las camaras cardiacas y los vasos, especialmente la auricula derecha y el seno venoso,
estan muy distendidas por el gas, de tal modo que es hasta reconocible en los vasos

coronarios.

En los casos muy severos el bazo esta distendido por el gas. Macroscépicamente los rifiones
pueden presentar &dreas multifocales enrojecidas con una marcada congestién y/o
hemorragia. Otro hallazgo son lesiones congestivas segmentarias en la mucosa intestinal.
Los pulmones de algunos animales estan parcialmente colapsados, existiendo enfisema en

sus regiones craneales.
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Figura 17: Hallazgos de gas intravascular durante la necropsia de un ejemplar de Caretta caretta en diferentes

localizaciones: postcava (1), seno venoso (2), vasos renales (3), vasos mesentéricos (4).
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Entre los hallazgos histopatolégicos podemos destacar desde moderada a severa congestion
multisistémica con presencia intravascular de burbujas en multiples 6rganos como los
pulmones, higado, rifidn y corazén. También se puede visualizar edema perivascular y
hemorragia en los diferentes tejidos. Otros hallazgos histolégicos no especificos también
son compatibles, tales como necrosis miocardica multifocal aguda, degeneracién vacuolar,

edema pulmonar, degeneracion hepatocelular microvacuolar difusa, edema sinusoidal, etc.

2.6.4 Tratamiento y prondéstico:
2.6.4.1 Tratamiento:
No existen opciones de tratamiento efectivo en el barco cuando son capturadas. En los
animales con embolia gaseosa de media a severa el Unico tratamiento efectivo es la
recompresion bajo terapia rica de oxigeno a elevada presion dentro de una cdmara
hiperbarica. De hecho, la respuesta al tratamiento es la Unica forma de conformar el
diagndstico de sindrome descompresivo ya que desaparecen todos los signos clinicos y se
produce la eliminacién del gas. Debido a la gravedad de esta patologia ha de ser tratada lo
antes posible para maximizar las posibilidades de supervivencia y minimizar el dafio tisular
producido por la embolia gaseosa dentro de drganos vitales como rifiones, corazén o

sistema nervioso central.

Previo al tratamiento hiperbarico se recomienda administrar un tratamiento de shock que
dependerd de la severidad de los signos clinicos. Entre ellos estd la administracion
intravenosa de fluidos, estimulantes respiratorios, analgésicos o suplementacion
respiratoria de oxigeno. En los estados comatosos es importante permeabilizar la via

respiratoria a través de un tubo endotraqueal.

Las camaras hiperbaricas que existen hasta la actualidad no permiten la ventilacién
mecanica del paciente dentro de la camara, por lo que el punto para iniciar el tratamiento
es cuando el animal ventila por si mismo. En un futuro si los animales pueden ser tratados

en cdmaras en las que puedan ser ventilados mecdnicamente los resultados seran mejores.
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Figura 18:.Cadmara hiperbarica del centro de recuperacion Arca del Mar (Oceanografic, Valencia) empleada en

el tratamiento de tortugas marinas con enfermedad descompresiva.

La mayoria de tratamientos hiperbaricos en medicina humana son de 5 horas y la maxima
presion que alcanzan es de 1,8 atm relativas (2,8 atm) [11]. En ellas los gases terapéuticos se
alternan entre oxigeno puro y aire atmosférico. Ademads, se pueden modificar las presiones
durante el tratamiento y los porcentajes de los gases dentro de la cdmara segun el criterio
del médico especialista. Al inicio los protocolos propuestos en medicina humana dieron
buenos resultados al tratar tortugas marinas, pero en algunos pacientes quedaban restos de
gas intravascular que no habia sido eliminado tras 5 horas de tratamiento. Por esto se
decididé revisar los protocolos y ajustarlos a las necesidades de estos nuevos pacientes
basandonos en sus caracteristicas anatomicas y fisioldgicas. Una de las primeras medidas
fue prolongar el tiempo del tratamiento, establecido actualmente en unas 14-16 horas. De
esta forma permite una completa resolucion de la embolia gaseosa. Ademads, y en contra de
los protocolos de humana, el gas empleado con tortugas marinas es oxigeno puro. Seria
ideal alternar fases de oxigeno puro con ciclos de aire atmosférico, pero hasta el momento
no hay ninguna cdmara capaz de realizarlo que se utilice para el tratamiento de estas
especies. Durante las dos primeras horas se mantiene una presion de 1,8 atm relativas que
comenzara a disminuir gradualmente durante las siguientes 4 horas hasta llegar a 0,9 atm
relativas, donde la presién se mantiene estable durante las siguientes 6 horas. La presion se

reduce gradualmente hasta 0 atm relativas durante las dos ultimas horas.
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Es esencial observar la respiracién de los animales durante el procedimiento, ya que la

apnea unida a una rdpida descompresién puede degenerar en barotrauma.

2.6.4.2 Prondstico:
Las tasas de supervivencia dependen de la severidad de los signos clinicos a su llegada, la
cantidad total de gas y sus localizaciones, el tiempo en la cdmara hiperbarica y la evidencia o
no de neumonia por aspiraciéon. Si no existen mdas complicaciones asociadas (tales como
ahogamiento, trauma, enfermedades anteriores, etc.) los casos leves sobreviven incluso
aunque no se aplique tratamiento médico. Las pequefias cantidades de gas en la zona de
proyeccion renal son reabsorbidas en las siguientes 24 a 48 horas. Los casos moderados y
severos generalmente mueren si no reciben tratamiento hiperbarico de oxigeno. En los
casos con embolia gaseosa moderada las tortugas muestran inicialmente un
comportamiento hiperactivo durante las primeras horas tras la captura, pero mueren en las
48- 72 horas posteriores si no son tratadas. Los casos severos normalmente mueren en las
primeras 6-12 horas tras alcanzar la superficie, normalmente durante el transporte al centro
de recuperacion. El tiempo hasta recibir el tratamiento hiperbarico es un factor limitante en
la supervivencia de estos animales. Ademas de la supervivencia inicial, no se conoce mucho
como pueden afectar las lesiones crénicas ni existen estudios a dia de hoy en estas especies.
Aun asi se han observado lesiones histopatoldgicas en corazoén, rifidn y sistema nervioso

central.

En el caso de tortugas marinas que han sufrido sindrome descompresivo cabe sefialar que el
estudio de la mortalidad tras su recuperaciéon y liberacién es muy complicado. El
seguimiento via satélite de estos individuos resulta la manera actual validada que parece
mas eficaz, pero es muy cara, el nimero de muestras es limitado y la interpretacién de los

datos no es en absoluto sencilla.

2.6.5 Prevencion:
Ninguna medida para mitigar la captura accidental es 100% efectiva. Pero es importante

que los pescadores trabajen de nuestro lado y sepan manejar y transportar estos animales

hasta el centro de recuperacion mas cercano de forma rapida y eficaz.
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Ademas, de todos lo expuesto se comprende que la supervivencia de estas especies cuando
se quedan atrapadas bajo el agua esté comprometida. En el capitulo de interaccién
pesquera desarrollaremos mas este punto, pero como dato, en Estados Unidos la

interaccion pesquera se considera la causa principal de muerte de estas especies.
Finalmente, es un objetivo mundial reducir la muerte de estos animales debido a la

interaccion pesquera. Para ellos debemos conocer perfectamente cémo el estrés producido

por esta interaccion puede llegar a matar a estas especies.

67






CAPITULO 3
INTERACCION PESQUERA
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La captura accidental por artes de pesca es una de las mayores amenazas para la poblacion
mundial de tortugas marinas [70-74]. A pesar de que los efectos globales son dificiles de
cuantificar, algunos sistemas de pesca han mostrado efectos significativos sobre ciertas
poblaciones concretas. Entre los ejemplos cabe destacar los sistemas de palangre de
superficie en el mediterraneo, la pesca artesanal en Baja California y Oriente Asiatico o los
sistemas de arrastre en el pacifico oriental [72, 74]. Entre 1990 y 2007 se estimd una captura
accidental de 346.500 ejemplares al afio con una mortalidad anual estimada de 71.000
animales [73]. Ademas, estas especies ya no son capturadas de forma intencionada para

consumo.

Dependiendo del tipo de arte de pesca e interaccion estos animales pueden o no sobrevivir.
Nos encontramos con casos que mueren inmediatamente o tras un periodo muy breve post
captura (por ejemplo, por ahogamiento o desangradas debido a la perforacién de un gran
vaso por un anzuelo) o animales que mueren semanas o incluso meses después de la
captura (infecciones generalizadas, alteraciones en la flotabilidad, lesiones
musculoesqueléticas crdnicas). El destino de estos animales depende no solo de los
métodos de pesca sino también del manejo posterior que se realice con ellos. En ocasiones
el desenlace de la interacciéon también depende de factores externos como condiciones
medioambientales, opciones de tratamiento veterinario o de la presencia y densidad de
depredadores en la zona.
Las capturas accidentales se producen tanto con barcos comerciales, sistemas de pesca
artesanal y barcos de recreo. Estos animales pueden interaccionar con los sistemas de pesca
de cinco formas diferentes (que no son exclusivas mutuamente):

- Atrapadas

- Enredadas

- Inmersién forzada

- Durante el esfuerzo por escapar a través de los sistemas de exclusién

- Trauma directo

Los principales efectos derivados de esta interaccion incluyen: lesiones fisicas, ahogamiento,
trastornos metabdlicos, sindrome descompresivo y lesiones musculares debidas a la

extenuacion.
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Entre los impactos producidos sobre estas especies como consecuencia de la interaccion
pesquera nos centraremos en el sindrome descompresivo reportado en animales

capturados en el mediterraneo.

Los ecosistemas marinos estan afectados mundialmente por la accién antropogénica y, de
todos los factores de impacto que sufren, la pesca es una de las causas mas importantes de
la reduccién de muchas poblaciones de animales marinos en todo el mundo, junto con el
cambio climatico [75, 76]. Pero sus efectos se extienden mas alld de las especies
comerciales, por lo que la pesca ha causado también la reduccion de poblaciones de
especies no objetivo o sin interés comercial [77, 78] la captura de las cuales en muchos
casos incluso puede causar grandes molestias a los mismos pescadores. Son las llamadas
capturas accidentales [79], debidas sobre todo a las caracteristicas de muchos artes de
pesca, que al ser poco selectivos pueden llegar a pescar cualquier otra especie que

comparta habitat y alimento con las especies comerciales objetivo de la pesqueria.

En este sentido, los grandes vertebrados marinos son unos de los grupos mas afectados por
la interaccion con la pesca y las capturas accidentales son, a menudo, la amenaza mas grave
para su conservacion [71, 80, 81]. Asi, gran cantidad de especies de mamiferos marinos,
elasmobranquios, aves marinas y tortugas marinas son capturadas accidentalmente en todo
el mundo, y como consecuencia sus poblaciones se han visto drasticamente reducidas [73,

74].

Ademas, las capturas accidentales pueden conllevar consecuencias negativas no sdélo para la
biodiversidad, sino también para el ecosistema, ya que pueden afectar a la dindmica tréfica
de los sistemas marinos. Por este motivo, en los ultimos afios, la investigacion y estudios
sobre capturas accidentales de grandes vertebrados marinos ha aumentado
exponencialmente [82], contribuyendo a una mejora del conocimiento en cuanto a las
especies mas afectadas y la magnitud relativa de la captura accidental en gran escala [71,

73].

En el caso de las tortugas marinas estas se ven afectadas por una variedad de factores

diferentes, algunos naturales y otros causados por actividades humanas, incluidas las
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operaciones de pesca. Las tortugas marinas son particularmente vulnerables a la captura
accidental debido, precisamente, a su caracter migratorio: pudiendo llegar a recorrer hasta
1.000 km de distancia [83], y en sus caracteristicas bioldgicas: maduracion sexual en edades
avanzadas, vida larga y bajo rendimiento reproductivo, es decir, poseen unos ciclos vitales
realmente complejos y dilatados en el tiempo [53]. Por este motivo, practicamente todas las
especies de tortugas marinas se encuentran actualmente amenazadas y, aunque en algunas
zonas hay poblaciones consideradas estables, mayoritariamente todavia hay muchas
poblaciones en todo el mundo que sufren una elevada mortalidad generada por la pesca
accidental o la explotacidn directa [73, 74, 82, 84, 85], por lo que se han visto gravemente
reducidas e, incluso, algunas especies estan consideradas en peligro critico de extincidn

[71].

Las tortugas marinas pasan la mayoria de su tiempo a profundidades de unos 40 metros
[86], lo que sugiere que las interacciones sucedan con mayor incidencia en aguas

superficiales hasta 40 metros y menos probable a mayor profundidad.

La temperatura también parece jugar un papel importante ya que aumenta el metabolismo
de estas especies, donde se ha observado una mayor interacciéon. Aumentando también su
frecuencia de interacciones. Del modo contrario en invierno estan mas inactivas [30, 87] y
es mas limitada su capacidad de evadirse de las redes como las de arrastre [12, 31, 88] lo

gue aumenta su incidencia.

La agregacion estacional, los puntos calientes o areas de fidelidad corresponden con usos
bioldgicos y ecoldgicos de esas regiones por estas especies [89], esto ayuda a predecir dreas
de riesgo e identificar localizaciones especialmente importantes para las poblaciones de

estos animales.

El numero total de tortugas marinas capturadas globalmente [71, 73, 74] y el porcentaje
exacto de muertes asociadas [31] aun no estdn claros debido principalmente a la falta de
informacion estricta sobre la cantidad total de embarcaciones (especialmente sobre
embarcaciones de pequefia escala)[73, 74] y el complejo seguimiento de los animales

capturados vivos que son devueltos directamente al mar [71]. De 1990 a 2008, se
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reportaron 85.000 tortugas capturadas accidentalmente en todo el mundo, pero se estima

que la verdadera captura total de tortugas es al menos dos veces mayor [73, 74].

En el Mediterraneo occidental, se han reportado altos niveles de captura accidental de
tortugas marinas [90]. La mayoria de las tortugas capturadas son de la especie Caretta
caretta. Solo en la cuenca del Mediterraneo, se captura un minimo estimado de 132.000
tortugas por afio, de las cuales un minimo de 44.000 finalizan con la muerte de los animales
[91, 92]. Pero, precisamente en las estimaciones de la mortalidad posterior a la captura
existe una gran brecha de conocimiento [93, 94], siendo estos datos esenciales para
comprender mejor el impacto real que los actuales sistemas de pesca pueden estar
teniendo sobre las poblaciones de tortugas y para obtener informacidn directamente mas

util para la proteccién de estas poblaciones [71].

La presente tesis revela una nueva condicion que puede comprometer la supervivencia
posterior a la liberacién de individuos capturados accidentalmente si estos animales no

reciben asistencia veterinaria.

En el caso del mediterraneo la plataforma continental es muy amplia y las tortugas marinas
son altamente vulnerables a los arrastreros de fondo que operan en la plataforma
continental [95-97] porque alli se encuentran la mayor parte del tiempo cuando estan en la
plataforma [96, 98]. Esto es particularmente frecuente en invierno y principios de
primavera, cuando la temperatura del mar es mas baja y es mas dificil para las tortugas
evitar las redes de arrastreros de fondo, ya que descansan en un estado latente en el fondo
marino y mantienen los costos energéticos al minimo [30, 87]. Ademas, las dreas con menos
de 50 m de profundidad estan cerradas a los arrastreros de fondo en la mayor parte de
Espafia (DOGC 2000, 2006). Se han sugerido varias propuestas para tratar este problema de
conservacién, como los cierres estacionales o el cierre a la pesca de arrastre de fondo en las
areas con mayor abundancia de tortugas marinas. La presente tesis pretende aportar
nuevos datos sobre las enfermedades derivadas de la interaccidon pesquera con el fin de
buscar medidas que favorezcan una pesca aun mas sostenible.

Los artes de pesca mas implicados en la captura accidental de tortugas bobas en la zona

mediterranea son los palangres a la deriva y los arrastreros de fondo [99-102]. Los palangres

74



se despliegan principalmente en el dmbito ocednico, mientras que las redes de fondo
operan en la plataforma continental y la pendiente. Estudios previos han demostrado que
una gran parte de las tortugas marinas bobas inmaduras halladas frente a la costa este de la
peninsula usaban extensamente la plataforma continental y exhibian una fuerte fidelidad a
algunas areas de alimentacién neriticas donde estaban expuestas a capturas incidentales en
artes de pesca neriticas [103]. Por lo tanto, la captura incidental por arrastreros de fondo es
un problema a considerar en la costa mediterrdnea espafiola para la conservacién de
poblaciones de tortugas bobas [91, 102, 103] el drea entre Cataluiia y la region de Valencia,
el Delta del Ebro - provincia de Castelldn, tiene la plataforma continental mas ancha de la
costa mediterranea espafiola, y es un punto de acceso particular de captura accidental de
tortugas, donde la pesca de arrastre de fondo es la pesca mayoritaria [102]. Hasta la
actualidad se consideraba que las tortugas enredadas en estos tipos de artes de pesca
pueden ahogarse y sufrir lesiones graves de tipo constrictivo en sus aletas debido a las
lineas o cuerdas. El presente trabajo plantea una relacién directa de este tipo de pesca con

la fisiopatologia de la enfermedad descompresiva en estas especies.

En el caso de los sistemas de arrastre se trata de un sistema por el que las redes son
arrastradas y empujadas por los buques para capturar diferentes especies marinas (con fin
comercial). Las redes se despliegan a lo largo del fondo marino o en columna en funcién de
la especie que se desea pescar. Estos barcos estan equipados con una red en forma de cono
con un cuerpo principal formado por un nimero variable de puertas (normalmente dos o
cuatro) que mantienen la red abierta (figura 19). Un mismo barco puede remolcar una red o
dos arrastres en paralelos desde la popa o desde los estabilizadores (FAO 2001c). Por lo

general el tamafio de la maya de la red disminuye gradualmente desde el vértice mas distal.
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Figura 19: Embarcacion de pesca de arrastre.

A pesar de ello existen muchas variaciones entre paises e incluso regiones, pero la funcién
es esencialmente igual. Las tortugas marinas normalmente se quedan atrapadas en las
redes mientras se alimentan o cuando descansan en el fondo. De esta interaccidn
encontramos patologias consecuentes como ahogamientos, alteraciones fisioldgicas por el
intento de escaparse y sindrome descompresivo que deriva en muchos casos en muerte.
Ademds, pueden lesionarse o asfixiarse por la compresion que sufren en algunos casos.
Estos animales pueden aparecer vivos, muertos o en diferentes estados comatosos al

sacarlas de las redes de pesca.

Como con otros sistemas de pesca, la frecuencia de las capturas depende de la intensidad
de pesca en la zona y la densidad de animales en esa regidn. Para estimar este dato se
tienen en cuenta diferentes parametros como la profundidad de la red, temperatura del

aguay las recapturas.

Como resefia, en un estudio de campo en el que se examind la supervivencia de las tortugas
marinas capturadas por redes de arrastre se observé una correlacion directa entre el tiempo
de arrastre y la mortalidad de estos animales. Se han observado ademds, porcentajes

mayores de muerte tras periodos largos de inmersion.
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Ademas de provocar estrés, alteraciones comportamentales y alteraciones fisioldgicas que

son exacerbadas a medida que se prolonga la inmersion [13, 104-106].

Hasta el presente estudio la principal causa de la muerte era el ahogamiento. Pero el
estudio de los mecanismos que previenen a estos animales de sufrir embolia gaseosas, asi
como la respuesta del esfinter de la arteria pulmonar a diferentes neurotransmisores nos
ayudara a entender mejor cdmo se desencadena esta patologia cuando el animal se

enfrenta a un estimulo estresante como es la captura accidental en redes de pesca.

La reduccion de las capturas accidentales representa uno de los problemas de conservacion
de mas dificil solucidn para las especies de megafauna con ciclos biolégicos complejos, de
vida larga y que necesariamente deben realizar largos viajes para desplazarse de sus dreas
de reproduccién hasta las dreas de alimentacién, y a la inversa [72, 80]. La longitud de sus
desplazamientos y su gran longevidad, hacen que incluso un riesgo de captura
relativamente bajo pueda tener un efecto acumulado importante sobre estas especies.
Ademas, sus viajes implican territorios con distintas jurisdicciones, por lo que para la
aplicaciéon de medidas de gestidon adecuadas exige la accidn internacional, la cooperacion
entre paises y, en algunos casos, la necesidad de instrumentos politicos a gran escala para
hacer frente. Por tanto, el desarrollo de estrategias eficaces de reduccion de la captura
accidental es un reto ambiental complejo, que incluye componentes cientificos,

socioculturales y socioecondmicos [82].

Las estrategias para reducir la captura accidental se pueden desarrollar de diferentes
formas y dependen del tipo de pesca, las caracteristicas de las especies capturadas, la
colaboracidn de los pescadores y la eficacia de los diferentes organismos gubernamentales.
Entre las medidas propuestas destacan los sistemas de exclusién de tortugas marinas

(TEDs) y las medidas sensoriales como sistema de exclusion:

- Los sistemas TEDs (figura 20) se desarrollaron durante 1980 en Estados Unidos en
colaboracion con el servicio Nacional de embarcaciones pesqueras con el fin de reducir la
pesca accidental de tortugas marinas. Existen diferentes tamafios y formas de estos

dispositivos, pero todos funcionan de forma similar. Se trata de una puerta de escape
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situada en el cuello de la red que fuerza a las tortugas a escapar por ella y permitir que el
pescado continle a través del canal hasta el fondo de la red siendo las pérdidas minimas.
Inicialmente el uso de dispositivos TEDs fue obligatorio de forma estacional en todas las
embarcaciones de arrastre durante 1987. En 1994 se afiadid estos dispositivos a otros
sistemas de pesca. A pesar de reducirse el nimero de interacciones también se observé que
el disefio de los dispositivos era muy pequeiio para permitir la exclusién de tortugas de la
especie Caretta caretta y verde [107]. A partir de ahi se establecieron nuevas normas en el
disefio de estos dispositivos que comenzaron a emplearse en 2003 [73]. El uso de de TEDs
en redes de arrastre en Estados unidos ha reducido de forma muy significativa el nimero de
capturas reportadas [73]. De ello que se esté fomentado el uso de estos dispositivos fuera
de Estados unidos, pero requiere no solo de su instalacion sino de su correcto seguimiento,

verificacion de buen funcionamiento, etc.
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Figura 20: Representacion de los sistemas de exclusion de tortugas marinas (TEDs) en redes de arrastre.

- Las medidas sensoriales proponen centrarse en el estudio de las diferencias
respecto a la visién entre las tortugas marinas y las especies de peces que se desean
capturar [108]. Desafortunadamente estas caracteristicas coinciden en muchas ocasiones y

hasta el momento no se ha descubierto un estimulo particularmente atractivo para los
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peces que no afecte a las tortugas marinas. Un ejemplo de ello son los rayos ultravioletas,
detectables por las tortugas marinas pero no por algunas especies de peces. En un estudio
realizado en Baja California, México, se utilizé este sistema, empleando barcos iluminados y
barcos no iluminados. Las redes iluminadas con rayos ultravioletas a través de LEDs
capturaron un 40% menos de tortugas pero suponia un efecto dafiino en las especies de
peces [109]. Estas estrategias necesitan aun un estudio mas profundo y detallado hasta

encontrar un sistema valido.

- Otra medida propuesta y llevada a cabo es la de establecer periodos de descanso
en los que no se pueda pescar, cerrando ciertas areas en momento determinados de
tiempo. Ya que un area cerrada sea mejor que no permitir un sistema de pesca concreto
(FAO 2009). Todo ello de acuerdo a los estudios que haya en cada zona que nos ayuden a
reconocer las zonas elegidas por estas especies y los momentos. Como hemos hablado
anteriormente, en el caso del mediterraneo se ha reportado una mayor interaccion en los
meses frios cuando los animales pasan mas tiempo en la superficie o estdn menos activas y

con ello es mas dificil escapar de las redes [12].

Por un lado, es basico conocer cuales son las especies y poblaciones afectadas, ya que las
caracteristicas bioldgicas y su comportamiento determinaran sus patrones de distribucion y
el uso que hacen del habitat, haciéndolas mas o menos vulnerables a ser capturadas [82].
Por otra parte, también es necesario caracterizar las capturas accidentales en si mismas, es
decir, cuantificar el nimero total de capturas por cada arte y zona, definir los artes de pesca
que tienen una incidencia mas elevada, estimar la mortalidad que generan (tanto directa
como indirecta) y determinar las consecuencias que conllevan para las poblaciones. Sélo con
esta informaciéon podremos ser capaces de definir las estrategias necesarias para poder
encontrar una solucion a cada situacion, consiguiendo realizar una gestién adecuada para
llegar a un consenso entre la reduccién de las capturas y los efectos para los pescadores, y
logrando a la larga una pesca sostenible.

En los ultimos afios se han logrado avances sustanciales en el desarrollo de estrategias de
mitigacion y gestion para reducir esta captura accidental de grandes vertebrados marinos
[70, 86]. De modo que, en muchos casos, se ha llegado a la recuperacién de poblaciones

colapsadas con la creacidon de acuerdos nacionales muy eficaces [80]. Sin embargo, en
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muchos paises todavia no se ha logrado y sigue siendo un problema de actualidad para

muchas especies migradoras [71].

Se trata, pues, de especies que presentan un buen ejemplo de la necesidad de plantear
estrategias de conservacion que sean globales [73, 74, 82] para poder recuperar sus
poblaciones. Aun asi, el hecho de ocupar un territorio tan grande ha causado una gran
complicacion a la hora de considerar su grado de amenaza, asi como su correspondiente
estado de conservacion entre diferentes regiones. De este modo, a pesar de la necesidad de
conseguir éxitos globales de conservacidn para las poblaciones de tortugas marinas, se ha
visto que es necesario actuar localmente, para responder a los impactos especificos de cada
region. Por este motivo se han creado las llamadas unidades de gestion regional (RMUs)
[73], como respuesta a una necesidad de organizar las tortugas marinas en unidades de
protecciéon. Por cada RMU, se han tenido en cuenta una serie de factores como el tamaio
de la poblacién, la tendencia poblacional, la vulnerabilidad de las colonias y la diversidad
genética, asi como las capturas accidentales y otras amenazas que las afectan
particularmente. De esta manera se estan adaptando las estrategias de gestién a cada caso,
ya que por cada RMU pueden variar los artes de pesca de mayor incidencia, las tasas de
mortalidad generada, las consecuencias por las diferentes poblaciones y la respuesta de la

especie a las medidas de gestion potencialmente mas adecuadas.

Hasta la fecha, la mayoria de los esfuerzos para reducir la amenaza a la que se enfrentan se

han centrado en la modificacion de los artes y la identificacion de las areas que deberian

estar cerradas a la pesca, ya que alli las tortugas marinas son muy vulnerables.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 HIPOTESIS

En varias especies de animales marinos se han descrito evidencias clinicas compatibles con
enfermedad descompresiva, aunque a dia de hoy se desconoce el mecanismo por el cual
estas especies, adaptadas al buceo, sufren dicha patologia. Ademas muchos estudios
reportan la elevada incidencia de tortugas marinas muertas debido a la interaccidn
pesquera pero estos animales no presentaban patologias claras que justificasen la causa de

la muerte.

En 2014 se publicé la primera evidencia de sindrome descompresivo en tortugas de la
especie Caretta caretta. En el estudio se mostraba su sintomatologia y su respuesta al
tratamiento, pero hasta la actualidad se desconocia el origen de tal enfermedad en estas

especies.

Las tortugas marinas presentan reajustes fisiolégicos durante el buceo englobados en la
conocida como “respuesta al buceo”, pero se desconocen los mecanismos que provocan el
fallo en los sistemas que previenen a estos animales frente a la enfermedad descompresiva.
A nivel circulatorio presentan caracteristicas propias: entre ellas destacamos las
derivaciones cardiacas y su importancia en la redistribucion de la sangre durante el buceo y
estructuras Unicas vasculares como el esfinter de la arteria pulmonar derecha e izquierda.
Muy pocos estudios hacen referencia al esfinter que presenta la arteria pulmonar en
algunas especies de reptiles y su funcion. La presente tesis doctoral plantea que se trata de
una modificacidon anatdmica que ayuda a limitar el intercambio de gases durante el buceo y
que frente a un estimulo estresante, como es la captura accidental en redes de pesca, este

mecanismo falla.

Basandonos en los antecedentes anteriormente descritos es razonable hipotetizar que el
esfinter de la arteria pulmonar puede jugar un papel muy importante en la etiologia de esta

enfermedad.
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2.2 OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es analizar la funcionalidad del esfinter de la arteria

pulmonar y su implicacién en la enfermedad.

Con el fin de evaluar la validez de la hipdtesis planteada, se establecen los siguientes

subobjetivos:

(1)

()

(3)

(4)

(5)

(6)

Conocer mejor la anatomia e histologia de esta nueva estructura localizada en la

arteria pulmonar de las tortugas marinas.

Estudiar su fisiologia y respuesta frente a los principales neurotransmisores

descritos.

Estudiar también la fisiologia del resto de tejidos y estructuras anatdmicas que
participan durante la respuesta al buceo como es el parénquima pulmonar, la arteria
pulmonar, las arterias intrapulmonares o las arterias sistémicas, con el fin de

entender el funcionamiento global del sistema cardiorespiratorio de estas especies.

Estudiar la posible relacion entre el estrés inducido por la captura accidental de estas
especies en redes de pesca y el desarrollo de una enfermedad de tipo

descompresivo.

Estudiar la respuesta en animales neonatos de Caretta caretta con el fin de
comparar la funcionalidad de este esfinter en las diferentes etapas de la vida de

estas especies, puesto que sus patrones de buceo son distintos.

Estudiar la respuesta de los tejidos en tortugas de agua dulce, de la especie

Trachemys sripta, que no presentan esfinter en la arteria pulmonar.
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3.1 MATERIALES

3.1.1 Obtencioén del preparado

Se han utilizado preparados de arteria pulmonar de Caretta caretta y Trachemys scripta
asi como parénquima pulmonar de ambas especies. En ellos, y en funcién del tejido
disponible, se han realizado diferentes estudios: estudios de funcionalidad por medio del

bafio de érganos, histologia, inmunohistoquimica y western blot.

El tejido se obtuvo de 3 tipos de animales:

Para los estudios de funcionalidad en tortuga marina adulta o subadulta los tejidos se
obtuvieron de 5 tortugas bobas (Caretta caretta) procedentes del centro de recuperacion
Arca del Mar del Oceanografic de Valencia con el permiso de la Conselleria de Agricultura,
Medio Ambiente, Cambio Climatico y Desarrollo Rural. Todos los tejidos proceden de
animales que murieron a su llegada al centro o que fueron eutanasiados bajo supervision y
decisién veterinaria. Ningun animal fue eutanasiado con el fin del presente trabajo. La
exploracién de los animales del estudio no reveld ninguna alteracién cardiovascular o
respiratoria que suponga una interferencia en el estudio. Los datos de estos animales se

recogen en la tabla 3.

Identificacion LCC (cm) ACC (cm) Arte de pesca Peso (Kg) Sexo
CC 210 58 51 Trasmallo 19.2 Hembra
CC 212 35.7 32.5 Trasmallo 5.9 Hembra
CC 13.4.15 34.8 30.5 Trasmallo 4.8 Macho
CC 29.3.15 27 24 Varado 2.6 Hembra
CC 225 66.5 5l Arrastre 195 Hembra

Tabla 3: CC= Caretta caretta; LCC= longitud del caparazén en curvo (cm); ACC= Ancho del caparazén

en curvo (cm).
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Para los estudios de funcionalidad en tortugas marinas neonatas se emplearon los tejidos
de 8 tortugas bobas (Caretta caretta) procedentes del centro de recuperacion Arca del Mar
del Oceanografic de Valencia. Todos los tejidos proceden de animales que murieron a su
llegada al centro o que fueron eutanasiados bajo supervision y decisién veterinaria. Los

datos de estos animales se recogen en la tabla 4.

Identificacion  Peso (Kg)

CC1 0,413
Cccs 0,265
cc7 0,426
CC10 0,284
Ccc23 0,411
CC52 0,405
CC71 0,226
CC100 0,219

Tabla 4: CC= Caretta caretta; LCC= longitud del caparazén en curvo (cm); ACC= Ancho del caparazoén

en curvo (cm).

Para los estudios de funcionalidad en tortugas de agua dulce (Trachemys scripta) los tejidos
se obtuvieron de 6 animales del centro de recuperacidon de fauna “la granja” en el Saler,
Valencia. Estos animales fueron eutanasiados como parte del programa de erradicacidon
gestionado por la Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climatico vy

Desarrollo Rural.
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3.1.2 Almacenamiento y viabilidad del preparado

El preparado se puede emplear “en fresco” para realizar el experimento dentro de las
primeras 48 horas, después de la extraccion se mantiene en soluciéon DMEM (Lonza Ref.
BE12-614F). El medio de cultivo DMEM es un liquido disefiado para mantener estables y
vivos los tejidos ya que contiene una fuente apropiada de energia y compuestos que
regulan el ciclo celular. Estd compuesto de un complemento de aminodcidos, vitaminas,
sales inorganicas, glucosa, y suero como fuente de factores de crecimiento, hormonas y
factores de adhesion Ademas de nutrientes, el medio también colabora en mantener el pH

y la osmolaridad.

3.1.3 Almacenamiento del tejido arterial y pulmonar mediante
criopreservacion.

Las muestras empleadas para la realizacion de Western Blot fueron exclusivamente de
tortugas marinas adultas o subadultas debido a la disponibilidad de tejidos y se
almacenaron bajo criopreservacion. Se han descrito diferentes métodos de congelacion y
de agentes crioprotectores para el almacenamiento de tejidos aislados para su posterior

empleo en estudios experimentales farmacoldgicos [110-114].

Los tejidos disponibles fueron: arteria pulmonar y parénquima pulmonar de tortuga
marina adulta o subadulta. Los diferentes tejidos, antes de que transcurran mas de dos
horas desde su extraccion de la pieza total, se introducen en unas ampollas de
almacenamiento en nitrégeno liquido (NuncCryo Tubes TM) de 1,8 ml (volumen de
trabajo) que contienen suero bovino fetal y dimetil sulféxido o DMSO (1,8 M) como
agente crioprotector que se encarga de mantener la propiedades mecdnicas

(contraccion-relajacion) y bioquimicas del musculo liso vascular pulmonar.
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Introducimos en el suero las arterias sin cortar en anillos, prestando especial atencién a
que el suero penetre en la luz de los vasos y cubra totalmente los vasos. Después de un
periodo de estabilizacién de 60 minutos a 42 C, las ampollas se introducen en un
contenedor cilindrico de criocongelacion (1 x 14 cm; Nalgene TM) donde se congelaran
las muestras vasculares lenta y progresivamente, con una media de —12 C por minuto,
hasta —802 C. Después de transcurridas entre 4 y 12 horas se pueden transferir a
nitrégeno liquido a —1962 C donde se pueden almacenar hasta su uso. Antes de su
empleo, el proceso de descongelacion también deberd de ser progresivo, y para ello las
ampollas con los preparados se expondran a una temperatura de —802 C durante 10-20
minutos y posteriormente se introduciran en un bafio de agua a 372 C para que se
descongelen durante unos 2,5 minutos. Una vez descongelados los preparados se lavaran
en un recipiente que contenga Krebs-Henselelt a temperatura ambiente y se podran

emplear para experimentos “in vitro”.

3.1.4 Reactivos utilizados

Reactivo Casa comercial Referencia
Acetilcolina Sigma Ref. A6625
Acido acético glacial Panreac Ref. 361008
Acido clorhidrico (HCl) Panreac Ref. 131020
Acrilamida Sigma-Aldrich Ref. A3574
Agua dietilpirocarbonato (DEPC) Applied Biosystems Ref. AM9906
Albumina sérica bovina (BSA) Sigma-Aldrich Ref. A7906
Amonio persulfato Sigma-Aldrich Ref. A3678
Bicarbonato sédico (NaHCOs;) E. Merck Darmstadt Ref. 106392
Bifosfato potasico (K H,PO,) E. Merck Darmstadt. Ref. 109477
Cloruro de calcio (Ca Cl,) E. Merck Darmstadt Ref. 102382
Cloruro de magnesio (Cl,Mg) Panreac Ref. 141396
Cloruro de potasio (KCI) E. Mecrk Darmstadt. Ref. 104818
Cloruro de sodio (NaCl) Panreac Ref.141659
Coctel inhibidor de proteasa Sigma P8340
Coomassie PlusTM Protein Assay Thermo Scientific Ref. 1856210
Reagent

Dimetilsulféxido (DMSO) E. Mecrk Darmstadt Ref. 34869
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DMEM

Dodecilsulfato sédico (SDS)
DPX
ECL plus

EDTA (acido
etilendiaminotetraacético)
EGTA (acido etilenglicol
tetraacético)

Eosina amarillenta

Epinefrina

Etanol absoluto

Formol 10%

Glicerol

Hematoxilina
Hematoxilina de Ehrlich
Hematoxilina de Harris

HEPES (Acido 4-(2-hidroxietil)-
1piperazino etanosulfénico)
Hidréxido sédico (NaOH)

Histamina
Isopropanol

Kit BCA para cuantificacion de
proteinas
Kit BCA Protein Assay

Kit de tincidn pandptica
Metanol

Methocel Colorcon ID34538P
Nonidet P 40
Papaverina

Parafina
Paraformaldehido 4%

Phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF)
Polietilenglicol 400

Ponceau de xilidina

Serotonina (5HT)

Sulfato de magnesio (MgSO,)

Tampon salino fosfato (PBS)

Tampon krebs Henselelt

Tetramethylethylenediamine para

electroforesis (TEMED)
Triton X-100

Trizol

Tween20

Lonza

Sigma-Aldrich
Panreac

Amersham GE
Healthcare
Sigma

Sigma

Panreac
Sigma
Panreac
Panreac
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Panreac

Sigma-Aldrich

Panreac
Sigma
Sigma

Pierce

Thermo Scientific
Panreac
Sharlab

Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Panreac

Sigma

Panreac

Merk

Sigma-Aldrich
E.Merck Darmstadt
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Panreac
Roche Diagnostics

Sigma-Aldrich

g1

Ref. BE12-614F

Ref. L3771
Ref. 255254
Ref. RPN2132

Ref. ED2SC

Ref. E3889

Ref. 251299
Ref. E7386
Ref. 361086
Ref. 143091
Ref. G5516
Ref. GHS332
Ref. GHS322
Ref. 253949
Ref. H4034

Ref. 131687
Ref. H7125
Ref. 19516
Ref. 23227

Ref. 23225
Ref. 254807.0922
Ref. ME03262500
Ref. 74385

Ref. P3510
Ref.P3683

Ref.252931
Ref. P7626

Ref. 162436
Ref. 1159270025
H9523

Ref.P4417
Ref. K3753
Ref.T9281

Ref. 142314
Ref.1667157001
Ref.P1379



Xileno Merck Ref. 481769
B-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich Ref. M6250

3.2 METODOS

3.2.1 Bafio de d6rganos
El sistema de bafo de érganos empleado estd formado por una doble copa de vidrio que

consta de:

- Una camara externa, parte de un circuito cerrado, que mantiene constante la
temperatura de la camara interna mediante una rapida circulacion de agua a 372 C de

temperatura utilizando un termocirculador (Thermocirculator Harvard).

- Una cdmara interna de 5 ml de capacidad donde se coloca la solucién nutricia de
Krebs-Henselelt que estara continuamente burbujeada con carbdgeno (95% O, y 5% COx)
a través de un filtro poroso conectado en el fondo de la cdmara. En el fondo de la cdmara
también hay un dispositivo de entrada y otro de salida para el aporte y drenaje,
respectivamente, del liquido nutricio. La cdamara interna en su interior aloja una varilla de
acero inoxidable acodada y rematada en una varilla, donde se introduce el anillo vascular

pulmonar.

Todo el sistema esta sujeto a la mesa de laboratorio, mediante un emparrillado vertical
reforzado, quedando asi aislado de las vibraciones y golpes en el suelo o en la misma
mesa donde estdn colocados los aparatos de registro, debido a la extrema sensibilidad

necesaria para el registro de las contracciones del preparado.
Las copas de vidrio del bafio, las varillas de sujecidn y el transductor isométrico estdn

sujetas mediante pinzas y nueces al emparrillado (figura 21). Habitualmente, en cada

experimento, se trabaja con 8 copas de bafio de érganos diferentes.
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Figura 21: Detalle de la copa del bafio de érganos.

Transductorde
fuerzas

Ordenador

Bafiode organos
Muestra g

Anclajede la
muestra

Figura 22: Esquema general del bafio de érganos
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3.2.1.1 Montaje del preparado arterial y pulmonar

Los preparados se limpian bien y se procede a cortar anillos de 3-4 mm de longitud,
desechando los anillos cortados de los bordes del vaso, ya que suelen estar mas
deteriorados que el resto del vaso. En nuestro estudio disponemos de dos tipos

diferentes de preparados: el tejido vascular y el parénquima pulmonar.

3.2.1.1.1 Preparado arterial:
El preparado arterial se introduce en la cdmara interna de la copa del bafio que esta llena
de solucién nutricia de Krebs- Henselelt a temperatura ambiente y saturada con
carbogeno. A lo largo del experimento, se toman muestras del liquido nutricio para medir
el pH y comprobar que se mantiene dentro de los limites razonables (no debe exceder 7,6
al final del experimento). Los anillos vasculares se colocan con dos finas varillas en su
interior. La primera forma parte de la varilla de acero inoxidable acodada que se
introduce en el bafio, supone un punto fijo en el interior del bafio, y sujetara el anillo por
su parte inferior. La segunda varilla une el preparado pulmonar a un transductor
isométrico model Grass FT-03 (Grass Instruments, Quincy, MA), provisto de un tornillo
micrométrico de precisién que permite transmitir pequefios cambios de tensién del
tejido. El transductor isométrico, a su vez, estd conectado a un amplificador PowerLab
800 (AD Instruments, Grand Junction, CO) provisto de un mecanismo de supresion cero y
sefial interna de calibracidn. Los cambios en la tensién isométrica de los anillos vasculares
son procesados en el amplificador y se registran en un ordenador que utiliza el programa
Chart for Windows version 3.4 (ADInstruments) que permite obtener un registro grafico

para analisis posterior. Los cambios en fuerza se expresan en gramos.

La tension inicial o basal de contraccidn impuesta al preparado fue de 1,5 a 2 gramos y el
tiempo de estabilizacidon o equilibrado de 60 minutos, durante los cuales, cada 10 - 15
minutos, se realizan lavados o cambios periddicos de la solucién nutricia de Krebs

Henselelt.
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Figura 23: Amplificador PowerLab 800 Figura 24: Termocirculador

Figura 25: Sistema de Bafio de dérganos.

3.2.1.1.2 Preparado pulmonar:
El preparado pulmonar se introduce en la camara interna de la copa del bafio que esta
llena de solucién nutricia de Krebs- Henselelt a temperatura ambiente y saturada con

carbogeno.
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A lo largo del experimento, se toman muestras del liquido nutricio para medir el pH y
comprobar que se mantiene dentro de los limites razonables (no debe exceder 7,6 al final
del experimento).

Las muestras de tejido pulmonar se obtienen directamente de los pulmones cortando
tiras de parénquima. En nuestro estudio se han obtenido muestras de tortuga marina
adulta y subadulta, tortuga marina neonata y tortuga de agua dulce. Para ello el pulmén
se sitla sobre una placa de Petri y sumergido en solucién nutricia de Krebs- Henselet y se
corta con bisturi en tiras de 5mm x 5mm x 10mm. Esas tiras de parénquima contienen
vasos y vias aéreas periféricas de pequefio tamafio. A continuacion, las tiras de
parénquima se colocan anudadas a las dos finas varillas que estan en el interior de cada
copa. Estas varillas son las mismas que las descritas para el protocolo en tejido vascular y
el sistema de medicion es el mismo. Asimismo, a tension inicial o basal de contraccién
impuesta al preparado fue de 1,5 a 2 gramos y el tiempo de estabilizacién o equilibrado
de 60 minutos, durante los cuales, cada 10 - 15 minutos, se realizan lavados o cambios

periddicos de la solucién nutricia de Krebs-Henselelt.

La composicion de la solucién nutricia Krebs- Henselet empleada fue la siguiente:

* Nacl 118,4 mmol
: * KCL 4,7 mmol
: * CaCly 2,5 mmol
* * MgSO, 0,6 mmol
' * KH,PO, 1,2 mmol
' * COsHNa 25,0 mmol
: * D(+)Glucosa 11,1 mmol

Agua destilada c.s.p. 1000ml, pH 7,4 - 7,6.

3.2.1.2 Preparacion de los fairmacos

Las soluciones de todos los farmacos se prepararon de modo extemporaneo
disolviéndolos a temperatura ambiente en agua desionizada, en solucion salina fisioldgica

o solucién de Krebs-Henselelt.
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Los farmacos empleados se afiaden al bafo, dependiendo del grupo de experimentos,
bien en concentraciones aditivas crecientes, siguiendo la técnica acumulativa de Van
Rossum o bien en concentraciones Unicas. Las concentraciones de los diferentes

farmacos empleados se expresan en términos de concentraciones molares (M).

3.2.1.3 Protocolo experimental

Del tejido disponible de todos los animales se diseccionaron las siguientes estructuras:

1. Ambas arterias pulmonares desde su salida del corazén hasta su llegada al hilio
pulmonar, diferenciando en este tramo dos regiones. Los dos tercios proximales
al pulmoén de esta arteria presenta un esfinter muscular que es posible
diferenciar macroscépicamente, nos referiremos a esta regién cémo esfinter de
la arteria pulmonar. El resto de regidn libre de esfinter lo consideraremos como
arteria pulmonar. En el caso de la tortuga de agua dulce no existe esta
estructura definida como esfinter, por lo que en todo el estudio hablaremos de

arteria pulmonar exclusivamente.

2. El tramo de arteria pulmonar que discurre a través de los pulmones y que en el
estudio citaremos como arteria intrapulmonar. Este tejido solo ha podido ser
diseccionado (por una cuestion de tamario principalmente) en tortugas marinas

adultas o subadultas.

3. Preparados de tejido pulmonar, cuya respuesta en el bafio de drganos es

representativa de las vias aéreas y del tejido vascular distal.
4. En el caso de las tortugas marinas adultas o subadultas también fue posible

incluir en el estudio muestras de una de sus arterias sistémicas: arteria aorta

derecha.
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Todos los tejidos eran macroscépicamente normales. Estos fueron cuidadosamente
diseccionados estando libres de tejido conectivo adyacente y parénquima pulmonar (en el
caso de las arterias). En el caso del parénquima pulmonar se diseccionaron fragmentos de

5mm x 5mm x 10mm de tejido macroscépicamente normal y libre de tejido adyacente.

3.2.1.3.1 Disefiio de los estudios farmacomecanicos en anillos arteriales:

Después del aclarado y estabilizacion de los preparados se llevaron a cabo dos tipos
distintos de curvas dosis - respuesta. Cada uno de los tipos de estas curvas fue realizado en

todos los animales del estudio.

- Curvas de contraccion acumulativas: Después del periodo de estabilizacién y

obtencion de una linea basal, comenzamos a afadir al bafio concentraciones
crecientes del neurotransmisor (de 10°M a 103M) recogiéndose los valores de
tension isométrica para cada una de estas dosis. Estas concentraciones
sucesivas fueron afadidas solo cuando la preparacion alcanzd valores estables
de contraccion arterial. En el caso de tortugas marinas este protocolo fue
empleado para serotonina (5-HT) y acetilcolina (Ach)en todos los tejidos
vasculares (arteria pulmonar, esfinter de la arteria pulmonar y arteria
intrapulmonar). En el caso de la arteria intrapulmonar también se empled este

protocolo para valorar la respuesta frente a adrenalina.

En el caso de las tortugas de agua dulce este protocolo fue empleado en arteria pulmonar

para estudiar su respuesta frente a serotonina, acetilcolina y adrenalina.

- Curvas de relajacion: Para estudiar el efecto de la adrenalina sobre la arteria

pulmonar y el esfinter de la arteria pulmonar en tortugas marinas los tejidos
fueron previamente contraidos con 5-HT, se afiadié en primer lugar tras el
aclarado y estabilizacién una dosis de 5-HT 10uM, para asi generar una meseta
de contraccion. Una vez estabilizado el valor de contraccién arterial,
comenzaron a adicionarse dosis crecientes de adrenalina (de 10°M a 103M)

siendo afiadidas estas concentraciones sucesivas sélo cuando el tejido alcanzo
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un efecto estable. Finalmente se afiadié una dosis de Papaverina 0,3 mM para

alcanzar asi el maximo valor de relajacion.

3.2.1.3.2 Disefio de los estudios farmacomecanicos en parénquima
pulmonar:

Los preparados de parénquima pulmonar fueron montados en una camara de bafio de
organos de 10 ml (Pan-Lab, EEUU) bajo una carga inicial de 1 g, y la tensidn isométrica fue
recogida con un transductor de fuerza isométrica (Ref. FTO3; Grass Instruments, Quincy, MA,
EEUU) conectado a un sistema de adquisicion de datos PowerLab® (AD Instruments, Castle
Hill, Nueva Gales del Sur, Australia). Los tejidos se estabilizaron en tampdn Krebs-Henselelt
durante 90 minutos a temperatura ambiente, mientras eran aireados con 5% de CO, en O,.
A continuacién fueron realizados tres lavados de los preparados con tampodn Krebs-
Henselelt, realizdndose dichos lavados cada 5 minutos. Después del aclarado vy

estabilizacion, se llevé a cabo un tipo de curva dosis - respuesta.

- Curvas de contraccién: Después del periodo de estabilizacion comenzamos a

afiadir al bafio concentraciones crecientes del neurotransmisor(de 10°M a 10
3M), recogiéndose los valores de tensién isométrica para cada una de estas
dosis. Estas concentraciones sucesivas fueron afiadidas solo cuando la
preparacion alcanzo valores estables de contraccidn arterial. Este protocolo fue

empleado para acetilcolina (Ach), adrenalina, histamina y serotonina (5HT)

3.2.1.4 Valoracion de los resultados

3.2.1.4.1 Analisis de las curvas concentracidn-respuesta:

Para elaborar las curvas concentracion-respuesta de cada farmaco se utiliza el programa

informatico (GraphPad Softwer Inc, San Diego, CA).
En las curvas de contraccién hemos estudiado:

- Larespuesta o efecto maximo (Emax): A lo largo de todo el trabajo el Emax se ha

expresado en gramos de fuerza.
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- Potencia del farmaco: mediante el estudio de la concentracién molar requerida
para producir el 50% del efecto maximo (CE50). Se calcula mediante una
regresion no lineal individual de cada curva concentracidn-respuesta, mediante

el programa GraphPad, y la expresamos como pD; (pDso = - log CE50).

En las curvas de relajacién hemos estudiado:

- Larespuesta o efecto maximo (Emax): se expresa tomando el valor de relajacion
maximo producido por la papaverina. En este caso los resultados se han
expresado en porcentaje de relajacion respecto al efecto maximo producido por

la papaverina.

- Potencia del farmaco: igual que en las curvas de contraccién.

3.2.1.4.2 Analisis estadistico

Para cada grupo de experiencias se calcularon los parametros caracteristicos de una
distribucion: media aritmética, desviacidon estandar (s.d.) y error estdandar de la media
(s.e.m.). Todos los valores numéricos se han expresado como media + s.e.m. (error
estandar de la media) para un nimero “n” de experiencias de arterias y venas
pulmonares humanas procedentes de diferentes pacientes.

Para la comparacion de Emax (expresado en gramos de fuerza) y pD2 se empleé el test de

la “t” de Student, para muestras no apareadas.

Para la comparacion de curvas concentracion-respuesta completas se realizé el analisis
de la varianza (ANOVA doble via). Cuando el ANOVA did diferencias significativas se
utilizé como post-test la prueba de comparacién multiple de Bonferroni, comparando en
este caso las diferencias estadisticas punto a punto, es decir, comprobando si las
diferencias entre los efectos conseguidos con una misma concentracién de noradrenalina
difieren entre la curva control y las curvas tratadas.

En aquellos casos en que se ha comparado porcentajes se han utilizado pruebas

estadisticas no paramétricas como el test de Mann- Whitney.
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Para la aplicacién de estos analisis estadisticos se empled el programa informatico

Graphad versidén 4.0 (Graphpad Software, San Diego, California).

En todos los casos, las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a partir
de un valor de la p<0.05.

Graficamente utilizamos las siguientes convenciones:

* = p<0.05
** = p<0.01
%% = n<0.001

3.2.2Histologia
3.2.2.1 Obtencidn de tejido arterial y pulmonar

El tejido se obtuvo solo de tortugas marinas adultas o subadultas (cinco ejemplares de
Caretta caretta) procedentes del centro de recuperacidén Arca del Mar del Oceanografic de
Valencia. Estos tejidos pertenecen a los mismos animales cuyo tejido empleamos en las
pruebas de funcionalidad. El tejido de la arteria pulmonar, del esfinter de la arteria
pulmonar y del parénquima pulmonar es limitado, por lo que las muestras de tortuga boba
neonata y tortuga de agua dulce (Trachemys scripta) se emplearon en su totalidad para los
estudios de funcionalidad en bafio de érganos. A partir de la muestra (de tortugas marinas
adultas o subadultas) fijada con formaldehido e incluida en parafina se obtuvieron cortes
seriados de 5 um de grosor con un microtomo tipo Minot (Leica® RM 2135). Los cortes

obtenidos se emplearon para:
- Tincidon hematoxilina-eosina y Masson.

- Inmunohistoquimica

3.2.2.2 Tincién con hematoxilina eosina y Masson

La arteria pulmonar, el esfinter de la arteria pulmonar y el parénquima pulmonar se fijaron
con paraformaldehido 4% durante al menos 48 horas. Posteriormente se deshidraté

mediante el siguiente procedimiento:
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Paso Solucién: Tiempo (minutos):
1 Etanol 70% 30
2 Etanol 96% | 30
3 Etanol 96% II 30
4 Etanol 100% | 30
5 Etanol 100% I 30
6 Xileno | 30
7 Xileno Il 30
8 Parafina | 60

A continuacién, se procedié a la inclusion en bloques de parafina con un inclusor EC350-1
Myr (Leica Geosystems, Heerbrugg, Suiza). A partir de los bloques obtenidos, se cortaron
secciones (4-6 um de espesor) con un micrétomo HM 340 E (Leica Geosystems, Heerbrugg,
Suiza) y se adhirieron a portaobjetos. Para realizar la tincion con hematoxilina-eosina, se
desparafinaron los cortes con xileno, se hidrataron con concentraciones decrecientes de
etanol y se tifieron con hematoxilina y eosina. El mismo proceso se realizé con la tincién de
Masson. Tras la tincién se deshidrataron las muestras mediante una sucesion de alcoholes
crecientes y xileno y se montaron los portaobjetos con el medio de montaje DPX y con
cubreobjetos. Se tomaron fotografias de las preparaciones obtenidas con un microscopio

de luz visible (x200; Leica DM6000B).

3.2.2.2 Inmunohistoquimica

Para el andlisis inmunohistoquimico de los diferentes tejidos (parénquima pulmonar,
arteria pulmonar, esfinter de la arteria pulmonar y arterias intrapulmonares), en primer
lugar el tejido obtenido fue fijado con paraformaldehido al 4% durante 48 horas y a
temperatura ambiente, y posteriormente embebido en parafina. Una vez parafinado, el
tejido fue cortado en secciones de 4-6 um con un microtomo (Ref. RM2235; Leica
Biosystems, Heidelberg, Alemania) empleando cuchillas descartables, y los cortes fueron
recogidos en portas con carga positiva permanente.

Estas secciones fueron desparafinadas e hidratadas en gradiente de alcoholes. Para la
recuperacion antigénica se empled una solucién de citrato 10mM y pH 6 en agua hirviendo
durante 10 minutos. Tras 1 hora de bloqueo con 5% SFB/PBS (tampdn salino fosfatado), las
secciones se incubaron durante 24h a 42C con el anticuerpo primario en cuestion diluido

con 0,1% de BSA (seroalbumina bovina) /PBS en la proporcidon correspondiente. Los
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anticuerpos primarios empleados fueron rabbit anti- ADRA1A Polyclonal Antibody (1:100)
(anticuerpo policlonal ref. bs-0600R, Bioss), Beta-1 adrenergic R/ADRB1 antibody (1:100)
(anticuerpo policlonal ref. NBP1-59007, Novus Biologicals), alpha-2b adrenergic R/ADRA2B
antibody (1:100) (anticuerpo policlonal ref. NBP1-55578-0.1mg, Novus Biologicals) beta2
adrenergic R/ADRB2 antibody (1:100) (anticuerpo policlonal ref. NBP2-15564, Novus
Biologicals), mAChR M1 (H-120) (1:100) (anticuerpo policlonal ref. sc-9106, Santa Cruz
Biotechnology, inc.), mMAChR M2 (H-170) (1:100) (anticuerpo policlonal ref. sc-9107, Santa
Cruz Biotechnology, inc.), mAChR M3 (H-210) (1:100) (anticuerpo policlonal ref. sc-9108,
Santa Cruz Biotechnology, inc.), mAChR M4 (H-175) (1:100) (anticuerpo policlonal ref. sc-
9109, Santa Cruz Biotechnology, inc.), mAChR M5 (H-197) (1:100) (anticuerpo policlonal
ref. sc-9110, Santa Cruz Biotechnology, inc.). Para el revelado de la inmunotincion se
empled un sistema de revelado basado en polimeros (Kit MasVision Universal, Master

Diagndstica).

Los cortes inmunomarcados fueron observados mediante el microscopio invertido de

fluorescencia Nikon Eclipse TE200.

3.2.3 Estudio de la expresidn proteica: western blot
3.2.3.1 Obtencidn de tejido arterial y pulmonar

El tejido se obtuvo solo de tortugas marinas adultas o subadultas (cinco ejemplares de
Caretta caretta) procedentes del centro de recuperacién Arca del Mar del Oceanografic de
Valencia. Estos tejidos pertenecen a los mismos animales cuyo tejido empleamos en las
pruebas de funcionalidad. El tejido de la arteria pulmonar y del esfinter de la arteria
pulmonar es limitado, por lo que las muestras de tortuga boba neonata y tortuga de agua
dulce (Trachemys scripta) se emplearon en su totalidad para los estudios de funcionalidad

en bafio de érganos.

3.2.3.2 Procedimiento

La técnica de Western blot fue utilizada para detectar las siguientes proteinas: receptores
adrenérgicos (a1, a, PB1, B2) y los receptores muscarinicos M1, M2, M3. Los tejidos

estudiados fueron: el esfinter de la arteria pulmonar, la arteria intrapulmonar y el
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parénquima pulmonar procedente de ejemplares de Caretta caretta adulta. También

empleamos muestras de arteria pulmonar y parénquima pulmonar humano

Para ello los tejidos empleados fueron homogeneizados mediante agitacién con el
TissuelLyser (Ref. 85300, Qiagen, Limburgo, Paises Bajos) en presencia de un tampdn de
extraccién conteniendo 1 ml HEPES 1M, 5 ml NaCl 4M, 100ul EDTA 0,5M, 500ul EGTA
0,1M, 12,6 ml Glicerol 99,5% y 30,8 ml H20 MilliQ; inhibidor de proteasas y PMSF (fluoruro
de fenil metil sulfonilo). Posteriormente se llevé a cabo la lisis celular tras sucesivos ciclos
de choque térmico y tratamiento con el detergente NP40 al 10% durante 15 minutos en
hielo. Finalmente, el ensayo Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories Ltd., Herts, Reino Unido) se
realizé para cuantificar el nivel de proteina en cada muestra y de este modo poder cargar

en el gel de electroforesis la misma cantidad de proteina para todas las muestras.

La electroforesis en gel de sodio-dodecil-sulfato poliacrilamida se usé para separar las
proteinas segun su peso molecular. Para ello, en dicho gel se cargaron 15 ug de proteina
asi como un marcador de peso molecular Bio-Rad Kaleidoscope marker (Bio-Rad
Laboratories Ltd., Herts, Reino Unido), ambos previamente desnaturalizados mediante
choque térmico de 959C durante 10 minutos. El gel de poliacrilamida consistié en un
stacking gel al 5% de acrilamida sobre un gel de resolucidn al 10%, al que se le aplicé una
corriente de 100 V durante 1 hora. Las proteinas se transfirieron del gel a una membrana
de polifluoruro de vinilideno (PVDF) mediante transferencia humeda. La membrana se
bloqued durante dos horas con la solucién de bloqueo 5% BSA en PBS 0.1% Tween20 y
posteriormente se incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios
(1:1000). Los anticuerpos primarios utilizados fueron rabbit anti- ADRA1A Polyclonal
Antibody (1:100) (anticuerpo policlonal ref. bs-0600R, Bioss), Beta-1 adrenergic R/ADRB1
antibody (1:100) (anticuerpo policlonal ref. NBP1-59007, Novus Biologicals), alpha-2b
adrenergic R/ADRA2B antibody (1:100) (anticuerpo policlonal ref. NBP1-55578-0.1mg,
Novus Biologicals) beta2 adrenergic R/ADRB2 antibody (1:100) (anticuerpo policlonal ref.
NBP2-15564, Novus Biologicals), mAChR M1 (H-120) (1:100) (anticuerpo policlonal ref. sc-
9106, Santa Cruz Biotechnology, inc.), mAChR M2 (H-170) (1:100) (anticuerpo policlonal
ref. sc-9107, Santa Cruz Biotechnology, inc.), mAChR M3 (H-210) (1:100) (anticuerpo
policlonal ref. sc-9108, Santa Cruz Biotechnology, inc.), mAChR M4 (H-175) (1:100)
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(anticuerpo policlonal ref. sc-9109, Santa Cruz Biotechnology, inc.), mAChR M5 (H-197)

(1:100) (anticuerpo policlonal ref. sc-9110, Santa Cruz Biotechnology, inc.). Las proteinas

marcadas se detectaron a partir de la emisiéon de quimioluminiscencia que tiene lugar

como consecuencia de la reaccién del sustrato del kit ECL plus (Amersham GE Healthcare,

Buckinghamshire, Reino Unido) con los anticuerpos secundarios (1:1000) conjugados con

peroxidasa de rabano (HRP). Los anticuerpos secundarios empleados en este caso fueron

donkey anti-mouse (ThermoFisher Scientific, Rockford, EEUU), donkey anti- rabbbit

(ThermoFisher Scientific, Rockford, EEUU). Se empled B- actina como control interno.

Carga de proteina Transferencia semi-himeda
Las proteinas se transfieren a
una membrana de nitrocelulosa

proteinas
separadas
—

—

W

Separacion en
Gel de acrilamida-SDS

Revelado y
¥ la membrana
fijado I
-~
Bandas de proteina Autoradiografia

visualizadas

Figura 26: Esquema de la técnica de Western Blotting.

105

Inmuno-marcaje de

¥

M‘
L )
/Sﬂ?ﬁ:&? {




3.2.3.2 Analisis estadistico

Los datos fueron presentados como la media + s.e.m. (error estandar de la media) de los n
experimentos. El analisis estadistico de los datos fue llevado a cabo por andlisis de la
varianza (ANOVA) seguido por el test de Bonferroni cuando se compararon mds de 2 grupos.
En el caso de comparar diferencias entre dos grupos se utilizé el analisis T - student
(GraphPad Software Inc., San  Diego, CA, EEUU.). La significancia fue aceptada
cuando p<0,05
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4. RESULTADOS
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4.1 RESULTADOS OBTENIDOS EN TORTUGAS MARINAS ADULTAS O
SUBADULTAS (Caretta caretta):

No se han observado diferencias significativas entre los ejemplares estudiados, ni por peso,
ni por sexo, ni por tamafio. Asi como tampoco por la causa de ingreso en el centro de

recuperacion.

4.1.1 Estudios funcionales:
4.1.1.1 Caracterizacion de las respuestas in vitro de la arteria

pulmonar:

4.1.1.1.1 Efecto de la serotonina:
En la arteria pulmonar la contraccion inducida por la serotonina tuvo un Emax (g) de
2,72+0,48 y pD, de 6,046+0,32 n = 6 (tabla 5) .Su curva de contraccion estd representada en

la figura 27.

Arteria pulmonar Caretta Caretta

Contraccion (g)
5

9 8 7 6 5 4 3
5HT (log M)

Figura 27: Curva dosis respuesta de la arteria pulmonar (AP) de tortuga marina Caretta caretta frente a

serotonina (5HT).
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4.1.1.1.2 Efecto de la acetilcolina:
En la arteria pulmonar la contraccidon inducida por la acetilcolina tuvo un Emax (g) de
1,82+0,23 y pD, de 4,763+0,23 n = 4 (tabla 5). La figura 28 representa su curva de

contraccion.

Arteria pulmonar Caretta Caretta
2.5-

2.04
1.5+

1.0+

Contraccion (g)

0.5+

9 8 7 6 5 4 3
ACh (log M)

Figura 28: Curva dosis respuesta de la arteria pulmonar (AP) de tortuga marina Caretta caretta frente a

acetilcolina (ACh).

SHT ACh
Emax (8) 2,72+0,48 1,82+0,23
ARTERIA pD2 6,046+0,32 4,763+0,23
PULMONAR n 6 4

Tabla 5: Efecto maximo y potencia de la serotonina (5HT) y la acetilcolina (ACh) en la arteria pulmonar (AP) de

tortuga marina Caretta caretta.

En la figura 29 comparamos las respuestas obtenidas con serotonina y acetilcolina. En ella
observamos que comparando ambos neurotransmisores la serotonina es mas potente y

produce un efecto maximo mayor.
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Arteria pulmonar Caretta Caretta

-~ 5HT
3 -e- Ach

Contraccion (g)
s

9 8 7 6 5 4 3
(log M)

Figura 29: Curva dosis respuesta de la arteria pulmonar (AP) de tortuga marina Caretta caretta frente a

serotonina (5HT) y acetilcolina (ACh).

4.1.1.1.3 Efecto de la adrenalina:
En la arteria pulmonar la adrenalina provoca una relajacion dosis dependiente con un Emax
del 63,2+11,9% respecto de la maxima relajacion obtenida con papaverina (0,3 Mm) y un

pD2de 7,15240,54 n =3 (tabla 6). Su curva de relajacién estd representada en la figura 30.

Arteria pulmonar Caretta Caretta
Adrenalina (log M)
=0« 9 F B 5 D

Relajacion (%)

-100+

Figura 30: Curva dosis respuesta de la arteria pulmonar (AP) de tortuga marina Caretta caretta frente a

adrenalina. La relajacion se expresa en % de la relajacion producida por la papaverina.
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ADRENALINA

Emax (% Papav.) -63,2+11,9%*
ARTERIA pD2 7,15240,54
PULMONAR n 3

Tabla 6: Efecto maximo y potencia de la adrenalina en la arteria pulmonar (AP) de tortuga marina Caretta

caretta.

4.1.1.2 Caracterizacion de las respuestas in vitro del esfinter de

la arteria pulmonar:

4.1.1.2.1 Efecto de la serotonina:
En el esfinter de la arteria pulmonar la contraccion inducida por la serotonina tuvo un Emax
(g) de 7,06+£1,10 y pD, de 5,934+0,411 n = 6 (tabla 7). En la figura 31 esta representada su

curva de contraccion.

Esfinter arteria pulmonar Caretta Caretta

10+

(]
L

Contraction (g)

9 8 7 6 5 4 3
5HT (log M)

Figura 31: Curva dosis respuesta del esfinter de la arteria pulmonar (ESF) de tortuga marina Caretta caretta

frente a serotonina (5HT).
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4.1.1.2.2 Efecto de la acetilcolina:
En el esfinter de la arteria pulmonar la contraccién inducida por la acetilcolina tuvo un Emax
(g) de 7,75+1,44 y pD, de 5,148+1,07, n =9 (tabla 7). Su curva de contraccidn se representa

en la figura 32.

Esfinter arteria pulmonar Caretta Caretta

Contraction (g)

9 8 7 6 5 4 -3
ACh (log M)

Figura 32: Curva dosis respuesta del esfinter de la arteria pulmonar (ESF) de tortuga marina Caretta caretta

frente a acetilcolina (ACh).

SHT ACh
ESFINTER Emax (8) 7,06+1,10 7,75+1,44
DE LA pD; 5,934£0,41 5,148+1,07
ARTERIA n 6 9

PULMONAR

Tabla 7: Efecto maximo y potencia de la serotonina (5HT) y la acetilcolina (ACh) en el esfinter de la arteria

pulmonar (ESF) de tortuga marina Caretta caretta.

La figura 32 representa la respuesta contractil obtenida en la arteria pulmonar tanto en
presencia de serotonina como de acetilcolina, en este caso las diferencias en cuanto a
potencia no son significativas, al contrario de lo que sucedia en el tramo de arteria

pulmonar.
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Esfinter arteria pulmonar Caretta Caretta

101
-~ 5HT

84 -~ Ach

Contraccion (g)

9 8 7 6 5 4 3
(log M)

Figura 32: Efecto contrdctil de la serotonina (5HT) y la acetilcolina (ACh) en el esfinter de la arteria pulmonar

(ESF) de tortuga marina Caretta caretta.

4.1.1.2.3 Efecto de la adrenalina:
En el esfinter de la arteria pulmonar la adrenalina provoca una relajacién dosis dependiente
con un Emax del 66,018,2% respecto de la maxima relajacién obtenida con papaverina (0,3
Mm) y un pD; de 5,655+0,48, n = 10 (tabla 8). Su curva de relajacion se representa en la

figura 33.

Esfinter arteria pulmonar Caretta Caretta

Adrenalina (log M)
0 9 B 7 6 5 4

-504

Relajacion (%)

-100-
Figura 33: Curva dosis respuesta del esfinter de la arteria pulmonar (ESF) de tortuga marina Caretta caretta

frente a adrenalina. La relajacion se expresa en % de la relajacién producida por la papaverina.
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ADRENALINA

ESFINTER Emax (% Papav.) -66,0+8,2%
DE LA pD; 5,655+0,48
ARTERIA n 10
PULMONAR

Tabla 8: Efecto maximo y potencia de la adrenalina en el esfinter de la arteria pulmonar (ESF) de tortuga

marina Caretta caretta.

En la figura 34 se representa la curva de relajacidon producida por la adrenalina tanto en la
arteria pulmonar como en el esfinter de la arteria pulmonar, donde se observa que la

adrenalina es mas potente a nivel del esfinter.

Adrenalina (log M)
P F F g H 5 3

0~
-o- Arteria pulmonar
-y -o- Esfinter
o
c
)
‘c -504
<
&
[F]
14
-100-

Figura 34: Comparacion del efecto relajante de la adrenalina sobre la arteria pulmonar (AP) y el esfinter de la
arteria pulmonar (ESF) en tortuga marina Caretta caretta. . La relajacion se expresa en % de la relajacion

producida por la papaverina.
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4.1.1.3 Caracterizacion de las respuestas in vitro de la arteria

intrapulmonar:

4.1.1.3.1 efecto de la serotonina:
En la arteria intrapulmonar la contraccion inducida por la serotonina tuvo un Emax (g) de
2,94+0,94 y pD, de 5,93110,44 n = 6 (tabla 9). Su curva de contraccidn se representa en la
figura 35.

Arteria intrapulmonar Caretta Caretta
4

34

24

Contraccion (g)

9 8 7 6 5 4 3
5HT (log M)

Figura 35: Curva dosis respuesta de la arteria intrapulmonar (AIP) de tortuga marina Caretta caretta frente a

serotonina (5HT).

4.1.1.3.2 Efecto de la acetilcolina:
En la arteria intrapulmonar la contraccion inducida por la acetilcolina tuvo un Emax (g) de
2,45+0,36 y pD, de 6,235+0,28 n =6 (tabla 9). Su curva de contraccion se representa en la

figura 36.

Arteria intrapulmonar Caretta Caretta
3.

Contraccion (g)

s 8 I 6 5 4 3
ACh (log M)

Figura 36: Curva dosis respuesta de la arteria intrapulmonar (AIP) de tortuga marina Caretta caretta frente a

acetilcolina (ACh).
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4.1.1.3.3 Efecto de la adrenalina:
En la arteria intrapulmonar la contraccién inducida por la adrenalina tuvo un Emax (g) de
1,104+0,47 y pD; de 5,696+0,49 n = 5 (tabla 9). Su curva de contraccidn se representa en la

figura 37.
Arteria intrapulmonar Caretta Caretta
2.0-

1.5+

1.0

Contraccion (g)

0.5+4

0.0-

10 9 -8 7 6 5 -4
Adrenalina (log M)

Figura 37: Curva dosis respuesta de la arteria intrapulmonar (AIP) de tortuga marina Caretta caretta frente a

adrenalina.
S5HT ACh ADRENALINA
Emax (8) 2,94+0,94 2,45+0,36 1,104+0,47
ARTERIA pD2 5,931+0,44 6,23510,28 5,696%0,49
INTRAPULMONAR n 6 6 5

Tabla 9: Efecto maximo y potencia de la serotonina (5HT) y la acetilcolina (ACh) y la adrenalina en la arteria

intrapulmonar (AIP) de tortuga marina Caretta caretta.

En la figura 38 Se representan la accidon de los tres neurotransmisores: serotonina,
acetilcolina y adrenalina sobre la arteria intrapulmonar. En el caso de la arteria
intrapulmonar, y a diferencia de lo que sucede en la arteria pulmonar y su esfinter, la
adrenalina produce la contraccion del tejido. De los tres compuestos ensayados observamos

gue el mas potente es la acetilcolina.
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Arteria intrapulmonar Caretta Caretta

4-
-~ SHT

3 -o- Adrenalina
-~ Ach

Contraccion (g)
B

9 8 7 6 5 4 -3
(log M)

Figura 38: Efecto contractil de la serotonina (5HT), la acetilcolina (ACh) y la adrenalina en la arteria

intrapulmonar de tortuga marina Caretta caretta.

4.1.1.4 Caracterizacion de las respuestas in vitro del parénquima

pulmonar:

4.1.1.4.1 Efecto de la serotonina:
En el parénquima pulmonar la contraccién inducida por la serotonina tuvo un Emax (g) de
1,07+0,11 y pD> de 5,875+0,83 n = 6 (tabla 10). Su curva de contraccion se representa en la

figura 39.

Parénquima pulmonar Caretta Caretta

1.5+
1.0+

0.54

Contraccion (g)

0.0-

5HT (log M)

Figura 39: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de tortuga marina Caretta caretta frente a

serotonina (5HT).
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4.1.1.4.2 Efecto de la acetilcolina:
En el parénquima pulmonar la contraccién inducida por la acetilcolina tuvo un Emax (g) de
3,7610,52 y pD, de 5,266+1,24 n = 6 (tabla 10). Su curva de contraccion se representa en la
figura 40.

Parénquima pulmonar Caretta Caretta

Contraccion (g)

-9 -8 -.7 -;5 -5 -4 -3
ACh (log M)

Figura 39: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de tortuga marina Caretta caretta frente a

acetilcolina (ACh).

4.1.1.4.3 Efecto de la adrenalina:
En el parénquima pulmonar la contraccién inducida por la adrenalina tuvo un Emax (g) de
1,14540,20 y pD, de 6,682+1,62, n = 11 (tabla 10). Su curva de contraccidn se representa en
la figura 41.

Parénquima pulmonar Caretta Caretta

1.5+
1.04

0.5+

Contraccion (g)

Adrenalina (log M)

Figura 41: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de tortuga marina Caretta caretta frente a

adrenalina.
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4.1.1.4.4 Efecto de la histamina:

En el parénquima pulmonar la contraccion inducida por la histamina tuvo un Emax (g) de

1,07140,18 y pD2 de 5,829+0,63 n=6 (tabla 10). Su curva de contraccidn se representa en la

figura 42.

Contraccion (g)

Parénquima pulmonar Caretta Caretta

1.54

1.0

0.5+

0.0-

y Joo
/ﬁ "
-/
_
= f"@
—
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

Histamina (log M)

Figura 42: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de tortuga marina Caretta caretta frente

Q

histamina.
S5HT ACh ADRENALINA HISTAMINA
Emax (8) 1,07+£0,11 3,76%0,52 1,145+0,20 1,071+0,18
PARENQUIMA pD2 5,875%0,83 5,266%1,24 6,682+1,62 5,829+0,63
PULMONAR n 6 6 11 6

Tabla 10: Efecto maximo y potencia de la serotonina (5HT) y la acetilcolina (ACh), la adrenalina y la histamina

en el parénquima pulmonar de tortuga marina Caretta caretta.

En la figura 43 Se representan la accion de los cuatro compuestos: serotonina, acetilcolina,

histamina y adrenalina sobre el parénquima pulmonar.
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Parénquima pulmonar Caretta Caretta
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-~ 5HT
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(log M)

Figura 43: Efecto contractil de la serotonina (5HT), la acetilcolina (ACh), histamina y la adrenalina en el

parénquima pulmonar de tortuga marina Caretta caretta.

4.1.1.5 Caracterizacion de las respuestas in vitro de la arteria
sistémica:

La arteria sistémica empleada para el estudio fue la arteria aorta derecha.

4.1.1.5.1 Efecto de la acetilcolina:
En la arteria sistémica la contraccion inducida por la acetilcolina tuvo un Emax (g) de
5,24+1,14 y pD, de 6,35£0,31, n =5 (tabla 11). Su curva de contraccion se representa en la
figura 44.

Artera sistémica Caretta caretta

8-
G
-~ 6+
- [
2
g 44 T
o
£ I
87
.
04
-9 -8 -7 6 -5 4
Ach (log M)

Figura 44: Curva dosis respuesta de la arteria sistémica de tortuga marina Caretta caretta frente a acetilcolina

(ACh).
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4.1.1.5.2 Efecto de la adrenalina:
En la arteria sistémica la contraccion inducida por la adrenalina tuvo un Emax (g) de

5,087+0,17 y pD;, de 5,878+0,15, n = 3 (tabla 11). Su curva de contraccidn se representa en

la figura 45.
ACh ADRENALINA
Emax (8) 5,24+1,14 5,087+0,17
ARTERIA pD2 6,350,31 5,878+0,15
SISTEMICA n 5 3

Tabla 11: Efecto maximo y potencia de la acetilcolina (ACh) y la adrenalina en la arteria sistémica de tortuga

marina Caretta caretta.

Artera sistémica Caretta caretta

6-
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s 4
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9 8 7 6 -5 4

Adrenalina (log M)

Figura 45: Curva dosis respuesta de la arteria sistémica de tortuga marina Caretta caretta frente a adrenalina.
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4.1.2 Descripcion histoldogica de la arteria pulmonar y el esfinter de la
arteria pulmonar

El esfinter de la arteria pulmonar en Caretta caretta fue descrito por primera vez en 1978
[37, 38]. Este esfinter ocupa dos tercios de la longitud total de la arteria pulmonar y se
encuentra en la zona proximal al pulmodn. Los hallazgos histolégicos observados en la arteria
pulmonar son consistentes con los descritos previamente en arterias elasticas en otras
especies, es decir, una gran luz y una delgada pared con una cantidad moderada de fibras
musculares lisas y eldsticas en la tunica media (Figura 46: 1). La region del esfinter, sin
embargo, se caracteriza por la presencia de una pared mas gruesa con un lumen mas
estrecho y una mayor rugosidad de la capa intima. La tUnica media estd compuesta
principalmente por haces gruesos de musculo liso dispuestos en pliegues transversales

circulares y con menos fibras elasticas (Figura 46: 2).

Figura 46: Imagenes histoldgicas tefiidas con hematoxilina- eosina de la arteria pulmonar y el esfinter de la

arteria pulmonar de Caretta caretta.

Estos hallazgos son especialmente evidentes una vez que todo el vaso se ha fijado con
paraformaldehido al 4% durante 48 horas debido a la retraccidn tisular que, de hecho, es
mucho mas alta a nivel del esfinter, donde la capa muscular media es mds gruesa. En
Trachemys scripta el esfinter no esta presente y las caracteristicas histoldgicas de la arteria

son similares a las descritas para la arteria pulmonar en Caretta caretta.

La tincion de Masson nos permite visualizar mejor las fibras musculares en los diferentes

tejidos. Tanto en la arteria pulmonar de Caretta caretta (figura 47a) como en la de

123



Trachemys Scripta (figura 47b) se visualiza una gran luz y una pared arterial delgada
compuesta por fibras elastica y coldgeno mezclado con haces delgados de fibras musculares
lisas (los recuadros superiores de las imagenes muestran las paredes al detalle). En el caso
del esfinter de la arteria pulmonar de Caretta caretta podemos observar tanto en la seccion
transversal (figura 47c) como en la seccion longitudinal (figura 47d) que la tunica media
muestra haces gruesos de musculo liso dispuestos en pliegues circunferenciales parecidos a
acordeones (los recuadros superiores muestran los pliegues musculares del esfinter al
detalle). En el caso del corte histolégico de pulmén de Caretta caretta (figura 47e) asi como

el de Trachemys scripta (figura 47f) revelan la presencia de haces musculares lisos dentro

del parénquima pulmonar.

Figura 47: Imégenes histoldgicas con tincion de Masson de diversos tejidos de Caretta caretta y Trachemys
scripta. Arteria pulmonar (a), esfinter de la arteria pulmonar (c y d) y parénquima pulmonar (e) de Caretta

caretta. Arteria pulmonar (b) y parénquima pulmonar (f) de Trachemys scripta.
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4.1.3 Estudio de la distribucion y expresion de los receptores
muscarinicos y adrenérgicos en el esfinter de la arteria pulmonar y el
parénquima pulmonar

Dada la importancia hasta ahora comentada de neurotransmisores como la adrenalina vy la
acetilcolina se decidid estudiar la expresion y distribucion de los receptores adrenérgicos y
muscarinicos en el esfinter de la arteria pulmonar y el parénquima pulmonar

principalmente.

Para ello se llevaron a cabo inmunotinciones de secciones histoldgicas del esfinter de la
arteria pulmonar y del parénquima pulmonar y western blot del esfinter de la arteria
pulmonar, arteria intrapulmonar y parénquima pulmonar empleando anticuerpos dirigidos a
los distintos tipos de receptores de interés. En el caso del western blot se emplearon
también muestras de arteria pulmonar humana y parénquima pulmonar humano como
controles positivos puesto que los anticuerpos utilizados estan disefiados para esta especie,

no habiendo anticuerpos para nuestra especie de estudio.

La figura 48muestra imagenes de secciones histoldgicas del esfinter de la arteria pulmonar
inmuno tefiidas con anticuerpos dirigidos a los distintos receptores adrenérgicos ai, ay, B1y
B2. Los receptores adrenérgicos oy, y con mayor intensidad 1y B2,se localizan en la periferia.
En el caso del receptor B2 se observd una importante expresidon y una distribucion del
receptor principalmente a lo largo del citoplasma celular de las células musculares lisas. Los
resultados del western blot muestran principalmente receptores 1 y en mayor medida f:

(figura 53).

Por lo que respecta a la expresion de receptores adrenérgicos en el parénquima pulmonar
encontramos en su mayoria receptores adrenérgicos a; en el sistema vascular, asi como
receptores oz en menor medida. Como ya hemos indicado anteriormente la histologia
pulmonar de estas especies difiere en gran medida a la humana, en la que encontramos
receptores adrenérgicos B, en el musculo liso bronquial. La figura 49 muestra de nuevo la
expresion de los cuatro receptores, pero en este caso en secciones histoldgicas de tejido

pulmonar.
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La figura 53 nos muestra los resultados obtenidos a través de western blot que confirman la

presencia de receptores aiyo, y un componente muy leve de receptores B..

Figura 48: Expresion de receptores adrenérgicos as, 0, B1Yy B2 en el esfinter de la arteria pulmonar de tortugas
marinas Caretta caretta. Imagenes de secciones histoldgicas representativas del esfinter de la arteria
pulmonar. Estas secciones fueron inmuno tefiidas con anticuerpos anti- as, anti- a,, anti- B1 y anti- B.. El tejido
fue contra tefiido con hematoxilina. La barra de escala de las imagenes superiores corresponde a 200 um. La

barra de escala de las imagenes inferiores corresponde a 100 um.

5

Figura 49: Expresion de receptores adrenérgicos ai, o, B1 Yy B2 en el parénquima pulmonar de tortugas marinas
Caretta caretta. Imagenes de secciones histoldgicas representativas del parénquima pulmonar. Estas secciones
fueron inmuno tefiidas con anticuerpos anti- ai, anti- a,, anti- B1 y anti- B.. El tejido fue contra tefiido con

hematoxilina. La barra de escala de las imagenes corresponde a 200 um.

En el caso de los receptores muscarinicos en el esfinter de la arteria pulmonar cabe destacar
que el receptor presente de forma mas significativa es del tipo M3 segun los resultados de la
inmunohistoquimica. La figura 50 nos indica la presencia principalmente de receptores
muscarinicos tipo M3 en el musculo liso que conforma el esfinter de la arteria pulmonar de

Caretta caretta.
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En el caso del receptor muscarinico tipo M2, también presente en otras especies en
musculo liso, podemos observar una leve presencia en las células musculares lisas. En la
figura 53 se muestra la presencia de receptores M3 principalmente en el esfinter de la

arteria pulmonar a través de western blot.

La figura 51 muestra la expresion de los receptores M1 y M5 en secciones histoldgicas de
tejido pulmonar. Ni en los cortes inmunotefiidos ni en los resultados del western blot
observamos la presencia de receptores M1. En el caso de la figura 52 se muestra la
expresion de los receptores M2, M3 y M4 en secciones histolégicas de parénquima
pulmonar. Ademas en el western blot observamos la presencia de receptores M2, y

principalmente, de receptores M3.

Debido a la disponibilidad de muestras y la necesidad de su mayor aprovechamiento
decidimos no realizar western blot para los receptores M4 y M5 ya que incluso en tejido

humano aun son receptores en estudio en los diferentes tejidos.

Figura 50: Expresion de receptores muscarinicos M1, M2, M3, M4 y M5 en el esfinter de la arteria pulmonar de
tortugas marinas Caretta caretta. Imdgenes de secciones histoldgicas representativas del esfinter de la arteria
pulmonar. Estas secciones fueron inmuno tefiidas con anticuerpos anti- M1, anti- M2, anti- M3, anti- M4 y
anti- M5. El tejido fue contra tefiido con hematoxilina. La barra de escala de las imagenes corresponde a 100

um.
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Figura 51: Expresion de receptores muscarinicos M1y M5 en el parénquima pulmonar de tortugas marinas
Caretta caretta. Imagenes de secciones histoldgicas representativas del parénquima pulmonar. Estas secciones
fueron inmuno tefiidas con anticuerpos anti- M1 y anti- M5. El tejido fue contra tefiido con hematoxilina. La

barra de escala de las imdgenes corresponde a 200 pum.

M2

Figura 52: Expresion de receptores muscarinicos M2, M3 y M4 en el parénquima pulmonar de tortugas
marinas Caretta caretta. Imagenes de secciones histoldgicas representativas del parénquima pulmonar. Estas
secciones fueron inmuno tefiidas con anticuerpos anti- M2, anti- M3 y anti- M4. El tejido fue contra tefiido

con hematoxilina. La barra de escala de las imagenes superiores corresponde a 200 um. La barra de escala de

las imagenes superiores corresponde a 100 um.
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TORTUGA MARINA HUMANO

o, RECEPTOR
o, RECEPTOR

B, RECEPTOR

B, RECEPTOR

M1RECEPTOR
M2 RECEPTOR

M3 RECEPTOR

B-actina

Figura 53: Expresion de receptores adrenérgicos a, oz, B1 Y B2 y muscarinicos M2, M3 y M4 en el esfinter de la
arteria pulmonar (ESF) de tortugas marinas Caretta caretta, parénquima pulmonar (PP) de tortugas marinas
Caretta caretta y arteria intrapulmonar (AIP) de la misma especie. Se muestran también los controles en

parénquima pulmonar (PP) humano y en arteria pulmonar (AP) humana.

4.2 RESULTADOS OBTENIDOS EN TORTUGAS MARINAS NEONATAS
(Caretta caretta):

4.2.1 Estudios funcionales:

4.2.1.1 Caracterizacion de las respuestas in vitro del esfinter de

la arteria pulmonar:

4.2.1.1.1 Efecto de la serotonina:
En el esfinter de la arteria pulmonar la contraccion inducida por la serotonina tuvo un Emax

(g) de 2,31+0,83 y pD>de 5,273+0,45 n =4 (Tabla 12) Su curva de contraccidn se representa
en la figura 54.
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Esfinter arteria pulmonar Carreta caretta neonata
4=

34

Contraccion (g)
-

5HT (log M)

Figura 54: Curva dosis respuesta del esfinter de la arteria pulmonar de tortuga marina Caretta caretta neonata

frente a serotonina (5HT).

4.2.1.1.2 Efecto de la acetilcolina:
En el esfinter de la arteria pulmonar la contraccién inducida por la acetilcolina tuvo un Emax

(g) de 1,183+0,09 y pD, de 6,784+0,18 n = 8 (Tabla 12) Su efecto contractil esta

representado en la figura 55.
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Figura 55: Curva dosis respuesta del esfinter de la arteria pulmonar de tortuga marina Caretta caretta neonata

frente a acetilcolina (ACh).
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ESFINTER DE SHT ACh

LA Emax (8) 2,31+0,83 1,183+0,09
ARTERIA pD; 5,273+0,45 6,784+0,18
PULMONAR n 4 8

Tabla 12: Efecto maximo y potencia de la serotonina (5HT) y la acetilcolina (ACh) en la arteria pulmonar (AP) de

tortuga marina Caretta caretta neonata.

En la figura 56 Se representan la accidn de los dos neurotransmisores: serotonina y

acetilcolina sobre el esfinter de la arteria pulmonar en tortugas marinas neonatas.

Esfinter arteria pulmonar Carreta caretta neonata

4-
-o- Ach
D3
§ -~ S5HT
3 24
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g1
=
(&)
0-

(log M)

Figura 56: Efecto de la serotonina (5HT), acetilcolina (ACh) y adrenalina en el esfinter de la arteria pulmonar de

tortuga marina Caretta caretta neonata.

4.2.1.1.3 Efecto de la adrenalina:
En el esfinter de la arteria pulmonar la respuesta inducida por la adrenalina es relajante con
un Emax (% de Papav.) de 31,28+2,87 y un pD> de 6,156+1,27, n =11 (Tabla 13). La figura 57

representa su curva de relajacién.
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Figura 57: Curva dosis respuesta del esfinter de la arteria pulmonar (ESF) de tortuga marina Caretta caretta

neonata frente a adrenalina.

ESFINTER ADRENALINA
DE LA Emex (% de Papav.) -31,28+2,87
ARTERIA pD; 6,15621,27
PULMONAR n 11

Tabla 13: Efecto méximo y potencia de la adrenalina en el esfinter de la arteria pulmonar (ESF) de tortuga

marina Caretta caretta neonata.

4.2.1.2 Caracterizacion de las respuestas in vitro del parénquima

pulmonar:

4.2.1.2.1 Efecto de la acetilcolina:
En el parénquima pulmonar la contraccidn inducida por la acetilcolina tuvo un Emax (g) de
1,930+0,33 y pD, de 5,248%0,55 n =13 (Tabla 14). Su curva de contraccion esta

representada en la figura 58.
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Figura 58: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de tortuga marina Caretta caretta neonata frente a

acetilcolina (ACh).

4.2.1.2.2 Efecto de la adrenalina:
En el parénquima pulmonar la contraccion inducida por la adrenalina tuvo un Emax (g) de
0,56+0,06 y pD> de 5,864+0,25, n =8 (Tabla 14). La curva de contraccion estd representada
en la figura 59.
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Figura 59: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de tortuga marina Caretta caretta neonata frente a

adrenalina.
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4.2.1.2.3 Efecto de la histamina:
En el parénquima pulmonar la contraccién inducida por la histamina tuvo un Emax (g) de
0,952+0,12 y pD; de6,315+0,78 n =13 (Tabla 14). La figura 60 representa su curva de

contraccion.

Parénquima pulmonar Caretta Carreta neonata
1.5

1.0+
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Figura 60: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de tortuga marina Caretta caretta neonata frente a

histamina.
ACh ADRENALINA HISTAMINA
Emax (8) 1,930+0,33 0,56+0,06 0,952+0,12
PARENQUIM pD> 5,248+0,55 5,864+0,25 6,315+0,78
A n 13 8 13
PULMONAR

Tabla 14: Efecto maximo y potencia de la acetilcolina (ACh), la adrenalina y la histamina en el parénquima

pulmonar de tortuga marina Caretta caretta neonata.

En la figura 61 encontramos representada la accién de la acetilcolina, la adrenalinay la

histamina en el parénquima pulmonar.
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Figura 61: Efecto contractil de la acetilcolina (ACh), la adrenalina y la histamina en el parénquima pulmonar de

tortuga marina Caretta caretta neonata.

4.3 RESULTADOS OBTENIDOS EN TORTUGAS DE AGUA DULCE
(Trachemys scripta):

4.3.1 Estudios funcionales:

4.3.1.1 Caracterizacion de las respuestas in vitro de la arteria
pulmonar:

4.3.1.1.1 Efecto de la serotonina:
En la arteria pulmonar la contraccion inducida por la serotonina tuvo un Emax (g) de
0,858+0,18 y pD, de 5,039+0,62 n = 4 (Tabla 15). Su contraccidén esta representada en la
figura 62.
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Figura 62: Curva dosis respuesta de la arteria pulmonar (AP) de tortuga de agua dulce Trachemysscripta frente

a serotonina (5HT).

4.3.1.1.2 efecto de la acetilcolina:
En la arteria pulmonar la contraccion inducida por la serotonina tuvo un Emax (g) de
1,825+0,005 y pD, de 5,328+0,25 n =3 (Tabla 15). La figura 63 representa su curva de

contraccion.
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Figura 63: Curva dosis respuesta de la arteria pulmonar (AP) de tortuga de agua dulce Trachemysscripta frente

a acetilcolina (ACh).

136



4.3.1.1.3 Efecto de la adrenalina:
En la arteria pulmonar la contracciéon inducida por la serotonina tuvo un Emax (g) de 1,2+0,24

y pD2de 6,735£0,39 n =5 (Tabla 15). Su efecto contractil estd representado en la figura 64.

Arteria pulmonar Trachemys
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Figura 64: Curva dosis respuesta de la arteria pulmonar (AP) de tortuga de agua dulce Trachemys scripta frente

a adrenalina.
S5HT ACh ADRENALINA
Emax (8) 0,858+0,18 1,825+0,005 1,2+0,24
ARTERIA pD> 5,039+0,62 5,328+0,24 6,735+0,39
PULMONAR n 4 3 5

Tabla 15: Efecto maximo y potencia de la serotonina (5HT), acetilcolina (ACh) y la adrenalina en la arteria

pulmonar de Trachemys scripta.

En la figura 65 se representan las curvas concentracién respuesta en anillos de la arteria

pulmonar frente a serotonina, acetilcolina y adrenalina.

137



Arteria pulmonar Trachemys

2.0+
-e- Ach

@ 1.5- -o- 5HT
5 -~ Adrenalina
S 1.0
o
5 05
g 5

0.0-

10 -9 8 -7 6 -5 -4 -3
(log M)

Figura 65: Efecto contractil de la serotonina (5HT), la acetilcolina (ACh) y la adrenalina en la arteria pulmonar

(AP) de Trachemys scripta.

4.3.1.2 Caracterizacion de las respuestas in vitro del parénquima
pulmonar:

4.3.1.2.1 Efecto de la serotonina:
En el parénquima pulmonar la contraccién inducida por la serotonina tuvo un Emax (g) de

1,87040,32 y pD2>de 4,22340,52 n =8 (Tabla 16). Su efecto estd representado en la figura 66.
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Figura 66: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de Trachemys scripta frente a serotonina (5HT).

138



4.3.1.2.1 Efecto de la acetilcolina:
En el parénquima pulmonar la contraccidn inducida por la acetilcolina tuvo un Emax (g) de

1,726+0,19 y pD;, de 5,003+0,54 n = 11 (Tabla 16). Su efecto esta representado en la figura
67.
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Figura 67: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de Trachemys scripta frente a acetilcolina (ACh).

4.3.1.2.2 Efecto de la adrenalina:
En el parénquima pulmonar la contraccién inducida por la adrenalina tuvo un Emax (g) de

1,487+0,08 y pD, de 5,877+0,09 n = 3 (Tabla 16). La curva de contraccion esta representada
en la figura 68.
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Figura 68: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de Trachemys scripta frente a adrenalina.
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4.3.1.2.3 Efecto de la histamina:
En el parénquima pulmonar la contraccién inducida por la histamina tuvo un Emax (g) de
2,106+0,27 y pD;, de 4,084+0,27 n =8 (Tabla 16). La curva de contraccién estd representada

en la figura 69.
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Figura 69: Curva dosis respuesta del parénquima pulmonar de tortuga de agua dulce Trachemysscripta frente a

histamina.
S5HT ACh ADRENALINA HISTAMINA
Emax (8) 1,87+0,32 1,726+0,19 1,487+0,08 2,10610,27
PARENQUIMA pD2 4,223+0,52 5,003+0,54 5,877+0,09 4,084+0,27
PULMONAR n 8 11 3 8

Tabla 16: Efecto maximo y potencia de la serotonina (5HT), acetilcolina (ACh), adrenalina e histamina en la

arteria pulmonar de Trachemys scripta.

En la figura 70 encontramos representadas las curvas de contraccién del parénquima

pulmonar en presencia de acetilcolina, histamina y adrenalina.
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Figura 70: Efecto contrdctil de la serotonina (5HT), la acetilcolina (ACh), la adrenalina y la histamina en el

parénquima pulmonar de tortuga de agua dulce Trachemysscripta.
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5. DISCUSION
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Las respuestas obtenidas en los diferentes tejidos nos han llevado a entender el origen y la
fisiopatologia de esta enfermedad en Caretta caretta, hasta ahora nunca antes estudiada. El
estudio ha sido realizado con el esfinter de la arteria pulmonar de la especie Caretta caretta
debido a la disponibilidad de muestras, pero ha sido descrito en otras especies de tortugas
marinas [37, 38, 53, 54]. En las especies de tortugas marinas que bucean a gran
profundidad, como es el caso de Dermochelys coriacea, la pared muscular del esfinter de la
arteria pulmonar presenta un mayor numero y densidad de células musculares si se

compara con la histologia encontrada en Caretta caretta [54, 115].

Para entender la fisiopatologia de esta enfermedad hemos estudiado la respuesta de los
diferentes tejidos a los principales neurotransmisores del sistema nervioso simpatico y
parasimpatico. Ademds, hemos comprobado la existencia de este esfinter en la arteria
pulmonar de animales neonatos de la especie Caretta caretta y estudiado su funcionalidad.
Por ultimo, hemos comparado su respuesta con la obtenida en los mismos tejidos de
tortugas de la especie Trachemys scripta, puesto que se trata de reptiles que no bucean a
grandes profundidades.

A continuacién se describen los principales resultados obtenidos en los tejidos procedentes

de ejemplares de Caretta caretta adulta:

- La arteria pulmonar, el esfinter de la arteria pulmonar y las arterias
intrapulmonares contraen cuando son expuestas a acetilcolina y serotonina, tal y como
sucede en la arteria pulmonar humana y de otras especies de mamiferos [116-119] y estd en

linea con estudios previos en tortugas [29, 120].

- La contraccion en presencia de acetilcolina a nivel del esfinter de la arteria
pulmonar es mas fuerte que en el resto de las regiones de la arteria, debido a la gran
cantidad de células musculares que contiene su pared. Esta contraccion también es mas
intensa que la obtenida en tortugas Trachemys scripta Ademads, los resultados
inmunohistoquimicos realizados en esta region nos indican la presencia principalmente de
receptores muscarinicos tipo M2 y M3 en el las células musculares lisas del esfinter de la
arteria pulmonar, cuya funcion es contractil. Este nivel de contraccidon supone la oclusién

completa de la arteria.
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- El parénquima pulmonar contrae en presencia de acetilcolina. En él podemos
confirmar la presencia de receptores M2 localizados en las células musculares lisas y
responsables de su contraccién, receptores M3 también en las células musculares lisas y con
funcién contractil y receptores M4 responsable de la regulacién de tono de la musculatura
lisa. Para valorar la viabilidad del tejido también se empled serotonina, siendo la respuesta

del tejido contractil.

- Cuando exponemos los tejidos frente adrenalina la respuesta obtenida es diferente.
En el caso de las arterias intrapulmonares y el parénquima pulmonar la respuesta es
contractil. Por lo que respecta a la expresion de receptores adrenérgicos en el parénquima
pulmonar encontramos en su mayoria receptores adrenérgicos a; en el sistema vascular,
responsables de su contraccion. En el caso de la arteria pulmonar y su esfinter la respuesta
es claramente vasodilatadora, en el caso del esfinter de la arteria pulmonar se observé una
expresion positiva y una distribucion del receptor adrenérgico B2 principalmente a lo largo
del citoplasma celular de las células musculares lisas. Su accién supone la relajacion de las
células musculares lisas.

- Cabe destacar que los anticuerpos disponibles son de mamiferos por lo que la

especificidad de los anticuerpos frente a los receptores en los reptiles sigue siendo incierta.

Los resultados obtenidos en ejemplares neonatos de Caretta caretta coinciden con los
descritos en los ejemplares adultos, lo que indica que cuentan con este sistema desde el

inicio.

En el caso de las respuestas obtenidas en los ejemplares de Trachemys scripta cabe
destacar:

- A diferencia de lo que sucede en Caretta caretta, cuando exponemos los tejidos de
Trachemys scripta frente a adrenalina la respuesta es contractil en todos los casos.
Lo primero que debemos sefialar es que los resultados demuestran la diferencia de la
respuesta de la arteria pulmonar entre un buceador superficial (Trachemys scripta) y un
buceador profundo (Caretta caretta).
Ademas, las tortugas de la especie Trachemys scripta no presentan esfinter en la arteria

pulmonar, por lo que esta estructura anatomica supone una adaptacion fisioldgica crucial en
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tortugas marinas. Las respuestas divergentes entre Trachemys scripta y las obtenidas en
Caretta caretta muestran un mecanismo evolutivo distinto gracias al cual las tortugas
marinas pueden evadir los problemas derivados de la presiéon, como es el sindrome
descompresivo, asi como gestionar sus reservas de oxigeno durante el buceo. El fallo de
este mecanismo ayuda a explicar la elevada incidencia de embolia gaseosa encontrada en

tortugas marinas capturadas por redes de pesca [12, 121].

La respuesta al buceo es un reflejo observado en estos tortugas marinas que ya hemos
detallado anteriormente y que principalmente se trata de un conjunto de cambios
cardiovasculares causados por el aumento del tono parasimpatico. Como consecuencia
produce bradicardia y vasoconstriccion periférica, lo que supone una reduccién del gasto
cardiaco [13, 122, 123]. En condiciones normales esta respuesta se utiliza para conservar las
reservas de oxigeno disponible para los érganos vitales, como son el cerebro y el corazdn,
reduciendo el flujo sanguineo y con ello la funcién de algunos érganos como son los rifilones
o los pulmones; ayudando a reducir el consumo de oxigeno total [13, 31, 46] y permitiendo

las inmersiones tan prolongadas que realizan estos animales.

Como ya hemos detallado las inmersiones voluntarias aerdbicas en Caretta caretta varian
desde 7 minutos en animales pequefios (2-15kg) hasta 27 minutos en ejemplares mas
grandes (20kg) [13]. Aun asi esta especie puede bucear durante periodos de mas de tres

horas debido a su elevada capacidad anaerdbica [13, 123].

El buceo se inicia tras la inhalacién [13] siendo el pulmdn el mayor reservorio de oxigeno.
Aun asi el acceso al oxigeno requiere que la region de intercambio gaseoso (alveolo) no esté
colapsada cuando el pulmén estd perfundido. A medida que la presién aumenta con la
profundidad los alvéolos se comprimen causando derivaciones intrapulmonares que
reducen el intercambio gaseoso [35], similar al colapso alveolar descrito en mamiferos
marinos. Como consecuencia, para utilizar el oxigeno almacenado en el pulmoén, las
inmersiones deberian ser menos profundas que la profundidad a la que los alvéolos se
colapsan y el intercambio gaseoso cesa. Las tortugas de la especie Caretta caretta
permanecen el 90% de su tiempo a profundidades menores a 40 metros [86]. En un estudio

previo en el que se introdujo a las tortugas marinas en cdmaras hiperbaricas con el fin de
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recrear las condiciones de presion durante el buceo se observé que durante el mismo se
producia un shunt que desviaba la circulacién pulmonar y establecié que el colapso alveolar

se producia a profundidades mayores a 80 metros [35].

Pero los estudios indican que la mayoria de las inmersiones en Caretta caretta son a menor
profundidad que a la que se produce el colapso alveolar. Si todo fuese como lo descrito
anteriormente, en esta especie el nitrégeno se absorberia de forma constante, lo que
supondria un elevado riesgo de embolia gaseosa incluso en inmersiones rutinarias. Sin
embargo, ya hemos explicado que esto no sucede asi y que se debe en gran medida a su

capacidad de realizar shunts a nivel cardiaco.

El papel de las derivaciones cardiacas ha sido muy estudiado en tortugas de agua dulce y en
una amplia variedad de reptiles [56, 61, 65, 66, 120]. Como ya hemos explicado, las
derivaciones derechas-izquierdas desvian la circulacion pulmonar hacia la circulacién
sistémica. De esta forma minimizan el intercambio gaseoso, reduciendo también la
absorcién de nitrégeno durante el buceo y minimizando la formaciéon de burbujas durante el
ascenso. Durante el buceo, por accidn del sistema nervioso parasimpatico (mediado por la
acetilcolina) se produce una reduccién de la frecuencia cardiaca y un aumento de la
resistencia vascular pulmonar, que junto a la derivaciéon derecha-izquierda reduce la

perfusién pulmonar [62, 65, 124, 125].

La presente tesis doctoral explica un mecanismo de derivacion nuevo y especifico de
tortugas marinas que implica la contraccidn de la arteria pulmonar y su esfinter cuando esta
bajo control parasimpatico, asi como la contraccién del parénquima pulmonar. La oclusidon
completa de la luz del vaso impide la perfusién pulmonar e induce una derivacién cardiaca
derecho- izquierdo de tal forma que el flujo cardiaco se redirige hacia la circulacién

sistémica.

La activacion del sistema nervioso simpatico supone un aumento de la frecuencia cardiaca y
del flujo sanguineo y una reduccién de la derivacion derecha- izquierda, lo que implica una
mayor perfusién pulmonar [56, 61, 66, 120]. Los resultados de la accion del sistema nervioso

simpatico sobre el esfinter de la arteria pulmonar sugieren que esta estructura desarrolla un
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importante papel vasomotor condicionando la direccién del flujo sanguineo en estas

especies.

Los resultados derivados de nuestro estudio nos permiten entender que durante el buceo el
animal se encuentra bajo una respuesta predominante del sistema nervioso parasimpdtico
manteniendo el esfinter cerrado junto con una marcada bradicardia y no permitiendo la
perfusién pulmonar y la subsiguiente difusion de nitrégeno, evitando asi el riesgo de
descompresion durante el ascenso. Los resultados obtenidos en Caretta caretta demuestran
lo expuesto anteriormente: tanto la arteria pulmonar, su esfinter, la arteria intrapulmonary
el parénquima pulmonar muestran una respuesta claramente contractil cuando son
expuestos a acetilcolina y serotonina. En consecuencia, la liberacion de acetilcolina debido
al incremento del tono parasimpatico, indica que la respuesta al buceo colabora en la

constriccién tanto de la arteria pulmonar como de su esfinter.

Sin embargo, ante un estimulo estresante y especialmente si es prolongado, el sistema
nervioso simpatico induciria una liberacién de adrenalina, que a concentraciones elevadas
supondra la apertura del esfinter, con la consecuente perfusién pulmonar y que facilitara la
absorcion del nitrégeno pulmonar por difusidon pasiva. En consecuencia, si una tortuga se
queda atrapada en una red, el estrés y el aumento de la actividad muscular al intentar
escapar eleva la respuesta simpatica y con ello la liberacién de adrenalina [60, 61, 69, 126].
Ademads, como ya hemos tratado en la introduccidn se ha demostrado el aumento de acido
lactico (indicador de la actividad muscular elevada) en las tortugas marinas que han sido
capturadas [88, 105]. La estimulacién simpatica prolongada revertira la bradicardia inducida
por el buceo, aumentando el gasto cardiaco. Ademds, la taquicardia inducida por el
estimulo simpatico facilitara la rapida diseminacion del nitrégeno por el torrente
circulatorio. Estudios en tortugas marinas tras ser capturadas demuestran que el
incremento de las catecolaminas supone un aumento de la frecuencia cardiaca y la
perfusidon pulmonar [21, 56, 57, 61, 63]. El tiempo atrapada en las redes y la profundidad
favorecen una mayor absorcidn de nitrogeno disuelto en sangre que podra transformarse

en embolia gaseosa durante el ascenso a la superficie [12, 121, 127].
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En resumen, el presente estudio propone que el mecanismo principal que causa la embolia
gaseosa en las tortugas capturadas en las redes de pesca es el aumento del tono simpatico y
su consecuente liberacion de catecolaminas. Esto supone la apertura del esfinter de la
arteria pulmonar y con ello el fallo del mecanismo fisioldgico que regula tanto la ventilacién
como la perfusidon de los pulmones, conserva el oxigeno y minimiza la absorcién de

nitrogeno.

Por lo tanto, esta estructura anatdmica es un rasgo diferencial conservado y relacionado con
el buceo a profundidad que proporciona una estrategia para reducir los problemas
relacionados con el mismo y a la vez supone un acceso selectivo a las reservas pulmonares

de oxigeno cuando sea necesario.

Este trabajo proporciona una nueva e importante clave en la comprension de la
fisiopatologia del sindrome descompresivo en tortugas marinas, explicando el
funcionamiento normal de una estructura hasta ahora poco estudiada, el esfinter de la
arteria pulmonar y su respuesta durante la captura accidental. De esta forma establece uno
de los mecanismos protectores mds importantes que se desestabiliza al interaccionar estas

especies con las artes de pesca actuales.

Los resultados presentados proporcionan un nuevo paradigma a considerar en muchos
aspectos diferentes de la investigacion actual de tortugas marinas, desde aspectos
fisiopatoldgicos basicos sobre adaptaciones de buceo, manejo y tratamiento de tortugas
enfermas vivas que han quedado atrapadas accidentalmente, aspectos en disefio de
estrategias y dispositivos de mitigacidon de impacto de captura incidental, implicaciones en
las estimaciones de supervivencia para proyecciones de poblacién o incluso aspectos tales
como riesgos adicionales asociados con la investigacion del trabajo de campo o arrastre de
fondo en ciertas areas para la eliminacién y reubicacién de tortugas marinas propuestas,

cuando se requiere la captura de tortugas de buceo gratuitas.

Multiples estudios revelan que la captura accidental en redes de pesca tiene efectos

significativos en la fisiologia de las tortugas marinas [104-106, 128, 129].
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La investigacidn en otras regiones del planeta y en otras especies de tortugas marinas es de
vital importancia para comprender todos los factores que pueden influir en esta
enfermedad, como tipo de pesca, profundidad, drea geogrdfica, condiciones ocednicas,

especie y caracteristicas individuales.

En muchos casos se han realizado encuestas a los pescadores que permiten estimar la
mortalidad directa que sufren las tortugas como consecuencia de la captura. Sin embargo,
también es necesaria la determinacién de la mortalidad post-captura, es decir, teniendo en
cuenta la probabilidad de que el animal pueda morir tras ser capturado vivo y devuelto
posteriormente al mar. Pero precisamente en las estimaciones de la mortalidad posterior a
la captura existe una gran brecha de conocimiento siendo estos datos esenciales para
comprender mejor el impacto real que la pesca puede tener en la poblacidn de tortugas
marinas y para obtener informacion mas util en el manejo de poblaciones [71]. En este
sentido, el Unico método disponible son los dispositivos conocidos como PSAT tags o pop-up
tags, disefiados inicialmente para el seguimiento de grandes peces pero adaptados
posteriormente al estudio de la mortalidad en tortugas marinas. Se trata de unos aparatos
gue se colocan en el caparazon de las tortugas capturadas de forma accidental, por lo que al
ser devueltas al mar se puede realizar un seguimiento durante un periodo determinado de
tiempo. Estos aparatos se pueden programar para registrar la profundidad (m) y la
temperatura (° C) cada 2 s, y el nivel de luz cada 10 s. Los datos se almacenan en partes de
14 segmentos (de profundidad y temperatura) que cubren los rangos de 0 a> 250 m (y hasta
500 m) y de 5 a> 32° C, respectivamente. Esto permite ver los patrones de inmersion de

cada tortuga liberada.

Trabajos futuros estaran dirigidos a definir aln mas las variables de riesgo y establecer

medidas de mitigacion efectivas en pesca.

Esta patologia debe estar dentro de los diagndsticos diferenciales de cualquier tortuga
marina que haya sido capturada por redes de pesca a profundidad y llevada a superficie de
forma involuntaria. Hasta el momento, lo comprobado es que no se requieren
profundidades muy elevadas para desarrollar sindrome descompresivo en estos animales

puesto que hay casos reportados capturados a 10 metros de profundidad.
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(1) La presente tesis doctoral explica un mecanismo de derivacidon cardiaca nuevo vy
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especifico de tortugas marinas que implica la contraccién de la arteria pulmonary su
esfinter cuando estd bajo control parasimpatico, asi como la contraccion del
parénquima pulmonar. La oclusién completa de la luz del vaso impide la perfusion
pulmonar e induce una derivacidn cardiaca derecha- izquierda de tal forma que el

flujo cardiaco se redirige hacia la circulacidn sistémica.

El presente estudio propone que el mecanismo principal que causa la embolia
gaseosa en las tortugas capturadas en las redes de pesca es el aumento del tono
simpatico y su consecuente liberacién de catecolaminas. Esto supone la apertura del
esfinter de la arteria pulmonar y con ello el fallo del mecanismo fisiolégico que

protege frente a esta patologia.

Los resultados presentados proporcionan un nuevo paradigma a considerar en
muchos aspectos diferentes de la investigacidon actual de tortugas marinas, desde
aspectos fisiopatoldgicos basicos hasta aspectos relacionados con el disefio de

estrategias y dispositivos de mitigacién de impacto de captura incidental.

Los resultados obtenidos no solo demuestran la importancia de continuar con los
estudios en tortugas marinas sino de profundizar mds en los mecanismos
anatomicos y fisiolégicos de las diferentes especies de mamiferos marinos al

considerarse que también podrian sufrir esta patologia.
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9. INDICE ABREVIATURAS
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5HT: Serotonina

ACC: Ancho del caparazén en curvo
ACC: Arteria cardtida comun

Ach: Acetilcolina

ATP: Adenosin trifosfato.

BCT: Tronco braquiocefalico

Br: Arteria braquial

BSA: Albumina sérica bovina

CA: cavum arteriosum

CaCly:Cloruro de calcio

CC: Caretta caretta

Ce: Arteria celiaca

CK: Creatin quinasa

Cl,Mg: Cloruro de magnesio

Co: Arteria costal

CO,: Diéxido de carbono

CV: Cavum pulmonale

DAo: Arteria aorta dorsal

DEPC: Agua dietilpirocarbonato

Di: Arteria digital

DMEM:Medio dulbecco’s modified eagle
DMSO: Dimetil sulféxido

DV: Dorso- ventral

EDTA: Acido estilendiaminotetraacético
EGTA: Acido etilenglicol tetraacético
Emax: Efecto méximo

Es: Arteria esofagica
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Exl: Arteria iliaca externa

Fe: Arteria femoral

Ga: Arteria gastrica

HCI: Acido Clorhidrico

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1piperazino etanosulfénco
Inl: Arteria iliaca interna

KCI: Cloruro potdsico

KHPO,: Bifosfato potdsico

LA: Auricula izquierda

LAo: Arteria aorta izquierda

LCC: Longitud del caparazén en curvo
L-L: Latero- lateral

LPa: Arteria pulmonar izquierda

L-R: Derivaciones izquierdo - derechas
MgS0,: Sulfato de magnesio

N,: Nitrogeno

NaHCOs: Bicarbonato sédico

PBS: Tampon salino sulfto

pCO;: Presion parcial de didxido de carbono
pD2: Potencia del farmaco

PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride
PS: Esfinter pulmonar

PVDF: Polifluoruro de vinilideno

RA: Auricula derecha

RAo: Aorta derecha

R-L: Derivaciones derecho —izquierdas

RMN: Resonancia magnética
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RMUs: Unidades de gestion regional

RPA: Arteria pulmonar derecha

SDS: Dodecilsulfato sédico

SNA: Sistema nervioso auténomo

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico

TAC: Tomografia axial computerizada

TEDs: Sistemas de exclusién de tortugas marinas

TEMED: Tetramethylethylenediamine para electrophoresis

V: Ventriculo
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