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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la concentracion de 16 plaguicidas
organoclorados (POC) en plasma sanguineo de tortugas marinas anidadoras de
caguama (Caretta caretta), que se relacionaron con los valores obtenidos de la
bioquimica sanguinea y hemograma (parametros sanguineos). Para la determinacion
de los POC, se colectaron muestras de sangre en 37 tortugas que anidadoron en la
playa Aventuras-DIF, una de las principales zonas de anidacion de esta especie en
Quintana Roo, México. Adicionalmente, se obtuvieron 26 muestras sanguineas para
determinar siete valores de bioquimica sanguinea (aspartato amino transferesa o AST,
lactato deshidrogenasa o LDH, glucosa, albumina, acido urico, urea nitrdgeno o BUN y
urea) y 11 para hemograma (glébulos rojos o RBC, glébulos blancos o WBC,
hematocrito o HTO, linfocitos, heterdfilos, monocitos, eosindfilos y basodfilos). Las
concentraciones promedio de POC mas altas, de manera individual, estuvieron dadas
por el B-HCH (4.97ng/ml) y p,p’-DDT (4.87 ng/ml), y por sumatoria de familia, fueron la
>HCH (6,85 ng/ml) y Zheptacloros (2.85 ng/ml); las concentraciones mas bajas
estuvieron dadas por endrin aldehido (0.93 ng/ml), p,p"-DDD (0.94 ng/ml) y p,p’-DDE
(1.06 ng/ml), y por sumatoria de familia la XDDT’s (2.13 ng/ml). Estas concentraciones
de POC fueron consideradas como relativamente bajas comparadas con otros estudios
que consideran esto mismo para otras poblaciones de tortugas marinas. Se encontro
que la mayoria de los parametros de la bioquimica sanguinea (AST y LDH, urea, BUN)
y del hemograma estuvieron cercanos a los promedios o dentro de los rangos
reportados para otras tortugas de diferentes regiones geograficas del mundo y
aparentemente saludables o en estado de anidacidén normal; Unicamente los valores de

glucosa, albumina, acido urico y los baséfilos se mostraron diferentes. Se encontraron



correlaciones entre algunos POC con los parametros sanguineos de manera positiva o
negativa (glucosa |, albumina |, LDH |, RBC 1, heterdfilos |, linfocitos 1, eosindfilos 1,
monocitos 1 y basdfilos 1). Estas correlaciones no demuestran causa-efecto, pero
sugieren que las variaciones de las sustancias corporales posiblemente estan siendo
moduladas por los POC y que, al parecer, las tortugas marinas son sensibles

fisioldgicamente a bajas concentraciones de los POC.

Palabras clave: Tortuga marina, Caretta caretta, bioquimica sanguinea, hemograma,

plaguicidas organoclorados.



INTRODUCCION

México es uno de los paises mas diversos en flora y fauna, siendo los reptiles uno de
los grupos con mayor importancia (Zurita et al., 1993) y al cual pertenecen las tortugas
marinas (Marquez, 1996). En México, se encuentran siete de las ocho especies de
tortugas marinas, de las cuales cuatro (Chelonia mydas, Caretta caretta, Eretmochelys
imbricata y esporadicamente Dermochelys coriacea) llegan a las costas de Quintana
Roo (Viveros, 1992; Herrera, 2011). Desafortunadamente, todas las especies estan en
alguna categoria de riesgo (Wallace et al., 2011).

Los reptiles son organismos vertebrados de respiracion pulmonar. Son poiquilotermos o
ectotermos; es decir, regulan su temperatura a partir de la temperatura ambiental
mediante mecanismos metabdlicos y conductuales (Marquez, 1996). Las tortugas
marinas se caracterizan por ser migratorias, tienen una distribucién que abarca los
mares tropicales y subtropicales de todo el mundo (Camifas, 2002; Secretaria CIT,
2004), donde pasan la mayor parte de su vida y solo en la época de desove salen a
tierra firme (Frazier, 2001). Presentan ciclos de vida especializados y complejos, con
lentas tasas de crecimiento y una madurez sexual tardia que difiere segun la especie
(Caminas, 2002; Secretaria CIT, 2004). El apareamiento se realiza en el mar y ocurre
con intensidad a pocas semanas antes de iniciar la temporada de desove; cada hembra
puede desovar desde dos hasta siete ocasiones por temporada, segun la especie, edad
y condicion de salud (Marquez, 1996).

A nivel ecologico, las tortugas marinas juegan un papel importante en los ambientes
marinos, por ejemplo, mantienen la diversidad en los arrecifes (Frazier, 2001; Choi y
Eckert, 2009); actuan como controladoras de habitats y poblaciones de otras especies

(CONANP, 2011); forman parte de complejas cadenas alimenticias (Herrera, 2011), que

1



varian segun la especie, etapa de crecimiento, localidad, temporada y comportamiento
(Frazier, 2001). Debido a que su habitat comprende bastas extensiones marinas, estos
animales son considerados indicadores del estado de salud de ambientes marinos y
costeros a escala local y global (Frazier, 2000; Labrada, 2011). A nivel internacional,
son consideradas especies bandera, lo que significa que son carismaticas y atraen la
atencion para protegerles a ellas, a sus habitats y otras especies asociadas, que son
menos llamativas (Frazier, 2000; Herrera, 2011).

La tortuga caguama (Caretta caretta) se caracteriza por presentar una alimentacion de
tipo omnivora, en las primeras etapas de su vida, y en adultos, se vuelve
completamente carnivora, con una dieta a base de peces, crustaceos, moluscos,
medusas, gasteropodos y caracoles (Viveros, 1992; Marquez, 1996). Su distribucion
abarca aguas templadas, tropicales y subtropicales de los océanos Atlantico, Pacifico e
indico (Marquez, 1996; CONANP, 2011). En la temporada de anidacion, llegan a tener
entre una a seis anidaciones por afio con intervalos de 14 dias; el tamafo de la nidada
va de 95 a 120 huevos con valores extremos de 40 a 160 (CONANP, 2011). La
poblacion de C. caretta que llegan a anidar a las costas de Quintana Roo, representa la
segunda mas importante del Atlantico occidental (Medellin 2009; CONANP, 2011) y son
una de las colonias con mayor diversidad genética, respecto a las del Atlantico norte
(Encalada et al., 1998; CONANP, 2011). Actualmente, se encuentra en peligro de
extincion y protegida a nivel mundial; en México, esta protegida bajo la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (Diario Oficial de la Federacion, 2010; Wallace et al., 2011).

Muchos son los factores que llevan a las tortugas marinas a catalogarlas como
“vulnerables”, “en peligro” o “peligro critico” (Camifas, 2002). Estos factores pueden ser

la pesca clandestina e incidental, comercializacion de sus huevos y carne, depredacion
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natural, destruccion o modificacién de sus habitats de anidacion, contaminacion de los
sitios de alimentacion, cambio climatico, etc. (Camifas, 2002; Medellin, 2009; Wallace
et al., 2011). Debido al riesgo en el que se encuentran la mayoria de las especies de
tortugas, en nuestro pais, se han creado desde hace tiempo iniciativas para su
conservacion, como son los planes de manejo, establecimiento de campamentos
tortugueros, veda permanente, prohibicion de artes de pesca, entre otras (Medellin,
2009).

Para conservar la vida silvestre, se requiere del entendimiento de varios factores, como
el conocimiento del estado de salud de los organismos, el cual se esta deteriorando por
todos los cambios que el ser humano ha hecho en sus habitats (Deem et al., 2001). Sin
embargo, evaluar la salud requiere de una gran variedad de analisis, como la
biogquimica sanguinea y hemograma (parametros sanguineos), examen fisico externo,
indice de condicion corporal, exposicion a agentes infecciosos y contaminantes, entre
otros (Deem et al., 2001; Padilla, 2008). La evaluacién de estos parametros puede
justificar la busqueda de mayor apoyo local e internacional para los esfuerzos de
conservacion (Deem et al., 2001).

Los parametros sanguineos, como la bioquimica sanguinea y hemograma, son utiles
para describir el estado fisiolégico y nutricional de los animales, asi como indicar
condiciones cronicas y patologias, anemias, inflamaciones y parasistemias (Lutz y
Dunbar-Cooper, 1987; Montilla et al., 2008; Padilla, 2008; Zhang, Gu y Li, 2011). En la
bioquimica sanguinea, se determinan las concentraciones de los constituyentes
corporales que se encuentran en el plasma o suero de la sangre (Montilla et al., 2008;
Padilla, 2008); mientras que con el hemograma se realiza el conteo de células rojas

(eritrocitos), blancas (leucocitos) y su diferenciacion (Wilkinson, 2004; Padilla, 2008).
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Los valores de estos parametros pueden servir para comparar con futuros datos de la
misma poblacion u otras poblaciones, determinar el efecto de perturbaciones (e.g.
climas extremos, ecoturismo, pérdida de habitats, etc.), realizar monitoreo a través del
tiempo, detectar enfermedades; o relacionarlas con otras variables de interés que
pudieran influir en sus valores, el largo del caparazon, etapas de vida, sexo, entre otros
(Deem et al., 2001; 2009).

Una de las perturbaciones que afectan a la fauna silvestre es la contaminaciéon por
sustancias toxicas, como los plaguicidas organoclorados (POC), los cuales se han
expandido hasta los océanos y alcanzan a una infinidad de organismos marinos. En las
zonas costeras y marinas, el origen de los contaminantes es debido principalmente a
fuentes terrestres que se depositan por escurrimientos, infiltraciones, erosion,
transporte atmosférico, descargas directas, entre otros (Cérdova et al., 2000; Aguilar,
2010). Una de las repercusiones de los contaminantes es su larga persistencia o
bioacumulacion en el ambiente (como es el caso de los plaguicidas organoclorados) y
su capacidad para ingresar y concentrarse paulatinamente en las redes troficas
(proceso de biomagnificacion), lo que genera cambios ecoldgicos negativos (Rendon,
2006).

Los plaguicidas son sustancias quimicas, que independientemente de sus beneficios,
resultan ser toxicos porque interfieren en algun sistema biolégico y carecen de
selectividad real, creando no solo dano a las especies “blanco”, sino también a aquellas
que no lo son (Ramirez y Lacasafa, 2001). Uno de los grupos mas sobresalientes son
los POC, que han sido ampliamente utilizados desde los afos 40's, pero que al
descubrirse sus efectos adversos, fueron prohibidos en muchos paises, aunque en

otros se siguen utilizando de manera clandestina (Monagas, 2007) o legal (Cérdova et
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al., 2000). En los paises en desarrollo, como algunos de Africa y America Central, el
uso de plaguicidas aun continta y es muy variable, y existen problemas para su gestion
(Ongley, 1997). En México, aun se usan algunos de estos plaguicidas o se encuentran
almacenados, como consecuencia de su uso en el pasado, pero se ha avanzado
significativamente en el control de varios de los compuestos establecidos en el
convenio de Estocolmo, aunque quedan acciones por realizar (Espinoza-Reyes et al.,
2007).

Los POC son compuestos sintéticos de hidrocarburos clorados, en cuya estructura
posee al ion cloro, también pueden asociarse atomos de oxigeno o azufre (Arias et al.,
1990; Ramirez y Lacasafia, 2001; Monagas, 2007). Debido a sus caracteristicas (alta
afinidad lipidica, alta estabilidad quimica y baja volatilidad) tienden a acumularse y
biomagnificarse en las cadenas alimenticias (Keithmaleesatti et al., 2009), lo que
favorece su persistencia en el ambiente y lenta biodegradabilidad (Ramirez y Lacasafia,
2001). La penetracion de estos plaguicidas a los organismos acuaticos puede ser a
través de la piel, branquias y el tubo digestivo, por medio de la ingesta de alimentos v,
su toxicidad depende de la especie, estado de desarrollo en el que se encuentren, asi
como de los factores ambientales (e.g. salinidad, temperatura, concentracién del
contaminante, grado de exposicidon de los organismos) (Espina y Vanegas, 2005).

A nivel mundial, se han reportado estudios sobre la exposicion a POC en una gran
variedad de especies acuaticas riberefias, estuarinas y marinas, dejando en claro hasta
donde llegan sus alcances a través de la cadena tréfica (e.g. Klavin§, Rodinov y
Vereskuns, 1998; Renddn, 2006; Storelli et al., 2008 [peces]; Fossi et al., 2000
[cetaceos]; Glennemeier y Begnoche, 2002 [anfibios]; Le Boeuf et al., 2002 [leones

marinosy).



A pesar de que las tortugas marinas son especies de vida libre, con grandes
desplazamientos y diferentes zonas de alimentacion, no estan exentas a la exposicion
de contaminantes; ademas, su larga tasa de vida puede favorecer la acumulacién de
compuestos persistentes, como los POC (Keller et al., 2004c). En estos animales, se ha
reportado la exposicion a POC (e.g. McKenzie et al., 1999; Gardner et al., 2003; Keller
et al., 2004a; Monagas, 2007; Innis et al., 2008; 2010; Garcia, 2011; Lazar et al., 2011;
Malarvannan et al., 2011), lo que revela que sus concentraciones se encuentran en
distintas etapas de su ciclo vida y, en dérganos y tejidos, como higado, riidn, tejido
adiposo, huevos y sangre (D’llio et al.,, 2011). También se han manifestado posibles
efectos que interfieren en el sistema inmune (Keller et al., 2006), producen disrupcién
endocrina (Colborn, Von Saal y Soto, 1993), danos al desarrollo embrionario (Clark y
Krynitsky, 1985), entre otros. Asi mismo, se han encontrado asociaciones de estos
contaminantes con los parametros sanguineos (Peden-Adams et al., 2002; Keller et al.,
2004c; Innis et al., 2008; Labrada, 2011; Camacho et al.,, 2013) o a enfermedades
(Monagas, 2007).

En relacion a los contaminantes y su asociacién con los parametros sanguineos, se ha
encontrado que las tortugas marinas tienen una alta sensibilidad fisiolégica a los
compuestos organoclorados, aun a bajas concentraciones (Keller et al., 2004c;
Labrada, 2011). Sin embargo, se ha sugerido que los resultados deben tomarse de
manera precautoria, ya que es necesario determinar la causa precisa de estas
relaciones, realizar estudios a nivel de laboratorio-campo, observar la sensibilidad en
distintas etapas de vida, entre otros (Keller et al., 2004c).

El estrés a factores ambientales, como el sonido extremo, temperaturas extremas,

inanicion, deshidratacion y contaminantes (e.g. POC, PCBs, metales pesados, etc.),
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pueden llevar al organismo a responder como una forma de adaptacién (Sonee et al.,
2010; Labrada, 2011), resultando en un desequilibrio del funcionamiento normal del
cuerpo (homeostasis), que conlleva a una perturbacién de la bioquimica sanguinea
(Sonne et al., 2010) y hemograma (Grasman, Scanlon y Fox, 2000). Sin embargo, entre
mas estresado esté un organismo, la probabilidad de supervivencia se reduce (Labrada,
2011). De esta manera, los contaminantes quimicos, como los POC, pueden modificar
el funcionamiento de los organismos. Por ejemplo, en tortugas marinas, la enzima
aspartato aminotransferasa (AST), se ha asociado a tejidos del musculo e higado
(Labrada, 2011), donde éste ultimo es el segundo tejido mas importante en
acumulacion de POC (Labrada, 2011; Gardner et al., 2003). Asi, una alteraciéon en la
AST puede estar correlacionada significativamente con algun POC, e indicaria un
posible dafio a los hepatocitos (células del higado), en respuesta a la exposicion del
contaminante que actua como un estresor (Keller et al., 2004c; Labrada, 2011). Como
posible mecanismo de respuesta, se ha mencionado que las sustancias toxicas al
producir estrés inducen a la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus
siglas en inglés), las cuales una vez liberadas danan los tejidos (e.g. rifiones, corazon,
pulmon, y en especial, al higado), como ha sido citado por Valdivia et al. (2007) en
tortugas marinas de Chelonia mydas agassizii. El dafo producido a los tejidos o células
del higado se ha visto asociado al incremento de la enzima AST en animales expuestos
a sustancias toxicas (Keller, 2003).

Otras formas de intervencion de los contaminantes organoclorados es la modulacién del
sistema inmune, causando la proliferacion de células blancas (e.g. linfocitos)
encargadas de la respuesta inmune o alterando la actividad de enzimas, como la

lisozima (secretada por los neutrofilos), que tiene actividad antibacterial y de respuesta
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a inflamaciones (Keller et al., 2006). También, estos contaminantes actuan como
inhibidores/activadores de sustancias del metabolismo (e.g. enzimas, hormonas) o
participan como falsas hormonas, donde mimetizan a éstas alterando los procesos
endocrinos y de reproduccion en los organismos (Labrada, 2011).

Las relaciones entre los contaminantes (e.g. POC) con los parametros sanguineos vy
sus cambios, pueden dividirse en efectos a érganos como higado (e.g. ALP, ALT, AST,
albumina, proteinas totales, colesterol), riidn (e.g. acido urico, creatinina, Mg, Na, BUN)
y otros relacionados con la energia del metabolismo, la digestién y la homeostasis
electrolitica (e.g. creatinina, glucosa, proteinas, acido urico, BUN, Mg, K, Na) (Keller et
al., 2004c; Sonne et al., 2010; 2012; Labrada, 2011). Algunos trabajos lo han reportado
en distintas especies animales (e.g. Kutlu et al., 2007; Sonne et al., 2008; 2010; 2012;
Camacho et al., 2013). Por ejemplo, en ratas hembras de laboratorio expuestas a dos
PCBs, observaron elevacion en la AST, ALT, ALP, urea y acido urico, con cambios en
los tejidos de rifiones e higado mediante estudios histopatoldgicos, indicando
nefrotoxicidad y hepatoxicidad (Kutlu et al., 2007). Sin embargo, la alteracion de
algunos parametros no siempre indica el mismo dafo en los organismos. Por ejemplo,
el incremento de nitrégeno ureico (BUN) en sangre de mamiferos, correlacionado con
ciertos POC puede indicar dafio renal; mientras que en tortugas marinas, estd mas
relacionado al estado nutricional y del metabolismo de las proteinas. En este sentido,
un nivel alto de BUN en sangre puede indicar una ingesta reciente y alta cantidad de
lipidos en la sangre, a los cuales estan unidos contaminantes lipofilicos para ser
transportados, revelan un incremento de los contaminantes que se encontraban en el

alimento consumido (Keller et al., 2004c).



Por otra parte, el aumento o la disminucion de los valores de los parametros
bioquimicos parece depender de la especie animal, ruta y tiempo de exposicién, y/o tipo
de compuesto (Sonne et al., 2010). Por ejemplo, en plasma de tortugas C. caretta la
disminucion de la albumina se ha visto asociada con compuestos organoclorados como
>clordanos y mirex (Keller et al., 2004c), pero una tendencia contraria se ha observado
con hidrocarburos aromaticos policiclicos, como el fluorantreno y fenantreno (Camacho
et al., 2013). De igual forma, el aumento de la enzima AST se ha asociado a mirex,
2DDTs, 2clordanos, 2PCBs, 2OC en plasma de tortuga C. caretta (Keller et al., 2004c);
sin embargo, en la tortuga C. mydas, se han observado correlaciones positivas con y-
HCH y Zciclodienos, y negativas con a-HCH (Labrada, 2011).

Las correlaciones entre los parametros sanguineos y los contaminantes, pueden servir
como biomarcadores de efecto, los cuales se caracterizan por ser mediciones
bioquimicas, fisioldgicas o de otras alteraciones dentro de tejidos o fluidos del cuerpo
de un organismo dado, ante la exposicion de una sustancia quimica. Sin embargo, para
que esto sea posible, deben realizarse una serie de analisis y comprobaciones en

campo y laboratorio para validar su uso (van der Oost, Beyerb y Vermeulenc, 2003).

ANTECEDENTES

En diferentes regiones geograficas del mundo, se han realizado estudios para obtener
los valores de los parametros sanguineos de las poblaciones de tortugas C. caretta,
donde también se han establecido relaciones o diferencias entre estos parametros con
el LCC (e.g. Deem et al, 2009), edad (e.g. Kakizoe et al., 2007), estadios o

comportamientos (e.g. Stamper et al.,, 2005; Casal et al., 2009; Deem et al., 2009;
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Basile et al., 2012), saludables y enfermas (e.g. Flint et al., 2010), epibiontes (Stamper
et al., 2005), contaminantes (e.g. Keller et. al., 2004c; Labrada, 2011), entre otros. La
mayoria de los trabajos han sido realizados en tortugas juveniles, subadultos o adultos,
pero Honarvar et al. (2011) mencionan que son escasos los estudios en tortugas
anidadoras y que debe reconocerse el potencial de sus valores durante la época de
reproduccién. Por ejemplo, estos autores establecieron los valores de referencia de la
bioquimica sanguinea de tortugas laud anidadoras (Dermochelys coridcea) en Africa, y
observaron como variaban con cada evento de anidacién durante una temporada. Las
variaciones obtenidas fueron atribuidas al estrés por la anidacién, al posible estado de
ayuno y pérdida de energia en cada anidacion. Goldberg et al. (2011) en hembras
anidadoras de C. caretta de Rio de Janeiro, observaron que las variaciones de algunos
parametros (e.g. calcio, fosforo, colesterol, triglicéridos, albumina) estaban mas
influenciadas por el estado reproductivo, mientras que en otros no (e.g. urea).
Asimismo, estudios mas integrales (Cuadro 1A), incluyen parametros sanguineos y la
determinacion de contaminantes, como los POC y metales pesados, con la finalidad de
que todos los analisis provean un mejor entendimiento de la salud en las especies
silvestres en conservacion y de los efectos antropogénicos (Deem et al.,, 2006). En
estos pocos trabajos, Deem et al. (2006; 2009) encontraron que las concentraciones de
POC en las tortugas estuvieron por debajo del limite de cuantificacién (20 ppb) y solo el
plomo, arsénico y mercurio se detectaron en un rango promedio de 0.05 a 200 ppb. Si
embargo, en estos trabajos no hay una busqueda de posibles asociaciones entre los
parametros sanguineos y los contaminantes medidos.

El reciente interés por conocer mas sobre las posibles afectaciones de los

contaminantes en los procesos metabolicos de diferentes especies animales
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(incluyendo a las tortugas marinas), ha hecho posible generar informacion al respecto.
Se ha encontrado que los contaminantes pueden afectar los valores de varios
parametros fisidlogicos con posibles impactos (Cuadro 1B) sobre 6rganos, como higado
y rinones, huesos, glandulas de sal y al sistema endocrino en tortugas marinas y otras
especies animales (Sonne et al.,, 2010; Camacho et al., 2013). Ademas, Keller et al.
(2004c) han mencionado que los POC podrian estar afectando la salud de las tortugas
expuestas a concentraciones menores, en comparacién a otras especies, aunque su
estudio sea meramente correlativo. Sin embargo, trabajos que se efectuan bajo
condiciones de laboratorio aseguran mas los posibles efectos, como lo demostraron
Lutcavage et al. (1995) y Keller et al., (2006), ambos en tortugas marinas juveniles de
C. caretta (cuadro 1B).

Todos estos autores concuerdan en que estos contaminantes no son los unicos que
pueden estar modulando los parametros sanguineos, sino que también pueden estar
influenciados por otras causas, como la edad, dieta, enfermedades, hidratacién y
factores ambientales (Sonne et al., 2010). Por tanto, recomiendan mas estudios para
revelar cual es el papel potencial de los contaminantes sobre los parametros
sanguineos en las tortugas (Peden-Adams et al., 2002; Camacho et al., 2013).

Con respecto a todo lo anteior, en México, la informacién publicada en tortugas marinas

es escasa Yy en la especie C. caretta practicamente es desconocida (Cuadro 1C).
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Cuadro 1. Estudios realizados en tortugas marinas

Autor Estudio y resultados | Especie y lugar
A. Estudios integrales
Deem et al. | Determinaron la bioquimica sanguinea y hemograma, Tortuga laud
(2006) examinacion fisica, proteinas plasmaticas, plaguicidas (Dermochelys
organoclorados y metales pesados. coriacea)
Republica de
Gabodn, Africa
Deem et al. | Compararon valores de la bioquimica sanguinea vy Tortuga caquama
(2009) hemograma en tortugas anidadoras, alimentandose vy C gtt 9 t
varadas. Realizaron examinacion fisica, proteinas (éezre a care a)
L eorgia, USA
plasmaticas, POC y metales pesados.
Innis et al. | Evaluaron parametros sanguineos, indice corporal, estado Tortuga laud
(2010) de nutricion, analisis parasitolégicos, microbiolégicos y (Dermochelys
toxicolégicos (metales pesados y POC). Solo selenio y coriacea)
cadmio tuvieron concentracion relativamente alta, los POC Atlantico
no fueron detectados. noroccidental,
USA

B. Estudios de relacién entre los parametros sanguineo y los contaminantes

Sonne et al. | Relacionaron compuestos organohalogenados con la
(2010) bioquimica sanguinea. Glucosa, creatinina y fosfatasa
X X . polluelos de aves
alcalina se correlacionaron negativamente (e.g. 2PCB,
) ; . rapaces
mirex), y la alanina amino transferasa (ALT), colesterol,
. L , - ) L P (Noreste de
acido urico, proteinas totales, bilirrubina total, acido urico:
. o . Noruega)
creatinina positivamente (e.g. p,p’-DDE, clordanos,
heptacloro hepoxido).
Lutcavage Estudiaron a nivel laboratorio, los cambios fisiolégicos y
et al. (1995) | patoldégicos ocurridos por exposicion a petréleo crudo
durante varios dias. Encontraron alta correlacion positiva Tortugas
con el WBC, reduccion del RBC, y cambios histolégicos en juveniles de
células de la piel de diferentes partes del cuerpo y en C. caretta
mucosas nasales. Las asociaciones se atribuyeron al (Florida, USA)
estrés producido por el contaminante y su toxicidad, y la
respuesta fue dependiente del tiempo de exposicion.
Peden- Relacionaron la bioquimica sanguinea y linfoproliferacion
Adams et al. | de células blancas con POC, PCBs y mercurio (Hg). Se Tortugas
(2002) correlacion6é de manera positiva la BUN, proteinas totales, juveniles C.
AST y globulina con la £PCBs; y negativamente la AST, | caretta (Carolina
calcio, proteinas totales y la BUN con heptacloro epoxido. del Sury
Sugieren que concentraciones bajas de contaminantes son | Georgia, USA)
capaces de alterar los parametros sanguineos.
Keller et al. | Determinaron y correlacionaron los niveles de POC vy
(2004c) PCBs con parametros sanguineos. Se correlaciono Tortuaas
negativamente el RBC, hemoglobina, HTO, linfocitos con 'uvenilgs de
la Zclordanos; glucosa con dieldrin y ¥DDTs; ALP con J
. ) o i C. caretta
mirex y >PCBs, y albumina con mirex; y positivamente la (Carolina del
AST con mirex, 2DDTs, Zclordanos, 2PCBs y >OCs; BUN Norte, USA)

con 2DDTs, Zclordanos, 2PCBs y 2OC; WBC con mirex,
>DDTs, 2clordanos, 2PCBs y 2OCs; eosindfilos con
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2PCBs, 2DDTs, 2POCs.

Keller et al. | Realizaron a nivel in vitro un estudio sobre el efecto de los

(2006) organoclorados sobre la inmunidad. Observaron L?/retlrj]ﬁzz
correlaciones negativas de la Zclordanos y DDE con la JC caretta
actividad de la lisozima, y positivas (e.g. DDE, XPCBs) con (Ce;rolina del
la proliferacion de los linfocitos. Se sugiere que los Norte, USA)
contaminantes modulan la respuesta inmune. ’

Camacho et | Evaluaron contaminantes organicos persistentes y su Tortugas
al. (2013) | posible efecto sobre los parametros sanguineos. .
: " . anidadoras de C.
Encontraron correlaciones positivas entre la enzima GGT caretta
con p,p’-DDE y 2POC vy los eosindfilos con p,p’-DDE; y (Cabo Verde

negativas entre los heterofilos con p,p’-DDE, albumina con

fenantreno y fluoranteno, acido urico con >PCBs. Africa Occidental)

C. Lo que se ha hecho en México

Lara (2011) | Establecio en tortugas con y sin fibropapilomas, los valores Tortugas
de referencia hematolégicos y bioquimicos de la region. | anidadoras de C.
Los valores difirieron con lo reportado por otros autores e mydasy E.
incluso varios de ellos se encontraban fuera de los imbricata
intervalos de referencia documentados. (El Cuyo,
Yucatan)
Garcia Comparoé la concentracion en sangre de los POC y PCBs Tortugas
(2011) entre tortugas anidadoras del Golfo de Meéxico. Las anidadoras E.
diferencias significativas fueron atribuidas al diferente nivel imbricata'y C.
trofico y dietas contrastantes de cada especie. mydas
(Campeche)

Labrada Evalu6 la talla del cuerpo, indice corporal, enzimas
(2011) antioxidantes, hormonas, parametros sanguineos vy Tortugas
contaminantes (organoclorados y metales pesados). | juveniles-adultos
Observo variaciones de los contaminantes con diversas | Chelonia mydas
variables (bioquimica sanguinea y el hemograma). (Tres lagunas
Correlaciones positivas se hallaron de varios POC vy costeras de la
metales pesados con los linfocitos, monocitos y la AST; y Peninsula de
negativamente con el conteo de linfocitos, heterdfilos, ALT, | Baja California)
colesterol, proteinas, glucosa y acido urico.

Es importante recordar que, las tortugas marinas son animales vertebrados longevos,
que pueden bioacumular contaminantes obtenidos de los alimentos, sedimentos y agua
(D’Llio et al., 2011). De estas tortugas, C. caretta esta mas propensa a almacenar
contaminantes (como los POC), debido a sus habitos alimenticios y a que se encuentra
en un nivel mas alto de la cadena tréfica marina (Mckenzie et al., 1999; D’Llio et al.,
2011). En las poblaciones anidadoras de Quintana Roo, algunas zonas de alimentacion

de estas tortugas son conocidas por estudios que han revelado indicios sobre sus
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desplazamientos después de la anidacion en el Gran Caribe, como Cuba, Nicaragua y
Honduras (e.g. Zurita et al., 1994; Cuevas et al., 2012; Conant et al., 2009; Moncada et
al., 2010); y en zonas mas alejadas como Uruguay (Caraccio, et al., 2008), Brasil (Lima
et a., 2014), Virginia, Massachusetts (Rankin-Baransky et al., 2001), las islas de las
Azores, Madeira y el mar Mediterraneo (Encalada, Zurita y Bowen, 1999), cuando estan
en etapa de juveniles y subadultos.

En Quintana Roo, se realiza el monitoreo de tortugas anidadoras de C. caretta de
manera continua desde 1987, siendo los sitios de mayor anidacién las playas de
Xcacel, Chemuyil, Xel-ha y Aventuras-DIF (Zurita, Herrera y Prezas, 1993). Diferentes
instituciones han estado a cargo de esta labor para la conservacion de las tortugas,
pero desde el 2002 la fundacion Flora, Fauna y Cultura de México, A.C. (FFCM), es la
principal instituciéon encargada del monitoreo en 13 zonas (Flora, Fauna y Cultura de
México, A. C., 2013). La fundacion ecoldgica Bahia Principe Tulum, A.C. Unicamente
tiene a su cargo la zona Aventuras-DIF desde 1997, pero se mantiene unido al

programa operado por FFCM (Fundacién Ecolégica eco-Bahia, s/d).
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JUSITIFICACION

Desafortunadamente, para las tortugas marinas de Quintana Roo, la informacion
existente aun es escasa, a pesar de ser uno de los sitios de anidacion mas relevantes a
nivel nacional e internacional, por la importancia de las poblaciones silvestres (segunda
mas importante del Atlantico occidental) y su diversidad genética unica, cuya
eliminacion puede significar la perdida del 30% de diversidad del ADN mitocondrial
(ADNmt) en las poblaciones del Atlantico (Encalada et al., 1998; Encalada, Zurita y
Bowen, 1999; Medellin, 2009). En general, en C. caretta son pocos los estudios acerca
de los parametros sanguineos y contaminantes, y mas en hembras anidadoras. La
mayoria de los trabajos se enfocan a individuos juveniles o adultos de ambos sexos.
Por esto, resulta necesario generar mas conocimiento en las hembras anidadoras,
siendo las poblaciones de Quintana Roo ideales para ello. En este trabajo, la intencion
fue evaluar algunos parametros de bioquimica sanguinea y hemograma. Con esto, se
obtendria los primeros valores de referencia para estas poblaciones. Aunado a esto, los
contaminantes que se han ido depositando en zonas costeras y marinas, pueden
bioacumularse en los tejidos de la fauna silvestre, poniendo en peligro su salud y
supervivencia cuando alcanzan niveles que alteran las funciones normales del
organismo. Es por esto que, se determinaron las concentraciones de POC (por su alta
persistencia en el ambiente y su alta toxicidad), y se establecieron relaciones entre
éstos con los parametros sanguineos. Los resultados seran de utilidad como referencia
para futuras investigaciones y si es necesario plantear un monitoreo a largo plazo, ya

qgue no se tiene reportado para las tortugas que anidan en Quintana Roo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de plaguicidas organoclorados (POC), los valores de la
bioquimica sanguinea y de hemograma en sangre de tortugas marinas anidadoras de
C. caretta de Quintana Roo, México, y correlacionar los POC con los valores

sanguineos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar la concentracion de POC en el plasma sanguineo de las tortugas
anidadoras de C. caretta.

2.- Determinar los valores de la bioquimica sanguinea y hemograma de las tortugas
anidadoras de C. caretta.

3.- Determinar la relacion entre las concentraciones de los POC con la bioquimica

sanguinea y hemograma de las tortugas anidadoras de C. Caretta.

HIPOTESIS

Dado que, se han encontrado tendencias en los niveles de los parametros sanguineos
con la mayor concentracion de contaminantes organoclorados en tortugas marinas (e.g.
Keller et al., 2004c; Labrada, 2011; Camacho et al., 2013), como una respuesta de los
procesos metabdlicos e inmunes ante sustancias extrafas en el organismo; la hipotesis
de este trabajo supone que las concentraciones mas altas de POC en el plasma de las
tortugas C. caretta (sea individual, sumatoria total o por familia), aumentara el conteo de
glébulos blancos (WBC), eosindfilos, monocitos, BUN y AST; y disminuira el conteo de

glébulos rojos (RBC), hematocrito, heterdfilos, albumina, glucosa y acido urico.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Quintana Roo se ubica en el oriente de la Republica Mexicana y de la Peninsula de
Yucatan, limita al norte con el Golfo de México, al sur con Belice y Guatemala, al oeste
con los estados de Campeche y Yucatan, y al este con el Mar Caribe (Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia, 2011). La tortuga C. caretta se distribuye practicamente a
todo lo largo de su costa (CONANP, 2011), siendo su principal zona de anidacion la
parte central, desde las playas de Chenyuyu (cerca de Playa del Carmen), hasta San
Juan en la Reserva de Sian Ka'an (Zurita, Herrera y Prezas, 1993). El presente estudio
se llevo a cabo en la playa Aventuras-DIF (Fig. 1), ubicada entre el corredor turistico
Cancun-Tulum (22 km al norte del municipio de Tulum), frente al Hotel Bahia Principe
(Fundacion Ecoldgica eco-Bahia, s/d; Zurita, Herrera y Prezas, 1993). Esta playa tiene
una extension lineal de 1.5 km (20° 21’ 50.4” Ny 87° 19’ 58.3” W — 20° 22’ 23” N y 87°
19’ 35.7” W) (Fundacién Ecolégica eco-Bahia, s/d), y representa una de las zonas de
mayor actividad de anidacion de esta especie en Quintana Roo, junto con las playas de
Xcacel, Chemuyil y Hel-ha, (Zurita, 2009; CONANP, 2011). Se tomé muestras de un
solo un sitio, bajo el precepto de que las tortugas anidadoras de C. carefta de Quintana
Roo, pertenecen a la misma poblacion (Encalada et al., 1998; Encalada, Zurita y

Bowen, 1999).

Muestreo y registro de datos
El muestreo se llevé a cabo durante la temporada de anidacién 2012 (abril-septiembre),
especificamente en los meses de junio y julio. Inicialmente, se habia contemplado

obtener entre 30-40 muestras de sangre de tortugas para realizar todos los analisis
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(POC, bioquimica sanguinea y hemograma). Finalmente, se obtuvieron 37 muestras
para los analisis de POC, de las cuales 26 contaron con la bioquimica sanguinea y solo

11 para el hemograma.

I ISLA HOLBOX
2. ISLA CONTOY
3. C. LAFFITE

4 MEZCALITOS
= PUNTA MORENA
&, FIDECARIBE

7. CHEM=RIG

B, SAN MARTIN

9. BASURERD

0. CHIGUEROS

Il BOSH

12, CINCO PUERTA! PUNTA PAJARDS
13, WIRADOR RESERVA

19. CELARAIN

15 FAAMUL

16, CHENYUYU
7 FATIMA SIAN chiy
18, XPU—HA

12, KANTENAH s
(20 AVENTURAS .
2L CHEMUYIL
22 X'CACEL
23 XEL-HA

CARI. B E

- !z
24 TANKAH CHETUMAL |

25 KAN=ZUL
26 CAHPEGHEN mnmk

2T Yu=YUmMm

28 SAN JUAN BELIZE

(@9 RESERWA SUR
30 MAHAHUAL a na
31 PUERTD ANGEL [— ] o]
32 HERRADURA

FUNTA HERRERD

Ll Liad
| i |

Figura 1. Ubicacion de playas de anidaciéon de tortugas marinas en Quintana Roo; Aventuras

DIF (flecha negra) (Zurita et al., 1993).

En campo, la colecta de muestras consistié en hacer recorridos durante la noche (21:00
a 04:30 am) y a lo largo de la playa, para el avistamiento de alguna tortuga en proceso
de anidacién, o bien, se esperaba en un punto de la playa hasta recibir una sefal de
aviso (por radio o sefales con linterna). Una vez localizada la tortuga, se procedi6 a la
toma de muestra de sangre, mediante la técnica de puncién en los senos venosos

cervicales (Montilla et al., 2008; Labrada, 2011). Para ello, se colocé la cabeza de la
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tortuga mas abajo del cuerpo, haciendo un hueco en la arena, de manera que los senos
se llenaran de sangre y facilitaran su colecta (Lara, 2011; Montilla et al., 2008). La zona
del cuello fue previamente limpiada con yodo y, posteriormente, se extrajeron tres
muestras de sangre utilizando un capuchdn y aguja vacutainer® de 21x38 mm (Fig. 2)
conectados a un tubo vacutainer® estéril con heparina como anticoagulante (Labrada,
2011). Después, las muestras se dejaron a temperatura ambiente alrededor de 10 a 15
min para evitar choque térmico con el hielo de la hielera y disminuir los problemas de
hemdlisis. Los tubos fueron etiquetados con el nimero de marca de la tortuga y fecha
de colecta, se colocaron en la hielera (aproximadamente a 4° C) hasta llegar al
campamento de Xcacel. Cabe mencionar que se procur6 obtener las muestras durante

el desove, ya que permite tomarlas con menor dificultad (Owens, 2000).

Figura 2. Toma de muestra sanguinea sobre el seno venoso cervical de una tortuga anidando.

Inmediatamente después, se tomaron las medidas morfométricas del largo curvo del
caparazén (LCC) y ancho curvo del caparazén (ACC) con una cinta métrica flexible
(graduada en cm) (Bolten, 2000; Montilla et al., 2008) con la finalidad de tener

referencia de la talla promedio de madurez sexual. Asimismo, se registrd la presencia,
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anomalias, lesiones, si estaban muy delgadas, numero de huevos puestos para tener
informacién acerca de su condicion y potencial reproductivo. La informacion fue
facilitada por la organizacién Flora, Fauna y Cultura de México A. C. y, por el
campamento tortuguero donde se realizd el muestreo (Fundacion Ecolégica Bahia
Principe Tulum, A.C.).

Finalmente, llegando al campamento de Xcacel, se extrajo el plasma sanguineo
centrifugando a 3157 rpm alrededor de 15 min para separar el plasma del paquete
celular; esto se hizo a dos de los tres tubos muestreados para cada tortuga. Después,
el plasma se traspas6é con una pipeta Pasteur desechable a tubos de criogénesis
(Corning"®) y se etiquetaron en el momento. Se mantuvieron aislados en bolsas ziploc®
y guardados en el congelador del campamento. Al regresar al Laboratorio de Quimica
de ECOSUR-Chetumal, las muestras fueron congeladas alrededor de -69° C (en un
ultracongelador) hasta realizar los analisis de plaguicidas y bioquimica sanguinea. En
cuanto al tercer tubo de sangre, éste se uso para el hemograma, que se describe mas

adelante.

Plaguicidas organoclorados (POC)

Los analisis de extraccion, determinacion y cuantificacion de POC se llevaron a cabo en
el Laboratorio de Quimica de El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), Unidad
Chetumal. Se analizaron enn total 16 POC (Anexo 1), los cuales fueron elegidos por
representar una toxicidad considerable con impactos ambientales negativos en varios
casos de estudio y que ademas han sido evaluados con mayor frecuencia en los

programas de vigilancia de contaminantes (Cérdoba et al., 2000).
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Para el andlisis de extraccion de POC, se utilizo e implementé la metodologia
presentada por Diaz (2004), haciendo algunas modificaciones requeridas (Anexo 3). La
técnica basicamente consiste en tomar 2 ml de plasma para realizar la extraccion de
POC con solventes (alcohol desnaturalizado, sulfato de amonio saturado y hexano),
seguida de una extraccidn y limpieza con cloruro de metileno, hexano, y una columna
de florisil (supelcleanTM LC-Florisil, Sigma-Aldrich®). Finalmente, los extractos
obtenidos fueron evaporados con una corriente de gas nitrdgeno hasta un volumen
aproximado de 0.1 ml. Para el analisis de los analitos, se inyectdé 1 uL de extracto de
muestra, se analizé en un cromatografo de gases Agilent modelo 7890, con detector de
captura de electrones y una columna capilar de fenilmetil silicona al 5 %, de 25 m x 0.25
mm X 25 ym. Se uso6 gas helio y nitrégeno de alta pureza como acarreador y auxiliar,
respectivamente.

El programa de temperaturas usado fue: 260° C para el inyector y 320° C para el
detector; la rampa de temperatura inicio con 90° C/2min, después aumento a 180° C en
intervalos de 30° C/min, y por ultimo, subié 3° C/min hasta alcanzar una temperatura
final de 270° C (Medina, 2002). Para la identificacion y cuantificacion de los plaguicidas,
se utilizé un estandar con una mezcla de 16 plaguicidas de concentracion conocida
(Chem Service). Se corrieron blancos con cada serie de muestras procesadas. También
se determinaron los limites de deteccion y cuantificacion para cada POC (Anexo 4).
Todos los solventes fueron grado HPLC y de alta pureza. Los resultados se presentaron
en ng/ml de plasma masa humeda. De las muestras analizadas, no se hicieron réplicas,
debido a que no se contd con suficiente cantidad de volumen de muestra que la técnica

requiere.

21



Bioquimica sanguinea

Se midieron la Aspartato aminotransferasa (AST) (U/l), lactado deshidrogenasa (LDH)
(U, glucosa, urea, urea nitrogeno (BUN), acido urico (mg/dl) y albumina (g/dl). Los
métodos de medicidn que se utilizaron para este tipo de pruebas fueron enzimaticos
colorimétricos. Las lecturas se hicieron en un espectrofotémetro marca VELAB modelo
5000b (para glucosa, urea y acido urico) y por un autoanalizador de quimica clinica
marca MINDRAY modelo BS-300 (para la albumina, la AST y LDH). Los andlisis se
realizaron sin duplicados y en un laboratorio particular en la ciudad de Chetumal,

Quintana Roo (Laboratorio de analisis clinicos-alimentos-suelos-aguas HIDROLAB).

Hemograma

Para el hemograma, se utilizé el tubo de sangre total (sin centrifugar). Estos analisis
fueron realizados por personal capacitado del parque Africam Safari. Se realizo la
prueba del hematocrito (HTO), mediante el método de centrifugacion, usando un tubo
capilar de hematocrito, el cual se llené de sangre, centrifugd y leyoé en % por medio de
una tabla de lectura. El conteo total de células rojas (RBC) (x 10%/uL) y células blancas
(WBC) (x 10*/uL) se hizo de manera manual (Padilla, 2008). Esto consistié en colocar
una pequefa cantidad de sangre en una camara de Neubauer, se uso tincion de Natt
and Henricks y se visualizd al microscopio a 40X para el conteo de los eritrocitos; el
conteo y diferenciacion de las células blancas se efectud realizando frotis de sangre
sobre un portaobjetos. Los frotis se dejaron secar y se fijaron en el menor tiempo
posible en alcohol al 99% o 100%, se guardaron en un recipiente de plastico limpio
hasta realizar el conteo. La visualizacion se llevé a cabo con tincion de Wright-Giemsa y

en un microscopio optico a 40 y 100X (Padilla, 2008). El conteo diferencial se hizo
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sobre 100 leucocitos por frotis sanguineo, diferenciando las células en linfocitos,

heterdfilos, eosindfilos, monocitos y basdfilos (%) (Wilkinson, 2004; Labrada, 2011).

Analisis estadisticos

Para los parametros sanguineos (bioquimica sanguinea y hemograma) se obtuvieron
como medidas de tendencia central la media, desviacion estandar (+DE) y el rango
(minimo-maximo), como ha sido expuesto por varios autores (e.g. Keller et al, 2004c;
Montilla et al., 2008). Para facilitar su comparacién, algunos de los parametros de la
bibliografia tuvieron que ser transformados para uniformar las unidades utilizadas, esto
se hizo por medio de las conversiones correspondientes. Para los parametros
morfométricos, como son LCC y ACC, también se obtuvieron las mismas medidas de
tendencia central.

En el caso de los plaguicidas organoclorados (POC), se obtuvo la concentracion de
cada compuesto por tortuga, asi como las sumatorias () por familia (Zdrines: aldrin,
dieldrin, endrin y endrin aldehido; hexaclorociclohexanos [HCH]: aHCH, BHCH, yHCH
y OHCH; Zheptacloro: heptaclor y heptacloro epoxido; £DDTs: p,p’-DDE, p,p’-DDD vy
p,p’-DDT y Zendosulfan: endosulfan I, endosulfan Il y endosulfan sulfato) y total de
plaguicidas (ZPOCs). También se obtuvieron los datos resumidos de media, +DE vy el
rango. De igual forma, se presentaron los porcentajes (%) de frecuencia de los POC.
Para las demas pruebas, se hizo un analisis exploratorio de los datos para ver si
cumplian con los supuestos paramétricos de normalidad, tanto en la bioquimica
sanguinea, hemograma, como en los plaguicidas. Para ello, se utilizé la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk, la cual puede ser utilizada para un tamano de muestra

pequefio. Como la mayoria de las pruebas resultaron ser de distribucién no normal, se
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eligid estadistica no paramétrica. Otra de las razones por las cuales se eligié este tipo
de estadistica, fue porque no se ve afectada por la presencia de datos influyentes, los
cuales no se eliminaron por poseer un tamafio de muestra pequefio. Asimismo, son
utilizadas para tamafos de muestras pequefias (Zar, 1999; Molinero, 2003).

La correlacion de Spearman fue utilizada para determinar si existia relacion entre los
valores de bioquimica sanguinea y hemograma con los plaguicidas.

Previo a los analisis estadisticos, y para el caso de POC, se uso la mitad del valor del
limite de deteccion en sustitucion de los datos o concentraciones “no detectados” (ND)
como uno de los varios procedimientos utilizados para la asignaciéon de valores ND
(Keller, 2003; Diaz, 2004). Todos los analisis fueron realizados con los paquetes
estadisticos de Excel® y R (versidén 2.12.2), considerandose un valor de significancia de

a= 0.05.

RESULTADOS

Area de estudio, muestreo y mediciones

Se obtuvieron un total de 37 tortugas con sus medidas morfométricas de LCC y ACC
(Cuadro 2), pero la informacion del numero de huevos puestos solo se obtuvo de 34
nidos porque los nidos restantes sufrieron algun tipo de dafo por inundacion,
depredacién, o no se registré (Cuadro 2). Las mutilaciones solo se presentaron en dos
tortugas, donde a una tortuga (XF007) le hacia falta una tercera parte de la aleta
delantera derecha y, otra (XW875) no tenia una parte de los escudos marginales del
caparazon, en el lado izquierdo. Como dato subjetivo, al momento de tomar la muestra

sanguinea, se observo a varias tortugas (n= 16) considerablemente delgadas (Fig. 3).
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Cuadro 2. Morfometria de tortugas anidadoras de C. carefta y numero de huevos
puestos en la playa Aventuras-DIF, Quintana Roo, México.

N Media (+DE) Min — Max
LCC (cm) 37 97.07 5.10 87 - 107.5
ACC (cm) 37 88.28 5.50 79.90 - 100.6
N°'p‘i';:t‘;2"°s 34 101 18.93 45-138

Figura 3. Apreciacion de la delgadez en una tortuga C. caretta anidadora, vistas frontal
y lateral (las flechas indican la formacion de surcos pronunciados en su cuello).

Determinacion de los POC

Se analizaron 37 muestras de plasma de tortuga C. caretta para identificar y cuantificar
16 POC (Cuadro 3). Los limites de deteccion y cuantificacion para cada POC se
encuentran en el anexo 4. Todas las muestras contaron con al menos un POC, y solo
cuatro presentaron los 16 POC evaluados. En el anexo 5, se muestran datos completos

de cada muestra analizada. Dos muestras no se incluyeron dentro de los analisis
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estadisticos, ya que presentaron lecturas extremas en comparaciéon con el resto de las
muestras, quedando asi 35 muestras en total. De estas dos muestras, una tortuga
(XP116) mostré concentraciones de y-HCH, p,p’-DDD vy p,p’-DDT de 450.30, 1055.93 y
608.10 ng/ml respectivamente; y la otra tortuga (XW466) concentraciones de 94.05
(aldrin), 56.31 (a-HCH), 65.13 (heptacloro) y 602.22 (p,p’-DDT) ng/ml. Ninguna de estas
dos tortugas presenté lesiones.

Siete de los 16 POC se presentaron con una frecuencia de 46 a 60% (Cuadro 3, Fig. 4).
El B-HCH fue el mas frecuente (60%) seguido del y-HCH y aldrin (51%); a-HCH,
heptacloro y p,p’-DDE (49%) y el 6-HCH (46%). Los POC menos frecuentes fueron
p,p’-DDT (11%) y endosulfan sulfato (9%).

De los 16 POC, los que presentaron las concentraciones mas elevadas fueron el 3-HCH
(4.97 ng/ml) y el p,p’-DDT (4.87 ng/ml) (Fig. 4). Por su parte, los plaguicidas que menor
concentracion mostraron fueron el endrin aldehido (0.93 ng/ml), p,p’-DDD (0.94 ng/ml)
y p,p"-DDE (1.06 ng/ml) (Cuadro 3, Figura 5).

En cuanto a las sumatorias por familia, el grupo que presentd la concentraciéon
promedio mas alta fue ZHCH, siendo éste el grupo de POC con mayor frecuencia
reportada (Fig. 4) y donde el 3-HCH presento6 la mayor concentracion de todos los POC
analizados (Fig. 5). Por otro lado, el grupo que mostré la menor concentracion fue
2DDT’s (2.13 ng/ml) (Cuadro 3, Fig. 5), siendo el p,p’-DDT el que aporté la mayor

concentracién promedio (4.87 ng/ml), presente en cuatro de las muestras.
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Cuadro 3. Estadistica descriptiva de las concentracion de plaguicidas orgnoclorados (POC) (ng/ml) en

plasma de tortuga anidadoras de caguama (C. caretta ) de la playa Aventuras-DIF, Quintana Roo;

México.
Frecuencia de
n>LOD * Media (+ DE) Mediana Rango aparicion de
[POC] (%)
Aldrin 18 1.80 1.52 1.15 0.07 - 4.95 51
Dieldrin 13 1.41 1.54 0.79 0.10-5.64 37
Endrin 15 1.16 1.77 0.48 0.17-7.00 43
Endrin aldehido 11 0.93 0.74 0.67 0.23-2.46 31
Zdrines 28 2.67 2.75 1.97 0.07 - 10.09
ao-HCH 17 1.63 1.46 1.21 0.14 - 5.66 49
B-HCH 21 4.97 8.39 1.67 0.09 - 28.88 60
Yy-HCH (lindano) 18 2.50 2.62 1.35 0.09-10.14 51
5-HCH 16 2.22 2.20 1.04 0.27 -6.53 46
ZHCH 31 6.85 9.73 432 0.09 - 42.88
Heptacloro 17 2.58 2.78 1.94 0.16 - 11.22 49
Heptacloro epoxido 13 1.23 1.63 0.73 0.07-5.93 37
ZHeptacloro 21 2.85 2.75 2.20 0.16 - 11.22
p,p -DDE 17 1.06 1.72 0.27 0.03-6.21 49
p,p’-DDD 10 0.94 1.21 0.51 0.17 - 4.09 29
p,p’-DDT 4 4.87 5.88 2.94 0.40-13.21 11
IDDT’s 22 2.13 4.64 0.36 0.04 - 21.16
Endosulfan | 2.20 1.43 3.15 0.15-3.26 14
Endosulfan Il 1.25 1.24 0.75 0.13-3.79 26
Endosulfan sulfato 3 2.15 117 2.09 1.02-3.35 9
Zendosulfan 13 2.21 2.08 2.01 0.13-6.94
ZPOC totales 35 12.18 13.09 7.72 0.35-49.82

Las letras en negrita denotan los valores mas altos en POC individuales y por sumatoria de familia.
*= numero de muestras con concentraciones >LOD, el resto estaban <LOD o fueron no detectables (ND).
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Figura 4. Frecuencia (%) de POC en las muestras de plasma de tortugas anidadoras de C.

caretta de la playa Aventuras-DIF, Quintana Roo, México.
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Figura 5. Concentracién de POC en plasma (ng/ml) de tortugas anidadoras de C. caretta de la

playa Aventuras-DIF, Quintana Roo, México (promedio +DE).

Bioquimica sanguinea y hemograma (parametros sanguineos)

De las 37 tortugas muestreadas, no se pudo obtener el mismo numero de muestras

para todos los analisis sanguineos, debido a problemas que se presentaron durante la
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toma de muestra, como dificultad en concontrar la vena, obtencién insuficiente de
volumen de muestra, hemolisis, ocasionalmente resistencia por parte de la tortuga al
tratar de obtener la muestra, entre otros.

Se evaluaron en total siete parametros de bioquimica sanguinea (glucosa, albumina,
AST, LDH, acido urico, urea y BUN) en 26 muestras de plasma de tortugas C. carefta.
Los resultados resumidos se presentan en el Cuadro 4 y en el Anexo 6 se encuentran
los valores de cada tortuga. Para el hemograma (HTO, RBC, WBC vy diferenciacion de
células blancas), el numero de muestras obtenido fue de 11 (Cuadro 5). Durante el
conteo de la diferenciacidon de células blancas, se observé que no hubo hemoparasitos.
Los parametros medidos al compararse con valores reportados por otros autores en
tortugas marinas juveniles, sub-adultos, adultos o en hembras anidadoras,
principalmente de C. caretta (Anexos 7 y 8), se observd que la mayoria de los valores
de este estudio se encontraban cercanos a los valores reportados y solamente glucosa,

albumina, acido urico y basdfilos diferian.

Cuadro 4. Parametros de bioquimica sanguinea de tortugas C. caretta anidadoras de la
playa Aventuras-DIF, Quintana Roo, México (n=26).

Parametro Media (+ DE) Rango (min-max)

Glucosa (mg/dl)] 546.15 288.32 40.0 - 1080.0

Albumina (g/dl) 4.85 1.21 3.10-7.40

Acido Urico (mg/dl) 9.94 3.09 3.60 - 16.10

Aspartato amino transferasa (U/I)] 103.23 77 28.0-421.0

Lactato deshidrogenasa (U/l)] 24.58 9.54 5.0-43.00
Urea (mg/dl)]  45.55 29.24 4.30 - 130.90

BUN (mg/dl)] 21.29 13.66 2.0-61.20
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Cuadro 5. Valores de hemograma (n=11) en tortugas anidadoras de C. caretta de la
playa Aventuras-DIF, Quintana Roo, México.

Parametro Media (+DE) Rango
HTO (%) 33.82 2.86 30.00-38.00
RBC (x10%ul)] 0.4 0.05 0.32-0.53
WBC (X10%ul)|  4.17 0.79 2.97-5.20
Heterdfilo (%) 59.09 12.11 31.00-78.00
Linfocitos (%) 31 11.7 20.00-61.00
Eosindfilos (%)| 5.82 6.84 0-19.00
Monocitos (%) 2.18 1.47 0-5.00
Basofilos (%) 1.91 2.34 0-8.00

Relacion entre las concentraciones de POC y los parametros sanguineos

Los POC se correlacionaron positiva o negativamente con algunos de los parametros
de la bioquimica sanguinea (glucosa, acido urico, LDH y albumina) y con el hemograma
(RBC, heterdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y basodfilos) (Cuadro 6). El acido
urico fue el parametro que mas veces se relaciond6 de manera negativa con aldrin,
2Drines, a-HCH, 2-HCH y 2POC totales. Todos lo analisis de las muestras que
presentaron correlaciones significativas con la prueba de Spearman, fueron graficadas

(Anexo 10).
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DISCUSION

Las tortugas anidadoras de la playa de Aventuras-DIF, presentaron la talla considerada
para adultos (LCC>87 cm) (Deem, et al., 2009), con LCC de 97.07 +5.10 cm (87-
107.50) y ACC 88.28 +5.50 cm (79.9-100.60), como talla promedio de anidacion de la
temporada 2012. Zurita, Herrera y Prezas (1993) reportaron medidas del LCC similares
(100 +5.39 cm) para las tortugas de Quintana Roo en los 90°'s. El promedio de huevos
por nido fue de 101 +19 (45-138), siendo 10 huevos menos de lo reportado por Zurita,
Herrera y Prezas. (1993) para la misma zona en los 90's (111 +22, rango 45-185). El
potencial reproductivo en las hembras de C. caretta, para la temporada 2012, al parecer
se sigue conservando.

En la apariencia fisica, la mayoria de las tortugas parecian tener buen aspecto, solo se
observaron mutilaciones en dos tortugas, que probablemente se debieron a

depredadores o accidentes con embarcaciones.

Determinacion de plaguicidas organoclorados (POC)

Este estudio reporta por primera vez los niveles de POC en plasma sanguineo de
tortugas anidadoras de C. caretta de Quintana Roo. Existen todavia pocos estudios que
hallan utilizado determinaciones en sangre entera o en el plasma sanguineo (e.g. Keller
et al., 2004 a y c; Labrada-Martagon et al., 2011; Garcia, 2011, Guirlet et al., 2010) y
que puedan facilitar la comparacion con tortugas de otras regiones y tiempos; la
mayoria de los trabajos se han efectuado en tejido adiposo, subcutaneo, huevos,
higado, rinones, pulmén, y muchas veces sobre tortugas varadas o muertas (e.g.
Mckenzie et al., 1999; Storelli y Marcotrigiano, 2000; Pugh and Becker, 2001; Monagas,

2007; van der Merwe et al., 2009; Lazar et al., 2011; Malarvannan et al., 2011). El
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muestreo en sangre es una alternativa con mejores ventajas (Keller, et al., 2004 a y b)
por ser una técnica de facil recoleccion, relativamente no invasiva en organismos de
vida libre, entre otras (Keller et al., 2004b).

De las muestras analizadas, los POC mas frecuentes en las muestras fueron el grupo
de los hexaclorociclohexanos (HCH) (B-HCH 60%, y-HCH 51%; a-HCH 49% y &-HCH
46%), seguido del heptacloro y p,p’-DDE (49%) (Fig. 4). Resultados similares obtuvo
Garcia (2011), donde a-HCH vy lindano (y-HCH) fueron los mas frecuentes en tortugas
anidadoras de C. mydas y E. imbricata de Campeche respectivamente y, la ZHCH en
ambas especies.

Los HCH estan formados por varios isémeros, siendo y-HCH (lindano) el mas téxico
(Garcia, 2011), pero menos estable que el a-HCH (Pugh y Becker, 2001). En peces, la
toxicidad LCso del y-HCH se ha reportado que oscila entre 100 ug/l (Clark, 1997). En
este estudio, las concentraciones mas altas del grupo de los HCH, asi como de todos
los POC medidos, se detectaron en B-HCH (4.97 +8.39 ng/ml) y la 2HCH (6.85 +9.73
ng/ml) (Fig. 5); mientras que &-HCH y a-HCH presentaron las concentraciones mas
bajas de este grupo (Cuadro 3, Fig. 5). Garcia (2011), también observdé que la
concentracion de B-HCH (10.13 ppm/humeda) fue la mas alta en tortugas anidadoras C.
mydas, y en E. imbricata fue a-HCH (10.16 ppm/humeda); estas consentraciones fueron
mas elevadas que las del presente estudio. Labrada-Martagén et al. (2011) reportaron
que B-HCH fue el segundo contaminante con mayor concentracion en plasma
sanguineo en tortugas C. mydas juveniles-adultos de Punta Abreojo (1.17, 0.001-10.71
ng/l) y Bahia Magdalena (4.58, 0.001-23.35 ng/ml) en La Peninsula de Baja California
(México), siendo semejantes a los de nuestro estudio. Sin embargo, otros autores

(Mckenzie et al., 1999; Gardner et al., 2003; Guirlet et al., 2010) han reportado a los
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HCH como uno de los menos frecuentes o en menor concentracion en tejido adiposo,
musculo, higado, rifidén, sangre y huevos de tortuga C. caretta, C. mydas, L. olivacea y
D. coriacea. Por ejemplo, Guirlet et al. (2010) presentaron en sangre de anidadoras de
D. coriacea, niveles de la ZHCH (0.15+0.16 ng/ml) que esta por debajo de lo obtenido
aqui. Estas diferencias pueden ser debidas a la distribucion y lugares de alimentacion
de las poblaciones.

Dentro de los POC, los HCH son poco bioacumulables por ser menos liposolubles, mas
volatiles y porque su vida media en la biota es corta (Malarvannan et al., 2011). En las
tortugas anidadoras de Quintana Roo es probable que las concentraciones de los HCH
fueran mas altas que otros POC por una exposicion reciente. Labrada (2011) ha
mencionado que aun se utiliza a los isomeros de HCH en la agricultura y en el control
de vectores de enfermedades en América del Norte. Es posible que en otras partes del
mundo se siga usando de manera legal o clandestina. Esto podria ser un factor de
mayor exposicion en las tortugas que lleguen a sitios donde se distribuyen y depositan
estos contaminantes, por ejemplo, en Colombia, Costa Rica y Nicaragua se han
detectado en forma cuantificable a isémeros de los HCH en agua o sedimentos
(Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente, s/d). Por otra parte, y en
especifico para el B-HCH, Kelly en el 2006 (citado en Garcia, 2011) y Kelly et al. (2007)
han mencionado que la biomagnificacion de este compuesto se ha observado en
animales terrestres y acuaticos que respiran aire. Esto lo atribuye como una resistencia
de la transformacion metabdlica o a una lenta eliminacién; mientras que en animales
invertebrados y peces no existe un almacenamiento significativo, probablemente por

una mejor eliminacion a través de las agallas.
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Con respecto al DDT, éste compuesto por sus caracteristicas de alta persistencia,
insolubilidad en agua y muy soluble en grasas, es facilmente acumulable en los
organismos Y dificil de eliminar (Monagas, 2008; Garcia, 2011). En este estudio, el DDT
estuvo poco presente en las muestras (11%), pero su concentracion promedio (4.87
+5.87 ng/ml) fue la segunda mas elevada de todos los POC evaluados (Cuadro 3, Fig.
5). Labrada-Martagén et al. (2011) reportaron frecuencias y concentracion de DDT
similares (rango: 0.001-3.98 ng/ml) en plasma sanguineo de tortugas C. mydas juvenil-
adulto de Bahia Magdalena, pero difiere de la concentracién descrita por Garcia (2011)
en plasma de anidadoras E. imbricata (5.07 ppm/humedo). En plasma sanguineo de C.
caretta juveniles, se ha registrado 0.29 +1.90 ng/gr lipido (Keller et al., 2004a). EI DDT,
sigue siendo uno de los compuestos que aun se sigue utilizando en lugares en
desarrollo a pesar de sus efectos toxicos; en peces su toxicidad CLsg esta alrededor de
1ug/l, siendo mayor en comparacion con el heptacloro y y-HCH (Clark, 1997).

El DDE y DDD son dos de los productos de degradacion del DDT, de los cuales el DDE
es el mas activo de los dos isdmeros (Garcia, 2011), relativamente estable y mas
persistente que el DDT (Podreka et al., 1998; Pugh y Becker, 2001). Este metabolito se
ha investigado que tiene un efecto sobre la determinacion del sexo, funcionando como
un disrruptor endocrino con efectos sobre el crecimiento, desarrollo y reproduccién de la
fauna silvestre (Podreka et al., 1998). El DDE, se ha encontrado en varios estudios
como un compuesto predominante y en altas concentraciones en tejido adiposo, higado
y musculo (e.g. Ribitski, Hale y Musick, 1995; Mckenzie et al., 1999; Storelli y
Marcotrigiano, 2000; Storelli, Barone y Marcotigiano, 2007; Lazar et al.,, 2011;
Malarvannan et al., 2011). En el presente estudio, el DDE se encontré en 49% del total

de muestras (Fig. 4), pero su concentracion fue mas baja (1.06 + 1.72 ng/ml)
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comparada con el resto de los POC evaluados (Cuadro 3, Fig. 5). Guirlet, et al. (2010)
hall6 al DDE como el mas frecuente de los DDTs (58%) en sangre y huevos de tortugas
anidadoras de D. coriacea en Africa, pero reporta la concentracién como *DDTs. Por su
parte, Garcia reportd niveles de DDE mas elevados en plasma sanguineo de tortugas
anidadoras de C. mydas y, Camacho, et al. (2013) mas bajos en plasma de anidadoras
de C. caretta con respecto al presente estudio (Anexo 9). En plama sanguineo de
tortuga anidadoras de E. imbricata en Campeche (Garcia, 2011) y en tortugas C. mydas
del Golfo de California (Labrada-Martagon et al., 2011), este compuesto estuvo
ausente. Pugh y Becker (2001) explican que el DDE es considerado un compuesto mas
volatil que el DDT, y cuando este ultimo es transformado a DDE por accién microbiana,
es facilmente transportado a través de la atmosfera hasta lugares como el mar abierto,
donde se espera que la proporciéon DDE/DDT sea mas alta en estos ambientes y en los
organismos que ahi habitan. Por lo tanto, la mayoria de estos compuestos en el mar y
organismos marinos esta en forma de DDE (Clark, 1997). De esta manera, las tortugas
en este estudio pudieron estar mas expuestas a DDE.

Por su parte, el DDD, presentd concentraciones bajas con respecto a los POC
evaluados (Cuadro 3, Fig. 5). Esto puede deberse a que este isbmero es raramente
almacenado, ya que es inestable y facilmente degradable a otro isémero (DDA), el cual
es soluble en agua y eliminado por la orina (Pugh y Becker, 2001). Garcia (2011)
reporté al DDD en una sola muestra en C. mydas, pero su concentracion (7.06
ppm/humedo) fue mayor a la obtenida aqui. Del mismo modo Labrada-Martagén et al.
(2011) reportaron en plasma sanguineo de C. mydas poca frecuencia y un rango de

concentracion de 0.005-11.80 ng/ml mas amplio que el del presente estudio.
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La 2DDTs, en el presente estudio tuvo la concentracion mas baja por grupo de familia,
siendo el orden ZHCH> Zheptacloro> Zdrines> Zendosulfan> 2DDTs (Cuadro 3, Fig. 5),
pero otros autores han observado que puede ser uno de los de mayor concentracion en
diferentes tejidos (tejido adiposo, musculo, higado, plasma) de las tortugas marinas C.
mydas, E. imbricata 'y C. caretta (e.g. Mckenzie et al., 1999; Keller et al., 2004c; Garcia,
2011; Lazar et al., 2011; Malarvannan et al., 2011). Por ejemplo, Garcia (2011) reportd
niveles de >DDTs mucho mas altos (93.09 ppm/humeda) en plasma sanguineo de E.
imbricata. Sin embargo, Guirlet, et al. (2010) en sangre de tortugas anidadoras de D.
coriacea, reportaron niveles de 2DDTs (0.31 £ 0.22, rango 0.09-1.04 ng/ml) que
resultan menores a los encontrados aqui. De manera general se ha mencionado que
las cantidades de 2DDTs que llegan a los océanos es de 165.0 ton/afio, ocupando el
tercer lugar después de la HCH y ZPCBs (Clark, 1997). Al parecer los DDTs,
presentan poca bioacumulacion con respecto a otros POC en la poblaciéon anidadora de
Quintana Roo. Posiblemente las tortugas que anidan en Quintana Roo, estuvieron
expuestas al DDT tiempo atras y su metabolismo ha ido transformandolo en sus
respectivos isomeros (DDE y DDD), los cuales aparecieron con mayor frecuencia y sin
concentraciones de DDT (excepto por cuatro tortugas). De las cuatro tortugas que
presentaron altos niveles de DDT, puede ser que hallan sido expuestas recientemente a
DDT o que fisiolégicamente su organismo ha sido menos capaz de realizar la
conversion por algun motivo en particular.

En el grupo de los drines, el isémero dieldrin (proveniente de aldrin) es el mas toxico,
persistente (Garcia, 2011), de muy lenta eliminacion y reportado comunmente en la
biota marina (Pugh y Becker, 2001). En peces la toxicidad LCsy del dieldrin, se ha

encontrado aproximadamente en 9 ug/l, y aunque los drines fueron retirados en los
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70’s, éstos continuaron usandose hasta los afos 80°s; aunque todavia existe su uso en
pequenas cantidades (especialmente de dieldrin). Se ha descrito que todos estos drines
llegan al mar, representando en los océanos un aporte de 43 ton/afio (Clark, 1997). Sin
embargo, este grupo ha sido poco estudiado y su informacion es limitada en las
tortugas marinas (e.g. Mckenzie et al, 1999; Gardner et al., 2003), donde los niveles de
concentracién obtenidos en tejidos (e.g. tejido adiposo, higado, musculo, rinones) son
menores con respecto a otros POC (Pugh y Becker, 2001). En el presente estudio, el
drin con mayor concentracion fue el aldrin y el de menor concentracién endrin aldehido
(0.93 +0.74 ng/ml), siendo también el menor de todos los POC medidos (Cuadro 3, Fig.
5). Labrada-Martagén et al. (2011) solo reportaron niveles de endrin (1.06, 0.005-5.17
ng/ml) y aldrin (mediana 10.43, 0.05-27.86 ng/ml) en plasma sanguineos de tortugas C.
mydas juveniles-adultos. Este ultimo compuesto estuvo por debajo de los niveles
permisibles en mariscos para consumo humano (Labrada, 2011) y fueron mayores
comparados con el presente estudio (1.80 +1.51 ng/ml), por lo que las concentraciones
de aldrin podrian no ser aun alarmantes. En tortugas anidadoras de C. mydas, Garcia
(2011) reportd aldrin, endrin y dieldrin, y en tortugas E. imbricata solo a este ultimo,
pero en concentraciones mas elevadas que en el presente estudio; mientras que
Camacho et al. (2013) mostré niveles mas bajos de dieldrin en C. caretta anidadoras
(Anexo 9).

Con respecto al heptacloro y el heptacloro epéxido, son moderadamente tdxicos en
humanos y animales, pueden dafar al sistema nervioso, aunque existen pocos datos de
su cuantificacion y efectos (CNRCOP, 2004). El heptacloro epoxido, es un metabolito
producto de la degradacion del heptacloro y considerado mas téxico (CNRCOP, 2004;

Garcia, 2011). Este es uno de los clordanos mas destacados, sin embargo en tortugas
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marinas la informacién es escasa y raramente se reporta de manera individual (Garcia,
2011; Pugh y Becker, 2001). En el presente estudio, el heptacloro y heptacloro epoxido
se presentaron en 49 y 37 % de todas las muestras (Fig. 4), pero el heptacloro tuvo
mayor concentracion promedio (Fig. 5), esto podria indicar que las tortugas tienen poco
tiempo de haber sido expuestas a heptacloro y que todavia no lo han metabolizado o lo
hacen de manera mas lenta. Gracia (2011) también encontré que el heptacloro (22.81
+19.80 ppm/humedo) estaba en mayor concentracion que heptacloro epodxido (1.27
+1.30 ppm/humedo) en plasma sanguineo de tortugas anidadoras de C. mydas y, en
tortugas E. imbricata solo hubo presencia de heptacloro (26.28 +19.65 ppm/humedo),
las concentraciones de este autor fueron mayores a las obtenidas aqui. De igual forma
obtuvieron Labrada-Martagén et al. (2011) en plasma sanguineo de C. mydas juveniles-
adultos de Bahia Magdalena, cuyos niveles fueron similares a los obtenidos aqui
(heptacloro: 2.73, 0.001-13.77 ng/ml y heptacloro epodxido: 1.84, 0.005-1.69 ng/ml). Sus
resultados menciona que estuvieron por debajo de los niveles maximos permisibles en
mariscos para consumo humano dictados por la FDA, lo cual indica que las
concentraciones en las tortugas del presente estudio estuvieron por debajo de estos
niveles permisibles (Labrada, 2011). Es posible que si se analizara otros tejidos (como
higado o el adiposo), se encuentren mayores concentraciones de heptacloro epoxido,
como sucede en mamiferos, donde tiende a metabolizarse rapidamente en higado y se
almacena en la grasa (Extension Toxicology Network, 1996).

En cuanto al endosulfan, éste consta de una mezcla de dos isémeros (endosulfan | y Il);
su metabolito endosulfan sulfato es igualmente toxico y su persistencia es mayor que la
de los isdbmeros (Watts, 2009). El endosulfan es un insecticida de amplio espectro, a

diferencia de otros organoclorados tiene relativamente mas baja persistencia tanto en
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los suelos como en los seres vivos (APVMA, 2005; Watts, 2009). No obstante, su uso
ha sido restringido por la toxicidad en humanos y en casi todos los organismos vivos, y
la persistencia en el ambiente (Watts, 2009). Aun asi, todavia hay varios paises de
America Latina, Africa, Asia y del Mar Mediterraneo que siguen usando endosulfan
(Government of Kerala, 2011) a pesar de existir variedad de estudios en agua,
sedimento y biota, y de sus posibles efectos adversos (Watts, 2009, Government of
Kerala, 2011). Se ha descubierto, que el endosulfan tiene efecto como disruptor
endocrino y neurologico a largo plazo, ademas de atribuirle dafio genotéxico y hasta
cancerigeno (APVMA, 2005; Watts, 2009). En peces, el endosulfan es extremadamene
toxico (Watts, 2009), mencionandose que la toxicidad LCsy oscila entre 0.10 a 0.50 ug/I
(Clark, 1997). En tortugas marinas aun no se tiene reportada su toxicidad y efectos, y
pocos trabajos reportan su presencia (e.g. Gardner et al., 2003; Garcia, 2011; Labrada,
2011). En aguas marinas se indica que generalmente el endosulfan y sus metabolitos
se encuentran en niveles mas bajos que en el agua dulce (Watts, 2009). En el presente
estudio, este grupo mostré poca frecuencia (Cuadro 3, Fig. 4), siendo el endosulfan Il el
mas comunmente encontrado en las muestras (26%). Respecto a las concentraciones,
la mas alta de este grupo estuvo dada por endosulfan | (2.20 +1.43 ng/ml) y, la
2endosulfan presenté una de las concentraciones bajas (2.20 +2.08 ng/ml) por grupo de
familia (Cuadro 3, Fig. 5). Resultados similares obtuvieron Labrada-Martagon et al.
(2011) en plasma sanguineo de tortugas C. mydas juveniles-adultos de bahia
Magdalena, donde este grupo de compuestos fue poco presente y los niveles de
endosulfan | (0.005-1.22 ng/ml), endosulfan Il (0.005-7.54 ng/ml) y endosulfan sulfato
(0.005-12.99 ng/ml) fueron parecidos a los del presente estudio, pero con rangos mas

amplios; en Punta Abreojos estos compuestos no fueron detectados (nd). Garcia (2011)
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también report6 poca frecuencia de este grupo, pero las concentraciones
(ppm/humeda) se mostraron mas altas tanto en plasma sanguineo de las tortugas
anidadoras de E. imbricata (endosulfan II: 14.98 y endosulfan sulfato: 10.25) como de
C. mydas (endosulfan I: 94.94, endosulfan sulfato: 8.90). La poca frecuencia encontrada
de estos contaminantes, quizas se debi6 a que comparado con otros POC, su
persistencia es mas baja, ya que el endosulfan es rapidamente metabolizado por los
animales a través de las enzimas microsomales (APVMA, 2005, Watts, 2009). Garcia
(2011) sugirid que, por ejemplo, el endosulfan sulfato posiblemente es eliminado via
huevo en las tortugas E. imbricata de Campeche, ya que no encontr6 muchas tortugas
anidadoras con este compuesto. No obstante, esto no esta bien comprobado y son
necesarios mas estudios.

De manera general, en el presente estudio, los niveles de POC fueron relativamente
bajos. Esto puede deberse a que las regiones donde se distribuyen y alimentan estas
tortugas, tal vez no poseen fuentes de contaminacién fuertemente evidentes, como
otras zonas altamente industrializadas y urbanizadas (Gardner et al., 2003;
Malarvannan et al., 2011). Asi mismo, la variacion de las concentraciones puede estar
dada por la diferente exposicidn que cada tortuga tiene, al presentar una amplia
diversidad de habitats y una condicion fisica particular (Rybitski et al., 1995; Moganas et
al., 2008). Por otro lado, el tamafno, sexo, estado nutricional, la ingesta reciente, el
estado de hidratacion, los cambios a corto plazo en el metabolismo, o la movilizacion de
los lipidos almacenados pueden influir en las concentraciones de los plaguicidas
organoclorados (Rybitski, Hale y Musick, 1995; keller et al., 2004a).

Es posible que las concentraciones medidas, estén reflejando exposicién reciente a

contaminantes o a la movilizacién de reservas de lipidos hacia la sangre. Esto ha sido
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mencionado por otros autores como Keller et al. (2004a), Guirlet et al. (2010) y Labrada
(2011), quienes han medido a estos contaminantes en sangre. En la movilizacion de las
reservas de lipidos del tejido adiposo hacia el torrente sanguineo, puede darse cuando
hay cambios nutricionales, estacionales o de enfermedades vy variar las
concentraciones de los POC (Keller et al., 2004a). Guirlet et al. (2010), ha sugerido que
los periodos donde se necesita altos requerimientos de energia, como es la migracion a
los sitios de anidacion, la vitelogénesis para la formacion de los huevos y en el mismo
evento de anidacién (por la cantidad de huevos que ponen), puede movilizar las
reservas de lipidos. Asi mismo, una ingesta reciente podria indicar que la
contaminacion probablemente proviene de los alimentos ingeridos en las zonas de
alimentacion, ya que las tortugas marinas estan mas expuestas a los POC cuando la
busqueda de alimento esta cercana a la costa que en zonas fuera de éstas (Guirlet et
al, 2010), lo cual indica que estan mas cerca de posibles zonas de descarga y/o
acumulacion de contaminantes. Para las tortugas de Quintana Roo, se conocen
algunas zonas de alimentacion de sus etapas como juveniles, subadultos y adultos, de
las cuales probablemente obtienen en mayor medida los contaminantes que fueron
medidos.

Trabajos hechos con dispositivos de telemetria, han descubierto algunos posibles sitios
de distribucion de estas tortugas, pudiendo dar informacion de presuntos sitios de
alimentacion. Uno de estos trabajos mas sobresalientes es el de Cuevas et al. (2012),
en poblaciones anidadoras de tortugas C. caretta de Quintana Roo, donde utilizaron
marcas satelitales y revelaron que al parecer una vez alcanzada la madurez sexual de
estas tortugas, no se desplazan lejos de sus sitios de anidacion, sino que permanecen

dentro del Gran Caribe. Esto puede ser reforzado por estudios de marcaje y recaptura,
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como el de Conant et al. (2009), quienes encontraron cinco tortugas C. caretta
anidadoras de Quintana Roo alimentandose en Cuba. Otros estudios mencionan,
ademas de Cuba, a Nicaragua y Honduras como sitios de alimentacion de estas
tortugas anidadoras (Zurita et al., 1994; Encalada, Zurita y Bowen, 1999). En otras
etapas, como subadultos, se mencionan sitios de desplazamiento en los que destacan
Brasil (Lima et al., 2014), Virginia y Massachusetts (Rankin-Baransky et al., 2001); y en
la etapa de juveniles se les ha encontrado en Uruguay (Caraccio et al., 2008) y en sitios
mas alejados, como las islas de Las Azores, Madeira y el mar Mediterraneo (Encalada,
Zurita y Bowen, 1999). Otra herramienta que ha ayudado a identificar poblaciones y con
ello sus posibles sitios de transito, son los estudios moleculares (e.g. ADN mitocondrial)
(Encalada, Zurita y Bowen, 1999). Con el avance de estas tecnologias, es posible llegar
a saber cuales son los sitios potenciales de alimentacion y de obtenciéon de POC. En
Quintana Roo, al parecer no se tienen estudios de areas de alimentacion de estas
tortugas anidadoras; sin embargo no se descarta la probabilidad de que halla algun sitio
de alimentacién. Unicamente se ha mencionado que en Quintana Roo a observado
zonas desde el norte hasta el sur del estado, donde se puede encontrar a las tortugas
C. mydas, C. caretta, E. imbricata y D. coriacea, dentro y fuera de la temporada de
reproduccion, es decir, que estas especies se les puede hallar durante todo el afo en
diferentes facetas de desarrollo (Herrera, 1991). Sin embargo, para las hembras
anidadoras de C. carefta de esta regidn, no se sabe si tienen sitios de alimentacion
dentro de las costas de Quintana Roo.

Se requieren mas estudios de telemetria en estas tortugas anidadoras, como los
programas que actualmente se realizan en otras poblacioneses, por ejemplo el de la

National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA) y la World Wildlife Fund
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(WWF) que da seguimiento a tortugas marinas de D. coriacea en el Caribe (NOAA
Fisheries, s/d), y de C. caretta anidadoras de Baja California, en el Pacifico
(Seaturtle.org, 2009). También es de utilidad hacer uso de herramientas como el
estudio con isotopos estables (e.g. NOAA Fisheries, s/d) que pueden dar informacién
de los posibles sitios de alimentacion de esta poblacién de tortugas que anidan en
Quintana Roo.

Las comparaciones hechas en este estudio con otros autores (Anexo 9), mostraron que
los resultados obtenidos aqui fueron mas cercanos a los encontrados por Labrada
(2011) en tortugas C. mydas juveniles-adultos de la peninsula de Baja California.
También fueron los mejores para comparar, ya que se uso la misma matriz (plasma
sanguineo), unidades de medicion (ng/ml) y la técnica de extraccién de POC pertenece
al mismo autor (referencia de Diaz, 2004; aunque con modificaciones en cada estudio),
todo lo cual facilita su comparacion. Las concentraciones de los POC encontrados en el
estudio de Labrada (2011) y, también por Camacho et al. (2013) en tortugas anidadoras
de C. caretta en Cabo Verde, fueron reconocidas como relativamente bajas. Por tal
motivo, en el presente estudio podria considerarse que también las concentraciones de

POC se hallaron bajas.

Bioquimica sanguinea y hemograma (parametros sanguineos)

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, la bioquimica sanguinea
mostrd que los valores de urea, BUN, y enzimas AST y LDH, se encontraron cercanos a
los valores promedio o rangos reportados por otros estudios en tortugas marinas
aparentemente sanas, rehabilitadas o en estado de anidacion normal (Anexo 7),

provenientes de distintas regiones geograficas, ya que no se encontraron trabajos
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reportados para Quintana Roo. Los valores de glucosa, albumina y acido urico, fueron
los parametros que se mostraron mas elevados comparado con lo reportado por otros
autores (Anexo 7). Sin embargo, el valor del acido urico unicamente fue parecido a los
valores reportados por Labrada-Martagon et al. (2010) en tortugas juveniles y
subadultas de C. mydas residentes de Baja California Sur, en el océano Pacifico
(Anexo 7), quienes consideraron que las tortugas analizadas se encontraban en buen
estado fisico y de salud.

La glucosa es considerada como un indicador del estado nutricional y de homeostasis
(Keller et al., 2004c); mientras que la albumina es principalmente un indicador de
deshidratacién (Wilkinson, 2004). Por su parte, en los reptiles, el acido urico se
considera un producto final del catabolismo de las proteinas (eliminacion de nitrégeno)
(Labrada, 2011), considerandose mas un indicador nutricional (Keller et al., 2004c;
Wilkinson, 2004; Labrada, 2011). Los factores que pueden aumentar estos parametros
son variados. Se ha mencionado que el estrés es un factor importante en el manejo de
fauna silvestre, logrando producir elevadas alteraciones en valores como glucosa,
albumina y &acido urico (Wilkinson, 2004; Montilla et al., 2008; Labrada, 2011). La
elevacion en la glucosa, puede ser también atribuido al aumento de
glucocorticosteroides, causado por estrés (Labrada-Martagébn et al., 2010). En
cocodrilos y serpientes, se ha presentado hiperglucemia emocional de 10 hasta 25 %;
en tortugas acuaticas (Pseudemys), la glucosa se eleva cuando son sometidas a caidas
bruscas de temperatura y, cuando utilizan la via de glucolisis anaerobia como fuente de
energia durante las inmersiones (Dessauer, 1970). Se ha reportado hiperglucemia por
anoxia hasta 450.45 mg/dL en tortugas acuaticas (Milton, 2008), durante la hibernacion

y el buceo como una habilidad para permanecer sin oxigeno por intervalos
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considerables de tiempo y sin dafo aparente (McArthur, 2004; Milton, 2008). Por otra
parte, en tortugas marinas, la glucosa aumenta debido a la dieta o cuando se ha
ingerido alimento recientemente (Padilla, 2008, Deem et al., 2009); sin embargo, esto
es poco probable en el presente estudio, ya que se sabe que las tortugas no se
alimentan durante el periodo reproductivo (Garcia, 2011), sino que utilizan las reservas
almacenadas y experimentan perdida de peso (Guirlet et al., 2010). En el caso de la
albumina, los niveles pueden elevarse por deshidratacion; por el proceso de
vitelogénesis durante el estado reproductivo (Deem et al., 2009), en el cual hay una
demanda de incremento de la sintesis de proteinas, como la albumina (Goldberg, et al.,
2011), para la produccién de los huevos; o puede estar asociada con el estrés, durante
la toma de muestra (Labrada, 2011). En ambientes nutricionalmente ricos, las tortugas
marinas pueden mostrar altas concentraciones de acido urico, albumina (Labrada,
2011), pero el presente estudio se realizd6 durante la época de anidacién y no en
periodo de alimentacion. También, el acido urico puede aumentar por dano a tejidos y a
una dieta inadecuada (Labrada, 2011). La deshidratacién en algunos reptiles puede
producir cambios fisioldégicos con hiperuriacemia, e incremento en el hematocrito, urea y
albumina. En algunos reptiles, se ha observado hiperuriacemia superior a 16.81mg/dl,
atribuyéndolo a insuficiencia renal o deshidratacion; sin embargo, la hiperuriacemia no
es una medida fiable de enfermedad renal, ya que también aumentara si la
deshidrataciéon disminuye la tasa de filtracion en el glomérulo (unidad anatdmica
funcional del rifidén). Para descartar hiperuriacemia por enfermedad renal se necesita de
estudios histopatolégicos, asi como medir otros parametros (e.g. AST, LDH, creatinina,
calcio, potasio, urea, glucosa) y realizar su interpretacion; mientras que los parametros

como urea, albumina, acido urico, HTO y potasio, pueden reflejar mejor los cambios en
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el estatus de hidratacion (McArthur, 2004; Wilkinson, 2004). En el presente estudio,
probablemente el aumento de los niveles de glucosa, albumina y acido urico esten
asociados a deshidratacion, estrés y proceso de anidacion, como factores mas
influyentes.

La enzima AST se usa comunmente como indicador de dafo hepatico y muscular
(Keller et al., 2004c; Wilkinson, 2004); niveles elevados se presenta en animales
enfermos por diversas condiciones (e.g. infeccion por el virus del herpes,
glomerulonefritis, heridas, estomatitis, artritis séptica); en enfermedad renal, se ha
reportado que pueden elevarse los niveles de AST, LDH (e.g. 3093 U/l y 297 Ul
respectivamente, en tortugas terrestres) (McArthur, 2004; Wilkinson, 2004). La LDH es
una enzima indicadora de inflamaciones y parasistemias (Wilkinson, 2004; Labrada,
2011), ésta se encuentra asociada a los rifiones, higado, musculo esquelético, corazoén,
y en menor grado, al intestino; si los niveles se elevan (e.g. 700 U/l), puede ser
indicativo de enfermedades con dafo a tejidos (e.g. estomatitis, obstruccion intestinal,
artritis séptica, falla renal) (Wilkinson, 2004; Casal et al., 2009). En el presente estudio,
no fueron elevados los niveles de AST y LDH, lo cual podria indicar que aparentemente
no hay algun dafio hepatico o muscular alarmante, o problema de enfermedad con dafio
a tejidos o musculo.

La urea en tortugas, es considerada un indicador nutricional, mas que una sustancia de
desecho o indicador de enfermedad renal. Niveles altos de urea, se asocian con la
deshidratacién (aunque presente valores normales de acido urico), catabolismo,
enfermedad renal o combinacion de estos factores (McArthur, 2004; Wilkinson, 2004).
En tortugas marinas, la BUN también se considera mas como indicador del estado

nutricional y del metabolismo de las proteinas (Keller et al., 2004c, Montilla et al., 2008).
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Altos niveles de BUN pueden indicar ingesta reciente (Keller et al, 2004c), o altos
niveles de BUN y valores bajos de proteinas totales puede indicar catabolismo de las
reservas proteicas, usadas para compensar la falta de alimento (Delgado et al., 2011).
En el presente estudio, los niveles de urea y BUN se mantuvieron dentro de lo
reportado por algunos autores en tortugas marinas consideradas sanas o en estado de
anidacion normal (Anexo 7), por lo que no se consideré que estuviesen en estado
critico de inanicion.

Con respecto al hemograma, en la mayoria de los reptiles, incluidos los quelonios, los
valores normales del HTO estan entre 15-55%, y es considerado un indicador de
anemia (< 15%) o de deshidratacion (> 55%) (Martinez-Silvestre, Lavin y Cuenca, 2011;
Stacy, Alleman y Sayler, 2011). Por su parte, los valores de referencia del RBC oscilan
entre 0.30-2.50 x10%ul, dependiendo de la especie y lugar de puncién (Martinez-
Silvestre, Lavin y Cuenca, 2011). En los WBC varios trabajos en tortugas marinas,
consideradas sanas, refieren recuentos promedio de 1.6 a 22.8 x10%/ul (Anexo 8). En el
presente estudio se encontré6 que los valores del HTO, RBC y WBC, fueron
consistentes con los valores de referencia descritos y estuvieron dentro de los rangos
reportados para individuos de C. caretta y C. mydas en diferentes etapas y
consideradas como saludables o en estado normal de anidacion (Anexo 8). En el
conteo leucocitario, se distinguieron cinco tipos de leucocitos, cuya predominancia
numeérica fue: heterdfilos (59.09%), linfocitos (31%), eosindfilos (5.82%), monocitos
(2.18%) y basofilos (1.91%). Este orden concuerda con lo descrito en otros estudios
para otras tortugas marinas consideradas sanas (Casal et al., 2007; Casal et al., 2009;
Basile et al., 2012; Prieto-Torres et al., 2012). En ocasiones, el orden entre los

heterdfilos y linfocitos se invierte (e.g. stamper et al.,, 2005), pero ambas formas se
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consideran normales en muchas especies de reptiles sanos (Martinez-Silvestre, Lavin y
Cuenca, 2011). El orden en que se encuentren estos dos tipos de leucocitos puede
deberse al sitio de venopuncion, criterios o dificultad para identificar las células, edad de
la tortuga, estrés, entre otros (Casal et al., 2009; Prieto-Torres et al., 2012). En las
tortugas marinas, los heterdfilos son los leucocitos mas abundantes, su funcidn principal
es fagocitar y destruir organismos patdgenos (bacterias, hongos, virus, parasitos,
protozoarios), por lo que constituyen la primera linea de defensa contra infecciones
(Labrada, 2011, Zhang, Gu y Li, 2011); en los reptiles constituyen 30 al 45% del total de
leucocitos y, en quelonios, pueden estar arriba del 50% (Stacy, Alleman y Sayler, 2011).
Por su parte, los linfocitos reflejan la funcion inmune en el cuerpo, encargandose de la
produccién de anticuerpos y atacando materia extrafia (Zhang, Gu y Li, 2011). Los
eosinofilos en reptiles saludables, incluyendo a las tortugas, representan 7 a 20% de los
leucocitos; y los monocitos, usualmente estan entre 0 a 10% y, en algunas especies de
reptiles, llegan a 20% (Martinez-Silvestre, Lavin y Cuenca, 2011; Stacy, Alleman vy
Sayler, 2011). El porcentaje de monocitos se incrementa durante la estimulacion
antigena cronica, inflamacion cronica, enfermedades parasitarias o bacterianas (Stacy,
Alleman y Sayler, 2011); o pueden elevarse los monocitos junto con los heterdfilos, en
respuesta a eventos de fagocitosis (Zhang, Gu y Li, 2011), pero en el presente estudio
no se observd esto (Fig. 4). Los basofilos son los leucocitos de respuesta inmune que
menos se encuentran en las tortugas marinas y su conteo varia mucho entre especies
(Zhang, Gu vy Li, 2011); en tortugas saludables se ha descrito que son escasos (Casal
et al., 2009; Zhang, Gu y Li, 2011), pero pueden llegar a tener un maximo de 40% de
basofilos (Stacy, Alleman y Sayler, 2011). En el presente estudio, los basdfilos fueron

los unicos leucocitos que comparativamente estuvieron mas altos con respecto a otros
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trabajos (Anexo 8); sin embargo, fueron consistentes en ocupar la ultima posicion de los
conteos leucocitarios. Los resultados del conteo hematolégico al parecer no estan
indicando la existencia de alguna condicion patologica o anémica cronica, al
encontrarse similitudes con los valores expuestos en otras tortugas consideradas como
saludables. Probablemente los valores podrian usarse como referencia para estudios
futuros en la region.

En este estudio, se observo que varios de los parametros medidos presentaron amplios
rangos en sus valores bioquimicos (e.g. glucosa, AST, urea). Lara (2011) ha
mencionado que es dificil definir los valores bioquimicos y del hemograma en las
tortugas marinas, ya que existen intervalos muy amplios de sus valores que han sido
reportados en varios estudios. Por ejemplo, Deem et al. (2009), Flint et al (2010) y
Labrada-Martagén et al. (2010) describen intervalos amplios para algunos parametros
(e.g. LDH, AST, glucosa, BUN). Wilkinson (2004) menciona que en reptiles, los valores
de la bioquimica sanguinea suelen producir rangos amplios, debido a que estos
animales ejercen menos control sobre su mecanismo homeostatico que las aves y los
mamiferos, y estan sujetos a variaciones estacionales. Asimismo, un hecho importante
es que las tortugas marinas son los unicos reptiles con amplia movilidad por eventos de
migracion, lo cual tiene efectos en la variacion de la bioquimica sanguinea y
hemograma (Stamper et al., 2005). Por lo tanto, actualmente no existen valores
‘normales” establecidos de manera general en las tortugas marinas.

El tamafo de muestra también podria influir en la variabilidad de los datos, en el
presente estudio, éste fue relativamente pequefno. Sin embargo, se han hecho estudios
con mayores tamafios de muestra que presentan amplia variacion en los parametros

medidos (e.g. Deem et al.,, 2009; Flint et al., 2010; Stamper et al., 2005). Es
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recomendable ampliar el numero de muestras y tener informacion mas robusta para
observar si se reduce o no la variabilidad.

Los niveles de cada parametro medido son representativos de una poblacion especifica
y pueden variar entre poblaciones. Labrada-Martagén et al. (2010), mencionan que
debe tenerse en cuenta que los valores se generan a partir de las condiciones
particulares de habitat, la regidn geografica, condiciones climaticas, estacion, ano,
dieta, condicion corporal, peso, talla, sexo y estado de salud de los individuos, entre
otros factores. Ademas, existen otros factores que pueden en conjunto, causar
variaciones en los parametros, como el muestreo y manipulacion de la muestra,
especie, estado reproductivo, el numero de anidacion por temporada, genética, técnicas
de analisis empleadas y analizadores, la temperatura, contaminacion (Keller et al.,
2004c; Wilkinson, 2004; Montilla et al., 2008; Flint et al., 2010; Labrada-Martagén et al.,
2010; Honarvar et al., 2011). En tortugas marinas anidadoras, los trabajos todavia son
escasos y se sabe poco al respecto. Por lo tanto, es conveniente que se sigan
realizando estudios para entender mas a fondo la dinamica de cada parametro.

Es necesario realizar el perfil de la bioquimica sanguinea, con los parametros
bioquimicos que puedan ayudar a una mejor interpretacion de las variaciones. Ademas,
involucrar otros estudios, como el indice de condicién corporal, examen fisico externo,
busqueda de parasitos, conteo de carga de epibiontes y descripciones morfologicas de
los leucocitos, para poder tener un mejor diagnéstico de su salud. Esto también ha sido
sugerido por algunos autores para un estudio integral en las poblaciones de tortugas

marinas (Deem, 2001; Padilla, 2008; Labrada, 2011).
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Relacion entre los plaguicidas organoclorados (POC) con los parametros
sanguineos.

En las tortugas C. careftta juveniles, se ha mencionado que las correlaciones entre los
parametros sanguineos y los plaguicidas organoclorados pueden sugerir que las
tortugas son altamente sensitivas a efectos sub-letales como la modulacion del sistema
inmune, alteraciones en las proteinas y de la homeostasis de carbohidratos y iones
(Guirlet et al. 2010). También se espera, que la tendencia a sufrir enfermedades en las
tortugas marinas, aumente por causa de estos contaminantes (Keller et al., 2004c;
Guirlet et al., 2010). Sin embargo, el efecto exacto sobre su salud no es bien conocido.
Como objetivo principal de este estudio, se correlacionaron los POC evaluados con los
parametros sanguineos medidos para observar posibles relaciones entre estos y sugerir
explicaciones de como los contaminantes podrian modular estos parametros. De los
pocos estudios realizados (Peden-Adams et al., 2002; Keller et al., 2004c; Komoroske
et al., 2011; Labrada, 2011; Camacho et al., 2013), se ha referido que los indicadores
bioquimicos y hematolégicos de las tortugas marinas pueden ser influenciados de
manera adversa por los contaminantes (Camacho et al, 2013) y tener alta sensibilidad
fisiolégica aun a bajas concentraciones de éstos (Keller et al., 2004c; Labrada, 2011;
Camacho et al., 2013). No obstante, la exposicion reciente a los contaminantes podria
no ser lo suficientemente aguda para producir patrones de respuesta evidentes, pero si
alterar los perfiles bioquimicos y hematolégicos de las tortugas. Estas alteraciones,
pueden resultar de la aclimatacion fisiolégica y, de la demanda energética para la
biotransformacién y la eliminaciéon de las sustancias quimicas (Komoroske et al., 2011).
Sin embargo, los contaminantes no son el unico factor que puede estar modulando

estos parametros (Camacho et al., 2013), siendo necesarios mas estudios que explore
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el efecto que pueden tener los contaminantes, asi como las causas precisas de estas
relaciones (Keller et al., 2004c; Labrada, 2011; Camacho et al., 2013).

En este estudio, las correlaciones de Spearman se mostraron significativas, siendo
tanto positivas como negativas, y en algunos casos resultaron ser correlaciones bajas
(Cuadro 6). Esto ultimo pudo deberse al relativo pequeno tamafio de muestra; también
a la naturaleza de los datos muestreados, ya que varios de éstos se encontraban en el
limite de deteccion (LOD), es decir que estaban en concentraciones muy bajas. Sin
embargo, se decidid tomar en cuenta a estos datos por ser parte de las muestras
obtenidas y que simplemente su concentracion medida se hallé baja, por lo tanto no
fueron excluidas y vistas como datos sin concentracion alguna. Keller (2003) en su
trabajo con tortugas C. caretta, presenta de manera similar sus resultados.

Se encontré correlacion negativa entre la glucosa y el p,p’-DDE (rs= -0.40, p<0.05)
(Cuadro 6, Anexo 10). Resultados similares tuvieron Keller et al. (2004c) con dieldrin y
la ZDDTs en tortugas C. caretta juveniles de Carolina del Norte; lo mismo que Camacho
et al. (2013) con la ZPCBs, en anidadoras de C. caretta de Cabo Verde (Africa); y
Labrada (2011) con endrin, en C. mydas juveniles-adultos de Punta Abre Ojos, en la
Peninsula de Baja California, México. En otros organismos, como aves rapaces, Sonne
et al. (2010; 2012) también se ha observado este mismo patron de la glucosa con
diferentes contaminantes organoclorados, como el heptacloro epoxido, mirex, HCB vy
2PCBs. Keller et al. (2004c), sefialan que la glucosa esta fuertemente regulada por el
higado, y las complejas interacciones con el hipotalamo, la glandula pituitaria y las
glandulas suprarrenales, donde es posible que los POC interfieran en alguno de estos

multiples puntos de control. El hipotalamo y las glandulas mencionadas estan
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relacionadas con la produccion de hormonas como la corticotropina y corticosterona, y
de enzimas implicadas en la produccion de la glucosa (Keller, 2003).

El principal 6rgano de almacenamiento y sintesis de glucosa es el higado (Keller, 2003;
Pocok y Richards, 2005), y diariamente se necesita de un gradiente de concentracion
de glucosa en la sangre para satisfacer las necesidades metabdlicas y de hormonas
que regulan las fluctuaciones de la glucosa (Pocok y Richards, 2005). La penetracion
de los compuestos toxicos (como los POC) hasta la sangre de los organismos, es a
través de la piel, branquias o tubo digestivo (Espina y Venegas, 2005). Una vez que son
ingeridos y absorbidos los POC, pasan a las células de los 6rganos blanco como el
higado y rifidn, donde generalmente el higado se encarga de metabolizar la mayoria de
estas sustancias (Fernicola y Jauge, 1985; Espina y Venegas, 2005). Por ejemplo, el
higado es un sitio importante para la biotransformacion del DDT a DDE, y su posterior
eliminacion por la bilis (Fernicola y Jauge, 1985). Es posible que en este 6rgano, los
POC mencionados esten produciendo alteraciones en las enzimas hepaticas que
regulan la glucosa, o en la produccion o inhibicion de la actividad de alguna hormona
que regula a la misma.

Algo similar fue sugerido en aves por Sonne et al. (2012), quienes encontraron
correlaciones negativas de la glucosa con la ZPCBs. Propusieron que la ZPCBs estaba
indicando cambios a nivel endocrino, reduciendo la respuesta de la corticosterona
debida al estrés y suprimiendo de esta manera las concentraciones de la glucosa en el
plasma sanguineo. La corticosterona, es una hormona que esta implicada en la
regulacién del metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos. El papel que juegan
en los carbohidratos esta asociado a mantener las reservas del glucogeno del higado,

ejercer accion antiinsulina y estimular la produccion del glucégeno, y de la
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gluconeogénesis (Pocok vy Richards, 2005). Los glucocorticoides como la
corticosterona, actian después de un estimulo de estrés (Real Academia Nacional de
Medicina, s/d), dentro de los cuales pueden estar sustancias como los POC (Sonee et
al., 2010). Cuando una sustancia toxica actua como disruptor endocrino, altera la
funcion de este sistema. En este caso, estas sustancias toxicas pueden bloquear sitios
de enlace, donde las hormonas naturales ya no pueden actuar o también pueden
funcionar como falsas hormonas, cambiando asi el mensaje y alterando la actividad
celular (Rendon, 2005). Cualquiera de estas formas, podrian estar alterando la
regulacion de la glucosa, disminuyéndola cuando la concentracion de DDE aumenta. En
este estudio no se midid la corticosterona, pero se sugieren su estudio para tener
informacién que apunte hacia esta via.

El acido urico, presentd correlacion negativa con aldrin, Zdrines, a-HCH, ZHCH y
2POCs (Cuadro 6, Anexo 10). Resultados similares encontré Labrada (2011) con el
endrin (rs= -0.32) en tortugas C. mydas juveniles-adultos, y Camacho et al. (2013) con
la ZPCBs (rs=-0.32), en tortugas anidadoras de C. caretta. En otras especies animales,
Fox et al. (2007) encontraron la misma tendencia con la dioxina 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) medidos en higado de gaviotas argéntea (Larus
argentatus). Por el contrario, Komoroske et al. (2011) reportaron correlaciones
positivas y negativas con varios metales pesados y el 4,4"-DDE (rs= 0.51) en tortugas C.
mydas juveniles-adultos de la Bahia de San Diego, California (un sistema costero
cronicamente contaminado). En aves rapaces, Sonne et al. (2010; 2012) observaron
que el acido urico se asocidé positivamente con diferentes compuestos, como el
heptacloro epoxido, 2PCBs, 2PFC, 2clordanos, HCB y >PBDEs. Estas tendencias tanto

positivas como negativas, pueden ser debidas a la especie animal y los mecanismos
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metabdlicos que cada uno tiene en respuesta a sustancias toxicas, la ruta y tiempo de
exposicion, el tipo de compuesto y su dosis, la calidad de su dieta, entre otros (Sonne et
al., 2010).

El acido urico, se describe en los reptiles como un producto catabdlico final para
eliminacion del nitrégeno de las proteinas, cuyo aumento se ha asociado a la dieta
(Labrada, 2011). En general, el acido urico es producido en el higado y diariamente se
genera tanto de fuentes enddgenas (degradaciéon de proteinas, de las purinas, acidos
nucleicos), como exégenas (principalmente del alimento), existiendo un balance entre la
produccioén y eliminacion de uratos (Diaz, Fernandez y Parede, 1997). La hipouriacemia
es menos frecuente que la hiperuriacemia, y se produce por un déficit en las enzimas
implicadas en la produccion de acido urico, bloqueando la degradacién de las purinas.
Las causas se han descrito por enfermedades y la administracion de farmacos (Diaz,
Fernandez y Parede, 1997); también recientemente en trabajos de laboratorio, se ha
encontrado asociaciones donde este acido se ve disminuido cuando las
concentraciones de ciertos contaminantes aumentan (e.g. Burgin et al., 2001; Wade et
al., 2002), sugiriendo una posible intervencién de los contaminantes.

Al respecto, en el estudio de Burgin et al. (2001) con ratas machos de laboratorio
expuestas a dos mezclas de PCBs, encontraron que varias actividades enzimaticas
antioxidantes, como la EROD, se vieron elevadas conforme la dosis de las mezclas
incrementaban. Aunado a ello, algunos parametros se vieron alterados como la
glutation (GSH), el acido ascorbico y el acido Urico; este ultimo disminuia a medida que
la concentracion de las mezclas de PBCs aumentaba. Sugirieron que las mayores
concentraciones de los contaminantes y/o la composicion en la que se encontraban,

pueden causar estrés oxidativo y, la medicion de los tres parametros medidos es
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considerada como marcadores de defensa antioxidantes. En otro trabajo realizado en
ratas machos de laboratorio expuestas a dosis de una mezcla de compuestos organicos
persistentes (incluidos algunos POC), Wade et al., (2002) observaron que el acido urico
decrecia con las mas altas concentraciones de esta mezcla. Ademas en el higado
hallaron induccion de la actividad enzimatica de la EROD a partir de la dosis mas baja
de la mezcla, acompafada de alteraciones en el tamafo de este 6rgano y lesiones que
aumentaban conforme la dosis incrementaba. Los estudios histopatoldgicos en rifidén e
higado les revelaron danos a estos 6rganos. De acuerdo a estos trabajos, es posible
que las asociaciones negativas encontradas en presente estudio, se deban al estrés
oxidativo por contaminantes que inducen a actividades como la EROD, y asi alterar
algun punto del metabolismo del acido urico.

La actividad EROD (etoxiresorfurin-O-dietilasa), forma parte de las enzimas oxidasas de
funcion mixta, que es un mecanismo de defensa de la primera fase del metabolismo de
detoxificacion, el cual induce a enzimas tales como las del citocromo P450 que tienden
a detoxificar los compuestos toxicos (Rendon, 2005; Fox et al.,, 2007). La aparente
induccion de la actividad EROD por ciertos contaminantes, puede ir acompafada de
alteraciones en la transformacion metabdlica de sustratos enddgenos y también de
sustancias téxicas exogenas (Fox et al., 2007). Se ha indicado, que en caso de
hipouriacemia, puede existir una obstruccion en la actividad enzimatica involucrada en
la descomposicion de las proteinas o acidos nucleicos (Diaz, Hernandez y Parede,
1997), lo cual no permite la produccion de acido urico y que sus niveles disminuyan.
Hay que recalcar que en el presente estudio, el acido urico fue el parametro que tuvo
correlaciones negativas con mas contaminantes, destacando la ¥POC. Esto podria

indicar mayor afectacion sobre el acido urico por varios plaguicidas, resultando en la
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variacion de su metabolismo que a largo plazo produzca dafios al higado y riiédn como
fue mencionado por Wade et al. (2002) y, a otras sustancias corporales como la
glutation y el acido ascorbico (Burgin et al. 2001).

Con respecto a las enzimas AST y LDH, solo se encontré correlacion negativa entre la
LDH con el p,p"-DDT (rs=-0.471, p<0.05) (Cuadro 6, Anexo 10). Resultados parecidos
fueron reportados en perros alimentados con comida contaminada por
organohalogenados y mercurio (Sonne et al., 2008); en ratas machos de laboratorio
expuestas a las dosis mas altas (100X y 1000X) de una mezcla de compuestos
organicos persistentes (Wade et al., 2002); y en peces expuestos a diferentes grupos
de contaminantes (e.g. carbaryl, DDT, HCB, endosulfan) (Rendén, 2005); en tortugas
marinas, al parecer no se tiene reportado. También, se han encontrado correlaciones
positivas en ratas de laboratorio (Hayes et al., 1984) y humanos (Fischbein, 1985)
expuestos a PCBs en ambos casos. Rendon (2005) menciona que la respuesta de la
LDH parece depender del tiempo de exposicion y su variacion (aumento o disminucion)
puede ser debida al tipo de sustancia y al organismo.

La LDH, es una enzima importante en los procesos energéticos de varios animales y se
se ha utilizado como un biomarcador de dafo tisular, bajo la suposicion de que los
organismos bajo estrés quimico necesitan energia extra y rapida (Rendén, 2005). Sin
embargo, la informacién de su posible modulacion por contaminantes todavia es poca.
Existen pocos trabajos que han mostrado que una dosis letal a cronica de
contaminantes (e.g PCBs), puede causar diferente respuesta de esta enzima por la
concentracién del contaminante (Sonne et al., 2008). Por ejemplo, en el estudio de
Hayes et al. (1984) y Fischbein (1985), observaron citotoxicidad en el tejido del higado,

donde las lesiones se midieron por medio de la induccién y liberacién de la LDH como
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respuesta al dafio ocasionado en las células de este 6rgano. Sin embargo, en el estudio
de Wade et al. (2002), la LDH disminuia en ratas expuestas a una mezcla de
contaminantes organicos persistentes. Observaron que desde la dosis mas baja se
inducia la actividad enzimatica EROD en el higado, aumentando considerablemente en
la dosis mas alta; los analisis histopatolégicos mostraron alteraciones en el tamano de
este organo y lesiones que aumentaban conforme la dosis subia. Sugirieron que la
disminucion de la LDH podria deberse a una posible induccién de las reacciones de
oxidasas de funcién mixta, o a una directa inhibicién de la LDH por uno o mas de los
contaminantes de la mezcla de COP’s. En el presente estudio, posiblemente se inicid
una induccién de la actividad enzimatica EROD, como parte del proceso de
detoxificacion mencionado por Wade et al. (2002).

En la enzima AST, no se hallaron correlaciones significativas a pesar de que es una
enzima muy utilizada para estos estudios, debido a su sensibilidad e indicador de dafio
hepatocelular en tortugas marinas (Keller et al., 2004c).

En la albumina se observé correlaciéon negativa con el heptacloro (rs= -0.558) (Cuadro
6, Anexo 10). Esto coincide con lo encontrado por Keller et al. (2004c) con la
2clordanos (rs= -0.365) y mirex (rs= -0.315) en tortugas C. caretta juveniles en Carolina
del Norte. En otras especies, Fox et al. (2007) obtuvieron la misma tendencia con la
2PCBs (rs=-0.315) y DDE (rs=-0.33) en gaviotas, y Greichus, Call y Ammann (1975) con
PCBs (p<0.01) en pelicanos. También se han hallado correlaciones positivas con el
4,4°-DDE (rs= 0.49) en tortugas C. mydas (Komoroske et al. 2011), y con algunos
hidrocarburos aromaticos policiclicos (fluorantreno y fenantreno) en tortugas anidadoras

de C. caretta (Camacho et al. 2013).
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La albumina es sintetizada en el higado y es altamente sensible e indicador de la
funcion de los hepatocitos (Fox et al., 2007). Los cambios en los niveles de la albumina
y otros parametros correlacionados con los contaminantes organoclorados puede tener
impacto sobre el higado (Sonne et al.,, 2010). Fox et al. (2007) mencionan que la
albumina plasmatica es claramente vulnerable a las sustancias quimicas téxicas que
inducen a su modulacién, pero todavia no hay un mecanismo especifico que explique
su variacion. De manera general, expresan que los cambios en los sistemas bioldgicos
por los contaminantes téxicos, se producen por la induccién del gasto energético y/o por
los procesos de estrés. Concluyen que la disminucion de la albumina plasmatica puede
tener impactos en la disponibilidad de proteinas y aminoacidos para tejidos, en la union
y transporte de nutrientes u hormonas.

En el presente estudio, todas las correlaciones negativas encontradas con los
parametros bioquimicos pueden sugerir que a largo plazo tendran implicaciones
adversas en los tejidos y funciones enzimaticas del higado. Keller (2003) ha
mencionado que este 6rgano es un sitio importante de regulacién no solo de la
albumina, sino también de otras sustancias del cuerpo (e.g. glucosa, lipidos), donde se
sabe que los contaminantes organoclorados alteran la actividad de enzimas hepaticas
responsables de la regulacién de muchas funciones, y como consecuencia producen
cambios en las concentraciones de estas sustancias corporales. Ademas el higado es
un 6rgano donde ocurren muchos procesos de transformacion de sustancias, entre
ellas la detoxificacion de compuestos toxicos como los POC (Espina y Venegas, 2005).
En tortugas marinas, Mckenzie et al. (1999) han encontrado que el 6rgano donde mas
se acumulaban los compuestos organoclorados (e.g. DDT, PCB, clordanos, dieldrin) es

el higado, ademas del tejido adiposo. Por otra parte, también los POC posiblemente
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estén interviniendo a nivel endocrino, que a largo plazo podrian tener efectos a este
nivel. Labrada (2011) menciona que la alteracion endocrina puede tener efectos serios
en el éxito reproductivo y en el crecimiento de la poblacion de tortugas.

A corto plazo, las correlaciones obtenidas sugieren que las variaciones de los
parametros bioquimicos podrian estar siendo moduladas en parte por los
contaminantes y posiblemente sea con efecto reversible. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que el presente estudio es estadisticamente correlativo, como también lo
menciona keller et al. (2004c) en su estudio con las tortugas juveniles de C. caretta. Es
necesario realizar mas estudios para obtener mas informacion, incrementar otros
nuevos parametros o marcadores a evaluar que puedan explicar mejor la existencia de
estas relaciones y como podrian estarse dando. Por el momento, solo se puede
suponer posibles explicaciones como la induccién actividades enzimaticas (e.g. EROD)
debidas al estrés por los contaminantes, o a nivel endocrino inhibiendo o activando
hormonas encargadas de regular sustancias corporales.

Con respecto a los parametros hematologicos, también se encontraron correlaciones
significativas de Spearman en la mayoria de los conteos celulares. En el conteo total de
glébulos rojos (RBC), se observd una asociacion positiva con el a-HCH (rs= 0.65), y-
HCH (rs= 0.70) y endodulfan sulfato (rs=0.70) p<0.05 (Cuadro 6, Anexo 10). Sin
embargo, esto difiere con lo hallado por Keller et al. (2004c) con la 2clordanos (rs=-0.66,
p<0.05) y por Lutcavage et al. (1995) con exposiciones a petréleo crudo, ambos autores
en tortugas juveniles de C. carefta. En humanos, se ha encontrado correlaciones
negativas con PCBs (Lawton et al., 1985). Los RBC pueden variar de acuerdo a las
condiciones ambientales y al estado nutricional (Martinez-Silvestre et al., 2011); pero

también varios estudios han encontrado que los contaminantes como los
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organoclorados pueden disminuir estos globulos (Keller et al., 2004c). Es recomendable
realizar mas estudios y aumentar el numero de muestras, que quizas pudieran estar
influyendo en el resultado del presente estudio.

En los heterdfilos, se mostré una correlacion negativa con endrin aldehido (rs=-0.736)
(Cuadro 6, Anexo 10). Resultados similares encontraron Camacho et al. (2013 a, b) con
el p,p’-DDE (rs=-0.34, p<0.01) y en metales como el aluminio (rs=-0.29, p<0.05) en
tortugas C. caretta anidadoras. En otras especies, Grasman, Scanlon y Fox (2000)
observaron la misma tenencia con la 2PCBs (rs=-0.42, p<0.029) en gaviotas argéntea y
Yu, Halbrook y Sparling, (2012) con la 2PCBs y el Aroclor® 1260 en tortugas acuaticas
(T. scipta).

Los heterofilos son muy importantes en las tortugas marinas, ya que reflejan la primera
linea de defensa contra microorganismos y materia extrafa (Labrada, 2011; Zhang, Gu
y Li, 2011). Los cambios por contaminacién es un campo poco explorado en las
tortugas marinas. Yu et al. (2012) mencionan que en tortugas acuaticas Trachemys
scripta elegans, la exposicion prolongada de contaminantes como los PBCs, pueden
estar suprimiendo la funciéon inmune y alterando algunos parametros hematoldgicos
(e.g. heterdfilos); esto mismo fue retomado por Camacho, et al. (2013) en tortugas
marinas anidadoras de C. caretta. Por otra parte, Grasman, Scanlon y Fox (2000)
midieron algunos biomarcadores en gaviotas adultos expuestos a compuestos
organoclorados, destacando la actividad 7-etoxiresorufin-O-deetilasa (EROD) vy
observando que los heterdfilos se asociaban negativamente con dicha actividad
enzimatica, sugiriendo que las variaciones en los heterdfilos pueden ser causadas por
los contaminantes y la induccién de la EROD. Sin embargo, mencionan que se necesita

mas estudios que expliquen la relevancia biolégica de las asociaciones estadisticas
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encontradas y los efectos causales detras de estas correlaciones. En el presente
estudio, es posible que exista induccion de la actividad EROD (mencionada
anteriormente) por los contaminantes. Esta actividad enzimatica, también podria estar
actuando sobre la modulacion de otros conteos leucocitarios como los eosindfilos,
monocitos y basofilos.

En los linfocitos, se observaron correlaciones positivas con el endrin (rs=0.780) y la
2drines (rs=0.624) p<0.05 (Cuadro 6, Anexo 10). Resultados similares obtuvieron Keller
et al. (2006), cuando observaron proliferacion de los linfocitos de tortugas juveniles de
C. caretta expuestos a varios POC (a nivel laboratorio y de campo), demostrando por
primera vez que las exposiciones por POC (e.g. 2PCBs, 4,4’-DDE y Zclordanos)
modulan el sistema inmune de las tortugas a concentraciones inferiores a las
reportadas en otras especies animales con alteraciones en la respuesta inmune. Esto
sugirid6 que las tortugas C. caretfta pueden llegar a ser muy sensibles a efectos
inmunomoduladores por los contaminantes organoclorados. En el estudio de Grasman,
Scanlon y Fox (2000) en las gaviotas, también observaron las mismas asociaciones
positivas con PCBs y HCP (porfirinas altamente carboxiladas). Estos hallazgos pueden
sugerir modulacion del sistema inmune en las tortugas anidadoras del presente estudio.
Los linfocitos, reflejan la funcion inmune en el cuerpo, encargandose de la produccion
de anticuerpos y atacando a materia extrana (Zhang, Gu y Li, 2011). Una evaluacion
mas exhaustiva de la funcién inmune puede lograrse mediante la medicion de la
hormona tiroidea, ya que niveles normales de ésta son necesarios para el desarrollo
adecuado, mantenimiento y funcionamiento tanto de los anticuerpos como de las
respuestas inmunes mediadas por las células (Smits et al., 2002). Se ha descrito que

los compuestos organoclorados interaccionan con el sistema tiroideo por medio de
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diferentes mecanismos, por ejemplo pueden intervenir directamente con la glandula
tiroidea y su funcion, o con enzimas metabolizadoras de estas hormonas, o unirse
competitivamente a transportadores de la hormona tiroidea, entre otros (Alvarez, 2010).
Varios trabajos han revelado que diferentes contaminantes producen estrés asociado a
esta hormona (disminuyéndola o suprimiéndola) y proliferacién de los linfocitos (Smits
et al., 2002). Por lo tanto, los contaminantes tienen la capacidad de inhibir, activar, o
mimetizar hormonas (Labrada, 2011). En el presente estudio, algo similar podria estar
sucediendo, pero se necesita estudios que evaluen esta hormona para conocer si
podria ser la via que induce a la proliferacion de los linfocitos.

Los eosindfilos, monocitos y baséfilos también mostraron correlacion positiva con los
POC. En los eosindfilos la correlacion se mostro con el p,p’-DDD (rs=0.615, p<0.05), los
monocitos con endrin (rs=0.67, p<0.02) y los basdfilos con la ZDrines y ZPOCs
(rs=0.63, p<0.04) (Cuadro 6, Anexo 10). Resultados similares obtuvieron Keller (2003)
entre los eosindfilos y p,p"-DDE (rs=0.71), la ZDDT (rs=0.71) y >OCs (rs=0.60), en
tortugas C. caretta juveniles; y Camacho et al. (2013) con p,p’-DDE (rs=0.35, p<0.01) y
la ZHAPs (rs=0.33, p<0.02) en tortugas C. caretta anidadoras. Labrada (2011) observo
correlaciones positivas entre los monocitos y la Zciclodienos (rs=0.45, p<0.05), en C.
mydas juveniles-adultos en la Peninsula de Baja California, México. Todos estos
autores sugieren estimulacion del sistema inmune debido al estrés de estas sustancias
contaminantes en el interior del organismo. Se ha descrito que los eosindfilos,
monocitos y basdfilos pueden variar por diversos factores, como eventos estacionales o
ambientales, enfermedades parasitarias o virales (Martinez-Silvestre, Lavin y Cuenca,

2011). Sin embargo, la variacion de estos conteos leucositarios por los contaminantes
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como los POC, es un campo que recientemente se esta explorando en las tortugas,
debido a que es poco lo que se conoce.

El presente estudio ha reflejado la existencia de posibles asociaciones entre los
parametros sanguineos y los plaguicidas organoclorados, que se mostraron con
correlaciones significativas a pesar del numero de muestra relativamente pequefio,
presentar bajas concentraciones y, donde las representaciones graficas aparentemente
parecen estar poco relacionadas en algunos parametros (e.g. LDH y eosindfilos). No
obstante, esto es similar a lo presentado por Keller (2003) en su estudio con tortugas C.
caretta juveniles.

La exposicion a los contaminantes ambientales, pueden inducir a cambios fisioldgicos
en los animales a través de diversos mecanismos (Smits et al., 2002). Sin embargo, y
como han mencionado en sus trabajos Bustnes et al. (2008) y Camacho et al. (2013),
debe tenerse en cuenta que los posibles cambios que estos contaminantes pueden
tener, no excluye la existencia de otros factores adyacentes vy, tal vez desconocidos,
que puedan afectar los resultados. Por ejemplo, factores como la nutricidn, el estrés,
ciclos estacionales, ademas de las sustancias quimicas téxicas, pueden alterar los
valores del hemograma (Grasman, Scanlon y Fox, 2000). Para esclarecer mas la
influencia que los contaminantes pueden tener sobre el organismo de las tortugas
marinas, en la medida de lo posible debe aumentarse los estudios donde se observe
como se comportan los parametros sanguineos por estaciones, género, estado
nutricional, enfermedad, carga de epibiontes, indice de condicion corporal, entre otras
variables. Esto ampliaria el panorama sobre las variaciones de los parametros
sanguineos en estas poblaciones. Aunado a ello, seria necesario trabajos a nivel

laboratorio que puedan complementar y hacer mas validos los resultados en campo,
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como los estudios in vitro efectuados por Keller et al. (2006) para corroborar la
linfoproliferacion por contaminantes. También, como mencionan Camacho, et al. (2013),
realizar estudios que incluyan diferentes biomarcadores de exposicion a POC para
entender los efectos de los contaminantes sobre el organismo en estas especies. Entre
estos se recomienda evaluar algunas enzimas de las reacciones de funcién mixta como
la EROD, hormonas como las tiroideas, corticosterona, y otras sustancias metabdlicas
(e.g. la glutatién, el acido ascorbico) que ofrezcan mas indicios de como podrian estar
variandose los parametros sanguineos que mostraron correlacion con los POC. Por
ultimo, seria de interés evaluar la relacion de estos contaminantes en varios érganos y
tejidos con los parametros bioquimicos y hematologicos que amplien el conocimiento
de los efectos clinicos en las tortugas, como lo ha sugerido Labrada (2011).

Al igual que varios trabajos realizados (e.g. Grasman Scanlon y Fox, 2000; Keller et al.,
2004c; Komoroske et al., 2011; Labrada, 2011; Camacho et al., 2013), este estudio no
puede asegurar contundentemente una relacion causa-efecto. No obstante, se observa
que ya se suman varios estudios al respecto en diferentes especies animales, entre
ellas las tortugas marinas, y con tendencias similares encontradas entre los parametros
sanguineos y los POC. Las correlaciones significativas encontradas sugieren que los
POC podrian estar produciendo efectos adversos sobre los parametros sanguineos de
las tortugas (que posiblemente sean reversibles), pero que a largo plazo pueden tener
implicaciones con dafio a 6rganos como el higado y rifiones, efectos principalmente a
nivel endocrino y, que finalmente pueden repercutir en la posible pérdida de individuos
de las poblaciones futuras.

Finalmente todos estos estudios ademas de contribuir con informacién y dar a conocer

posibles cambios en el metabolismo, pueden ser utiles también para continuar las
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investigaciones en estas poblaciones. De esta forma y para fines de conservacion, esto
puede ayudar a mantener protegidas a las zonas de la region que son muy importantes
para las tortugas que anidan aqui, pero que se encuentran amenazadas porque este es
un sitio altamente turistico, donde se ha observado que las areas de anidacion se han
ido haciendo cada vez menores y estan siendo sujetas a cambios del habitat que ponen

en riesgo a la especie.
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CONCLUSIONES

Las concentraciones determinadas de los 16 POC fueron consideradas como
relativamente bajas y posiblemente aun no tengan un impacto fuertemente negativo en

estas tortugas anidadoras en comparacion con otras poblaciones.

Los parametros sanguineos medidos, aparentemente mostraron compatibilidad con los
valores de otras tortugas consideradas saludables o en estado de anidacién normal.
Las variaciones en los parametros de la glucosa, albumina, acido urico y los basdfilos,
no necesariamente indican signos de enfermedad, si no que pueden ser cambios por
factores intrinsecos o extrinsecos que tienen que ser nuevamente regulados por el

mismo metabolismo.

Por ultimo, la hipotesis propuesta en este estudio se aceptd para la mayoria de
parametros sanguineos, unicamente fue rechazada para el RBC, y no hubo ningun tipo
de relacion con el HTO, WBC, BUN y la enzima AST. A pesar del reducido tamano de
muestra y de las bajas concentraciones encontradas, este estudio esta sugiriendo
estadisticamente una relacion entre los parametros sanguineos y los POC. Ademas
alude a que los POC podrian ser capaces de modificar estos parametros del
metabolismo o de la respuesta inmune sin producir dafos aparentemente mas graves
en el organismo a corto plazo. Este estudio es el primero de la regién de Quintana Roo
en dar a conocer informacién sobre las posibles asociaciones de los contaminantes con

los parametros sanguineos de tortugas anidadoras de C. caretta.
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ANEXOS

Anexo 1

Lista de plaguicidas organoclorados determinados en las muestras y del estandar.

Hexaclorociclohexano
Drines (HCH's) Heptacloros DDT’'s Endosulfanes
Aldrin Alfa Heptacloro p,p’-DDD Endosulfan |
Dieldrin | Beta Heptacloro p,p-DDE Endosulfan I
époxido
Endrin Gama (Lindano) p,p’-DDT Endosulfan
aldehido sulfato
Delta
Anexo 2

Aspectos éticos en la investigacion

Para el desarrollo de este estudio, en el cual se necesitdé de la obtencién de muestras
de sangre de tortuga Caretta caretta, se contd con los permisos que autorizan la colecta
cientifica que se requieren para una poblacidon u especie en riesgo, otorgado por la
Direccion General de la Vida Silvestre. Este permiso fue el oficio no. SGPA/DGVS
02713/12. También, se tuvo contacto con los campamentos tortugueros a cargo de
estas zonas de anidacion y, de los cuales se obtuvo apoyo para la realizacion del
presente trabajo. Estos campamentos fueron de la Fundacion Ecologica Bahia Principe
Tulum, A. C. (donde se realiz6 la obtencion de muestras), y Flora, Fauna y Cultura de

México, A. C. (donde se proporciono alojo y datos de las tortugas muestreadas).
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Anexo 3
Técnica de extraccién de plaguicidas organoclorados (POC) en plasma de tortugas

marinas, segun Diaz (2004), con modificaciones.

|Desconge|amiento de muestra a temperatura

B | 2ml de plasma |
2ml alcohol desnaturalizado (etanol o metanol), 2ml sulfato de
amonio sobresaturado
J,&Agitar (15 seg)
| 6 ml de hexano (colocar un septo de papel aluminio) |

Extraccion liquido-liquido — | Agitar vigorosamente 4 min, centrifugar a 2500 rpm/8 min |
| Pasar sobrenadante a un tubo nuevo y reservar | ﬁ
iﬁ Re-extracciéon 2 veces

Re-suspender el precipitado con 6 ml de hexano
(tercera re-extraccion se hace con 5 ml de hexano)

y

| Secar el extracto con N, gaseoso hasta aproximadamente 1ml |

| Acondicionamiento de la columna de Florisil |

Hacer pasar 6 ml acetona por la columna
(recolectar residuos en un vaso de precipitados)

y

Verter 6 ml de hexano (colectar residuos en un vaso de precipitados)|

y

Agregar hexano:diclorometano (9 ml : 3 ml)
(colectar residuos en un vaso de precipitados)

y

| Sin dejar secar la columna, agregar la muestra a ésta

Lavar el tubo de la muestra con 3 lavados de hexano
(c/u aprox. 0.5 ml) y pasar estos por la columna de florisil

| Eluir con hexano:diclorometano (11 ml : 4 ml)|

El extracto final, llevarlo a evaporacion con N, gaseoso
hasta aprox. 0.1 ml

Y

Pasar el extracto a un vial de color ambar para cromatografia (lavar
con hexano al tubo que contenia el extracto y pasarlos al vial)

Dejar ligeramente desenrroscada la tapa del vial para que se
evapore el hexano. Al leer al cromatografo, resuspender la muestra
con 500 pl de hexano, tomar 1yl e inyectar en el cromatografo




Anexo 4

Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) del cromatografo para los POC.

POC LD (ng/ml) LC (ng/ml)
Aldrin 0.064 0.213
Dieldrin 0.032 0.105
Endrin 0.004 0.013
Endrin aldehido 0.103 0.344
a-HCH 0.014 0.047
B-HCH 0.031 0.104
y-HCH 0.030 0.100
0-HCH 0.059 0.197
Heptacloro 0.046 0.155
Heptacloro 0.029 0.094
hepoxido
p,p -DDE 0.022 0.072
p,p’-DDD 0.095 0.315
p,p-DDT 0.174 0.581
Endosulfan | 0.040 0.135
Endosulfan Il 0.26 0.060
Endosufan 0.139 0.464
sulfato
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Anexo 6

Valores de bioquimica sanguinea de tortugas C. caretta anidadoras de Quintana Roo
(n=26), en la temporada 2012. Se presenta con largo y ancho curvo de caparazén (LCC y

ACC).
Clave Glucosa| Ac. urico AST LDH Albumina | Urea BUN LCC ACC

(mg/dl) (mg/dl) un un (g/dl) (mg/dl) | (mg/dl) (cm) (cm)

XF315 320 12.30 73.00 5.00 4.40 4.30 2.00 100.20 | 87.40

XWo27 840 3.60 125.00 43.00 6.10 100.80 | 47.10 | 92.70 88.30
XR313 700 7.30 108.00 21.00 3.80 27.90 13.00 | 94.90 88.80

XF335 560 8.60 67.00 13.00 3.30 7.50 3.50 99.20 87.70

XZ695 980 8.40 89.00 21.00 5.00 41.70 19.50 | 96.80 92.70

XW342 80 5.80 75.00 29.00 3.20 15.80 7.40 93.90 83.50
XW500 800 6.40 58.00 14.00 5.40 59.50 | 27.80 | 87.00 82.80
EK746 880 9.40 145.00 16.00 5.70 46.50 | 21.70 | 101.10 | 94.30

AMO044 820 12.10 86.00 19.00 5.70 6.50 3.10 99.60 94.50
XW434 680 7.80 204.00 19.00 5.10 39.90 18.70 | 102.10 | 92.20
XB547 400 8.60 193.00 14.00 7.10 41.70 19.50 | 100.00 | 90.10

XW857 620 12.43 87.00 31.00 3.70 34.40 16.10 | 106.70 | 97.10
XW861 40 11.78 129.00 28.00 6.20 53.80 | 25.10 | 106.40 | 100.60
XW910 320 7.02 115.00 40.00 3.80 70.90 33.10 | 92.60 80.00
XL342 120 8.86 98.00 17.00 6.40 130.90 | 61.20 | 100.80 | 88.60

XL105 680 9.10 85.00 22.00 6.00 13.60 6.30 96.30 86.80

XZ946 420 11.80 73.00 26.00 5.20 38.70 18.10 | 93.50 83.20

XV421 360 7.30 421.00 37.00 7.40 34.70 16.20 | 107.50 | 96.40

XF007 400 16.00 28.00 30.00 3.10 28.60 13.40 | 104.60 | 95.00

XF376 240 13.80 67.00 28.00 4.20 58.00 | 27.10 | 95.60 89.50

XP116 420 12.10 74.00 36.00 5.10 4450 | 20.80 | 94.20 89.60

XZ654 540 11.10 54.00 26.00 3.90 70.40 32.90 | 94.10 79.90

XW919 1080 12.60 62.00 40.00 3.90 67.10 31.30 | 92.80 86.20
XF558 600 16.10 44.00 27.00 4.20 57.00 | 26.70 | 91.00 82.00

XW466 320 10.80 64.00 16.00 3.80 69.60 32.50 | 102.10 | 97.20
XL003 980 7.40 60.00 21.00 4.50 20.10 9.40 99.30 82.80

media 546.15 9.94 103.23 24.58 4.85 4555 | 21.29 | 97.88 89.12

desv est | 288.32 3.09 77.00 9.54 1.21 29.24 13.66 5.24 5.70
mediana | 550.00 9.25 80.00 24.00 4.75 41.70 19.50 | 98.00 88.70
minimo 40.00 3.60 28.00 5.00 3.10 4.30 2.00 87.00 79.90
maximo | 1080.00 16.10 421.00 43.00 7.40 130.90 | 61.20 | 107.50 | 100.60
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Anexo 7
Resumen de valores de la bioquimica sanguinea (media + DE, rango) reportados en
tortugas de C. caretta, C. mydasy E. imbricata.

E.
. . C.caretta® C.caretta® C.caretta®  C. caretta® L E1 C. mydasEz
Parametro  Presente estudio ) . . . imbricata .
(Anidadoras)  (anidadora)  (anidadora) (anidadora) . (anidadora)
(anidadora)
Glucosa 546.15 (+288.32), 87.18 (+23.99) 96.04 (+ 14.95) 107 (+1.67), 126 (+ 5.00),
(mg/dl) 40-1080 38.00-136.00 73.88-113.51 104-110 118-135
Albumina 4.85 (+1.21), 1.65 (+0.23) 1.70, 170(+0.20),  1.30(+040),  0.38(+0.05), 0.35 (+0.06),
(g/dl) 3.10-7.40 1.20-2.30 1.10-2.60 1.40-1.90 0.50-2.10 0.31-0.48 0.30-0.49
Aspartato
. 103.23 (+77),  221.40 (+67.15) 123, 1577, 151 (+ 61.86), 138 (+7.20), 139 (+9.98),
amino 28-421 87.00-372.00 (51-214) 116-190 46-330 129-284 128-163
transferasa
Lactato
deshidrogenas | 2458 (+9.54),  134.68 (+ 130.54) 310, 592, 549.(+96.2) 539 (+ 166.60),
g 5-43 1.00-671.00 <100-827 22-1172 442-1142 429-899
a (Un)
Ac. drico 9.94 + (3.09), 0.82 (+0.33) 0.40*, 168, 5.30 (+ 0.40), 5.70 (+ 1.30),
(mg/dl) 3.60-16.10 0.10-19.00 0.20-0.90 0.80-3.36 4.70-6.00 4.20-8.60
Urea 45.55 +(29.24), 31.30 (+ 8.14) 43.24, 35.25, (+ 13.50),
(mg/dl) 4.30-130.90 14.00-56.00 30-58.30 11-70
BUN 21.29 +(13.66), 8.03%, 37.30 (+ 1.48) 33.50 (+7.30),
(mg/dl) 2.0-61.20 5.03-13.03 34.20-39.80 24.40-46.10
A= Camacho, et al., 2013 media +(DE), rango. Isla Boa Vista, Cabo Verde, Africa.
B= Casal, et al., 2009 media, rango. Cabo Verde, Africa. (Atlantico oriental)
C1yC2=Deem, et al., 2009 media + (DE), rango, *= mediana. Georgia, USA (Atlantico Norte).
D= Goldberg, et al., 2011 media * (DE), rango. Rio de Janeiro, Brasil.
E1yE2=Lara, 2011 media * (DE), rango. Yucatan, México.
...Continua cuadro 16
C. caretta” C. caretta”
. : C.caretta® C. caretta ©? C. mydas" C. mydas"®
Parametro (Juveniles- : . (Subadultos-
(Juveniles) (forrajera) (Subadultos) (adultos)
adultos) adultos)
Glucosa 80.10 (+ 21.80) 109 (+18), 105.95 (+ 20), 14 .41 (3.60-36.04) 119.54 (+ 32.17), 164.83 (+ 16.92),
(mg/d|) o= 76-146 70.27-136.94  250.45 (169.37-273.87) 71.50-198 79-298
Albumina 0.60 (+ 0.20) 1.10 (+0.20), 1.30 (+ 0.30), 0.60 (0.50-0.80) 1.27 (+0.37),0.79- 1.47 (+ 0.60),
(g/dI) PVES <1.00-1.50 0.80-1.60 1.80 (1.60-1.90) 2.00 0.92-2.10
Aspartato
amino 185 (+ 86) 229 (+59), 165%, 78.70 (71.1-87.4) 169.10 (+ 74.90), 167.07 (+ 131.89),
- 128-355 2.00-255 274.60 (250.3-296.9) 10.14-262 18.70-271
transferasa
Lactato 182 (+102) 572* 29.40 (25.40-34.20)
deshidrogenas | 120 (+82) 60-465 6.00-1376  391.80 (320.80-440.50)
a (un
Ac. Urico 0.70 (+ 0.20) 0.80 (+0.70), 0.70%, 0.084 (0.034-0.44) 3.06 (+4.40),0.30- 4.58 (+4.58)
(mg/dl) R 0.30-3.40 0.20-1.20 266 (2.30-2.72) 12.90 1.20-9.80
Urea 9.00 (7.21-128.52)
(mg/dl) 297.90 (270.27-324.32)
BUN 101 (+ 40), 83.21%,
(mg/dl) 49(x19) 25-197 1.00-107.27

F= Bolten, Jacobson y Bjorndal, 1992 media +(DE). Florida (Atlantico)

G= Keller, et al., 2

H= Flint, et al., 2010

004c

media * (SE), rango.Carolina del Norte (Atlantico Norte)
mediana e intervalos de referencia (90% de confianza para el limite mas bajo y mas alto) (Australia)

11 e 2= Labrada-Martagén, et al., 2010 media+ (DE), rango. Punta Abreojos, Baja California Sur, México
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Anexo 8

Resumen de valores del hemograma (media + DE, rango) reportados en tortugas de C.

caretta y C. mydas.

A1 A2 C E
] Presente C..care.tta C..care.t'ta C. caretta® C. caretta C. caretta® C. caretta C. mydas F
Parametro di (juveniles (juveniles ) . (hembras . (adultos .
estudio . . (juveniles) (anidadoras) ! (anidadoras)
migrantes) residentes) adultas) silvestres)
33.82 (+2.86), 28, 32 28 (+5.77), 40, 29 (+5) 30.77 (+4.1)
HTO (%) 30-38 23-35.6 23.60-36.80 19-43 36.57 (+4.38) 28-54 21-33 23-46
0.40 (+0.05), 0.88 0.38 0.09, 0.41 (+0.08)
RBC (x10%/yl) 0.32-0.53 0.64-1.18 0.28-0.57 0.38 (+0.53) 0.02-0.40 0.34-0.56 0.46 (+0.14)
417 (+0.79), 14.3 15.80 1.6, 22.80 (+11.03)
WBC (X10%ul)| 2.97-5.20 4.66-21.90 8.46-20.01 5.69 (+2.46) 0.3-4.40 13.5-39 3.66 (+0.24)
59.09 (+12.11), 60 27 75.80 (+ 9.08) 52.60 (+25.7) 52.30 (+ 12.8)
Heterofilo (%) 31-78 18.40-74.60 11.20-47.60 51.61-88.61 4822 (+3.23) 9.9-78 20-85
31 (+11.70), 36 65 18.41 (£ 7.11) 42.30 (+25.3) 36 (+ 12.3)
Linfocitos (%) 20-61 17.40-64.80 42.80-82.40  4.40-30.92 4244 (+11.3) 20-85.40 10-74
2.18 (+1.47), 1.20 (+ 1.36) 1.80 (+1.9) 3.8 (+3.7)
Monocitos (%) 0-5 0-5.31 0.67 (+1.53) 0.2-5.0 0-14
5.82 (+6.84), 2 6 451 (+6.33) 2.30 (+1.9) 74 (+57)
Eosinofilos (%) 0-19 0-10.60 1.60-15.80 0-29.40 1.00-4.50 0-26
1.91 (+2.34), 0.40 (+1.5)
Basofilos (%) 0-8 0 0 0(x0) 0.36 (+0.29) 1(+0.0) 0-9

A= Stamper ,et al., 2005, % mediana y percentiles 10-90. Pamlico Sound, Carolina del Norte (Atlantico Norte).
B= Casal y Orés, 2007, % media (+DE), rango. Las Palmas de Gran Canaria, Islas Canarias, Espafia (Atlantico Norte)
C= Kakizoe, et al., 2007, % media (+DE). Honshu, Japén (Océano Pacffico).
D=Casal, et al., 2009, % mediana, rango. Islas Canarias y Cabo Verde, Espafia y Africa (Atlantico Oriental).
E= Basile, et al., 2012, % media (+DE), rango. Napoles, ltalia (Mar Mediterraneo).

F= Prieto-Torres, et al. 2012, % mediana, rango. Isla aves, Venezuela. (Mar Caribe).
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Anexo 9

Concentraciones de POC en sangre o/y plasma sanguineo (promedio, + DS, rango) de

tortugas marinas en ng/ml* o ppm/humeda**.

Guirlet etal. | Camacho et
Presente estudio* Labrada (2011)* Garcia (2010) ** (2010)* al. (2013)*
Carey Blanca Laud Caguama
POC Caguama anidadora Verde Juvenil-adulto anidadora anidadora anidadora anidadora
. 1)
. 1.80 +1.52, 0.07-4.95 0.95, 0.005-25.94 3.49+3.15
Aldrin 10.43, 0.05-27.86 @
Dieldrin 1.41 +1.54, 0.10-5.64 1.52 11.33 + 8.36 0.008 + 0.03
Endrin 1.16 #1.77,0.17-6.10  1.06, 0.005-5.17 (" 5.23 + 4.30
Endrin aldehido 0.93 +0.74, 0.23-2.46
sdrines 2.67 +2.75, 0.07-10.09 1.52 + 0.50 8.37 £7.92
_ Q]
1.63 +1.46, 0.14-5.66 0.161,0.001-1.34 " 'y 10.16 £ 7.21 7.09+4.78
a alfa 1.32, 0.001-2.37 @
_ o
4.97 +8.39, 0.09-28.88 1.17, 0.001-10.71 (2’)' 5.60 + 5.62 10.13 £ 6.12
B beta 4.584, 0.001-23.35
_ (1)
Y gama 2.50 +2.62, 0.09-10.14 0.77, 0.001-9.80 (2)y 5.86 + 6.52 6.49 + 6.09
(lindano) 2.96, 0.001-9.64
_ (1)
2.22 +2.20, 0.27-6.53 0.79, 0.001-9.83 2y 5.96 + 6.53 9.97 + 10.68
5 delta 2.61, 0.001-10.57 @
0.15+0.16,
SHCH 6.85 +9.73, 0.09-42.88 1412+ 13.92  14.67 + 13.56 0.09-0.90
_ Q]
2.58 +2.78, 0.16-11.22 8.60, 0.001-36.49 2y 26.28 £+19.65  22.81 £19.80
Heptacloro 2.73, 0.001-13.77 @
Heptacloro 1.23 +1.63, 0.06-5.93 0.0057.88 'y , 1.27 £1.30
epoxido - 1.84, 0.005-1.69 @
SHeptacloro 2.85 +2.74, 0.16-11.22 26.29 £ 19.65  23.03 + 20.27
p,p’-DDE 1.06 +1.72, 0.03-6.21 8.53 + 1.67 0.075 £ 0.07
p,p’-DDD 0.94 +1.20, 0.17-4.09 0.005-11.80 @ 7.06
0.001-0.26 (1)y  0.001-
p,p"-DDT 3.98 @
0.31%0.22,
5DDT's 2.13 +4.64, 0.04-21.16 93.09 £52.19  29.92 + 35.25 0.09-1.04
2
Endosulfan | 2.20 +1.43, 0.15-3.26 0.005-1.22 @ 94.94 + 18.30
. - (2)
Endosulfan Il 1.25 +1.24, 0.13-3.79 0.005-7.54 14.98
Endosulfan @
sulfato 2.15 +1.17, 1.02-3.35 0.005-12.99 10.25 8.9
Zendosulfan 2.20 +2.08, 0.13-6.94 12.61+3.345  97.91 +23.38
ZPOCs 12.18 +13.1, 0.35-49.83 0.09 + 0.08

(1): Punta Abre Ojos, (2): Bahia Maria Magdalena
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Anexo 10

Graficas de correlaciones de Spearman (rs) p<0.05 entre los parametros sanguineos y

POC en plasma sanguineo de tortugas C. caretta anidadoras de la playa Aventuras-

DIF, Quintana Roo, México.

Glucosa vs DDE Acido urico vs aldrin
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Acido urico vs ZPOC LDH vs p,p’-DDT
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Abstract

The aim of this study was to determine and correlate the concentration of 16 organochlorine
pesticides (OCPs) with seven plasma biochemistry parameters and hematology in loggerhead
turtles (Caretta caretta) of the coast of Quintana Roo, not reported so far. Most biochemical
parameter and hematologic values were found near or within the values reported by some
authors. The results showed that the highest average concentrations OCPs were given by f-HCH
(4.97 ng / ml) and p, p'-DDT (4.87 ng / ml) individually, and family group corresponded to the
>HCH (6.85 ng / ml). The lowest concentration OCPs were endrin aldehyde (0.93 ng / ml) and p,
p'-DDD (0.94 ng / ml). Significant and positive correlations (p <0.05) were given between o-
HCH, y-HCH and endosulfan sulfate with the number of red blood cells (RBC); endrin and
Ydrines with lymphocytes; endrin with monocytes, p, p'-DDD with eosinophils and ZOCPs with
the Xdrines and basophils. Negative correlations were given between p, p'-DDT and LDH
enzyme; aldrin, a-HCH, Zdrines, XOCPs and XHCH with uric acid; heptachlor with albumin; p,
p'-DDE and XHCH with glucose, and endrin aldehyde with heterophile. The results suggest that
there may be a possible influence of OCPs on body substances and modify the metabolism of
turtles, which appear to be physiologically sensitive to low concentrations of OCPs. It is
necessary to continue and expand the studies to make more valid results.

Palabras claves: plasma biochemistry parameters, hematology, organochlorine pesticides, turtle

C. caretta, bioaccumulation.

INTRODUCCION
En México, se encuentran siete de las ocho especies de tortugas marinas, de las cuales cuatro

llegan a Quintana Roo (Chelonia mydas, Caretta caretta, Eretmochelys imbricata 'y
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esporadicamente Dermochelys coriacea) (Herrera, 2011). Las tortugas marinas se caracterizan
por ser migratorias (Caminas, 2002) y a nivel ecologico, juegan un papel importante en los
ambientes marinos (Frazier, 2001). En México, la tortuga caguama (Caretta caretta), es una de
las colonias con mayor diversidad genética del Atlantico Norte (Encalada et al., 1998) y son la
segunda poblacion mas importante Atlantico Occidental (Medellin, 2009). Muchos factores
llevan al declive de las poblaciones de tortugas marinas, entre ellas destaca la pesca clandestina e
incidental, la comercializacion, la depredacion natural, la destruccion o cambio de sus habitats de
anidacion y la contaminacién de los sitios de alimentacion (Camifias, 2002; Medellin, 2009).
Debido esto, se han creado varias iniciativas para su conservacion, como son los planes de
manejo, el establecimiento de campamentos tortugueros, veda permanente, prohibicion de artes
de pesca, entre otros (Medellin, 2009). Una de las repercusiones de los contaminantes, es su
larga persistencia o bioacumulacién en el ambiente (e.g. plaguicidas organoclorados) y su
capacidad para ingresar y concentrarse paulatinamente en las redes troficas (proceso de
biomagnificacion) generando cambios ecoldgicos negativos (Rendon, 2006). Los plaguicidas
oraganoclorados (POC) son compuestos sintéticos de hidrocarburos clorados (Ramirez y
Lacasafia, 2001), y debido a sus caracteristicas (alta afinidad lipidica, alta estabilidad quimica y
baja volatilidad) tienden a acumularse y biomagnificarse en las cadenas alimenticias
(Keithmaleesatti et al., 2009), favoreciendo asi su persistencia en el ambiente y lenta
biodegradabilidad (Ramirez y Lacasafa, 2001). Varios autores han reportado la exposicion a
POC en las tortugas marinas (McKenzie et al., 1999; Pugh and Becker, 2001; Gardner et al.,
2003; Keller et al., 2004a; Moganas, 2008; Malarvannan et al., 2011), manifestado posibles
efectos negativos, como interferir en el sistema inmune (Keller et al., 2006), producir disrupcion
endocrina (Colborn et al., 1993), posibles alteraciones en la bioquimica sanguinea y hemograma

(Keller et al., 2004b; Labrada, 2011; Camacho et al., 2013), entre otros. El estrés a factores
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ambientales, como la causada por contaminantes quimicos, pueden llevar al organismo a
responder como una forma de adaptacion (Sonee et al., 2010). Sin embargo, entre mas estresado
este un organismo, la probabilidad de supervivencia se reduce, resultando en un desequilibrio en
el funcionamiento normal del cuerpo (homeostasis). Esto es debido a la movilizacion de recursos
y gasto energético (Labrada, 2011), que conlleva a una perturbacion de la bioquimica sanguinea
(Sonne et al., 2010) y del hemograma (Grasman et al., 2000). De este modo, algunos (keller et al.,
2004b; Labrada, 2011) han observado que las tortugas marinas pueden tener una alta sensibilidad
fisiologica aun a bajas concentraciones de contaminantes organoclorados. Debido a que aun hay
falta de informacion en las tortugas marinas, el objetivo de este estudio fue determinar los niveles
de plaguicidas organoclorados (POC), los valores de la bioquimica sanguinea y hemograma en
tortugas marinas anidadoras de Caretta caretta de Quintana Roo, México, y la posible existencia
de correlaciones entre estos.

MATERIALES Y METODOS

Area y colecta de muestras y datos. El muestreo se llevo a cabo en la playa Aventuras-DIF,
ubicada en el corredor turistico Canctin-Tulum (a 22 km al norte de Tulum), durante los meses de
junio y julio de la temporada de anidacion 2012. Se tomaron muestras sanguineas mediante la
técnica de puncion en los senos venosos cervicales (Labrada, 2011). La zona del cuello fue
previamente limpiada con yodo y, posteriormente se extrajeron tres muestras de sangre con aguja
vacutainer® de 21x38 mm conectados a un tubo vacutainer® estéril con heparina como
anticoagulante (Labrada, 2011), y se guardaron aproximadamente a 4°C hasta llegar al
campamento. En dos de las tres muestras, el plasma sanguineo fue separado a una velocidad de
centrifugacion de 3157 rpm alrededor 15 min, se guardaron en tubos de criogénesis (Corning™™)

y se almacenaron a -69°C hasta realizar los analisis. Alternativamente, se obtuvieron los datos del

largo curvo del caparazén (LCC) y el nimero de huevos puestos por cada tortuga como dato del
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tamafio promedio y potencial reproductivo. En total se obtuvieron 37 muestras para los analisis
de POC, de las cuales 26 contaron con la bioquimica sanguinea y solo 11 para el hemograma.
Analisis sanguineos. Los parametros de bioquimica sanguinea medidos en el plasma sanguineo
fueron la aspartato aminotransferasa (AST) (U/l), lactado deshidrogenasa (LDH) (U/l), glucosa,
urea, nitrégeno:urea (BUN), acido urico (mg/dl) y albumina (g/dl). Los métodos de medicion
fueron enzimaticos colorimétricos, las lecturas para glucosa, urea y acido urico se hicieron en un
espectrofotdometro marca VELAB modelo 5000b y la albumina, AST y LDH en un
autoanalizador de quimica clinica marca MINDRAY modelo BS-300; todos estos analisis se
realizaron en un laboratorio particular (Laboratorio de analisis clinicos-alimentos-suelos-aguas
HIDROLAB).

Para el caso del hemograma, se utilizo el tubo de sangre restante sin centrifugar y se midio el
hematocrito (HTO o PCV) en %, mediante el método de centrifugacion. El conteo total de células
rojas (RBC) (x10%pl) y blancas (WBC) (x10*/ul) se hiso de manera manual. Para esto se colocd
una pequefia cantidad de sangre en una camara de Neubauer y se visualizo las células en un
microscopio a 40X, el conteo y diferenciacion de células blancas se efectud realizando frotis
sanguineos que se fijaron con alcohol y se visualizd con tincion de Wright-Giemsa en un
microscopio a 40 y 100X (Padilla, 2008). El conteo diferencial se hizo sobre 100 leucocitos y
diferenciando las células en linfocitos, heterofilos, eosinofilos, monocitos y basofilos (%)
(Wilkinson, 2004; Labrada, 2011).

Analisis de POC. El analisis de extraccion, determinacion y cuantificacion de los POC, se llevo
a cabo en el Laboratorio de Quimica de El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), Unidad
Chetumal. La extraccion se realizé mediante la técnica de Diaz (2004) con modificaciones. Se
tom6 2 ml de plasma para la extraccion de los POC con solventes grado HPLC (alcohol

desnaturalizado, sulfato de amonio saturado y Hexano), seguida de una purificacion con cloruro
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de metileno, hexano, y una columna de florisil (supelcleanTM LC-Florisil, Sigma-Aldrich®). Los
extractos obtenidos fueron secados con gas nitrogeno alrededor de 0.1 ml. Se inyectdo 1pL del
extracto en un cromatografo de gases modelo Agilent modelo 7890, con detector de captura de
electrones y una columna capilar de fenilmetil silicona al 5%, de 25 m x 0.25 mm x 25 pum. Se
uso gas helio y nitrogeno de alta pureza como acarreador y auxiliar respectivamente. El programa
de temperaturas fue 260°C para el inyector y 320°C del detector; la rampa inicio con 90°C/2min,
aumentando hasta 180°C en intervalos de 30°C/min, después subié 3°C/min hasta alcanzar una
temperatura final de 270°C. La identificacion y cuantificacion de los plaguicidas, se manejo con
un estandar externo de una mezcla de plaguicidas de concentracion conocida y se corrieron
blancos con cada serie de muestras procesadas. Se obtuvieron los limites de deteccion (LOD) y
cuantificacion (LOQ). Los resultados obtenidos se presentaron en ng/ml de plasma masa humeda.
Analisis estadisticos. Los resultados de los parametros sanguineos se expresaron como
promedio, desviacion estandar (+DS), valores minimo y maximo. En los POC, se obtuvo los
valores individuales, asi como la sumatorias (X) por familia, y los porcentajes (%) de frecuencia.
Se realizd un andlisis exploratorio de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk. La
estadistica no paramétrica fue utilizada, debido a que la mayoria de las pruebas no tuvieron
distribucion normal. La correlacion de Spearman, fue utilizada para determinar la relacion entre
los valores de bioquimica sanguinea y el hemograma con los POC (Keller et al., 2004b; Labrada,
2011). Previo a los analisis estadisticos y para el caso de los POC, se uso la mitad del limite de
deteccion en sustitucion de las concentraciones “no detectados” (ND) como uno de los varios
procedimientos utilizados para la asignacion de valores ND (Keller, 2003; Diaz, 2004). Todos los
analisis fueron realizados con los paquetes estadisticos Excel® y R version 2.12.2, con un valor
de significancia de a= 0.05.

RESULTADOS
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La media, desviacion estandar y rango del LCC de la tortugas fue de 97.07 +5.10 (87-107.50) cm
y del nimero de huevos puestos fue de 101 +19.00 (45-138) huevos por nido. Los parametros
sanguineos (bioquimica sanguinea y hemograma), se presentan en la tabla 1. Las concentraciones
y frecuencia de aparicion (%) de los 16 POC evaluados en las muestras, se muestran en la tabla 2.
De las 37 muestras obtenidas para POC, dos fueron eliminadas por presentar valores muy
elevados, y de las muestras restantes (n=35) se registr6 la presencia de al menos un POC. Los
POC con mayor prevalencia fueron el B-HCH con 60% (n=21) seguido del y-HCH vy aldrin
ambos con 51% (n=18); a-HCH, heptacloro y p,p’-DDE con 49% (n=17) y el 6-HCH con 46%
(n=16). Los POC menos frecuentes fueron el p,p’-DDT (11%, n=4) y el endosulfan sulfato (9%,
n=3). Los POC que presentaron la mayor concentracion fueron el B-HCH (4.97 ng/ml) y el p,p’-
DDT (4.87 ng/ml) y los de menor endrin aldehido (0.93 ng/ml) y p,p’-DDD (0.944 ng/ml). Por
sumatorias de familia, el grupo que present6 la concentracion mas alta fue la ZHCH (6.85 ng/ml)
y la ZDDT’s (2.13 ng/ml) la menor.

Una serie de correlaciones significativas de Spearman, fueron encontradas entre los niveles de
POC y los parametros sanguineos (tabla 3). Se mostr6 correlacion negativa de la glucosa con las
concentraciones de p,p’-DDE y XHCH; de igual forma se encontrd entre el acido turico y aldrin,
Ydrines, a-HCH, XHCH y XPOCs. También los niveles de p,p’-DDT se correlacionaron
negativamente con la enzima LDH, y los heteréfilos con endrin aldehido. Por el contrario,
correlaciones positivas fueron halladas entre el RBC con el a-HCH, y-HCH y endosulfan sulfato;
endrin y Xdrines se asociaron positivamente a los linfocitos; endrin con los monocitos; p,p’-DDD
con esosinofilos y la Xdrines y XPOCs con los basofilos.

DISCUSIONES

En este estudio, se reporta por primera vez los niveles de concentracion de plaguicidas

organoclorados (POC) en tortugas marinas anidadoras de caguama (C. caretta). Existen todavia
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pocos estudios que hayan utilizado determinaciones en sangre entera o plasma sanguineo (Keller
et al.,, 2004a y 2004b; Labrada, 2011; Garcia, 2011, Guirlet et al., 2010), la mayoria se han
efectuado en tejido adiposo, subcutaneo, huevos, higado, rifiones, pulmoén (Rybitski et al., 1995;
Pugh and Becker, 2001; Gardner et al., 2003; Moganas et al., 2008; Malarvannan et al., 2011) y
muchas veces sobre tortugas varadas y/o muertas (Pugh and Becker, 2001). El muestreo en
sangre es una alternativa nueva que ofrece mejores ventajas, como una técnica de facil
recoleccion, relativamente no invasiva, entre otras (Keller et al., 2004a y 2004b). Los niveles
encontrados en el presente estudio fueron principalmente comparados con algunos autores que
reportaron en la misma matriz y unidades (Guirlet et al., 2010; Garcia, 2011; Labrada, 2011;
Camacho et al., 2013). Se encontrdé que el grupo de POC mas representativo fue el de los
hexaclorocicloexanos (HCH), ya que estuvo con mayor frecuencia en las muestras medidas y en
concentraciones relativamente mas altas (principalmente en B-HCH), y lo mismo sucedi6 por
sumatoria de familia (XHCH) (tabla 2). Los HCH son compuestos poco bioacumulables por ser
menos liposolubles, mas volatiles y su vida media en la biota es corta (Malarvannan et al., 2011).
Es probable que en las tortugas de Quintana Roo las concentraciones de los HCH se deban a una
exposicion reciente. Labrada (2011) ha mencionado que aun se utiliza a los isomeros de HCH en
la agricultura y en el control de vectores de enfermedades en América del Norte. Posiblemente en
otras partes del mundo se siga usando de manera legal o clandestina a estos contaminantes, y las
tortugas llegan a estos sitios donde se distribuyen y depositan. El p,p’-DDT fue otro POC que se
encontrd en niveles mas altos en este estudio, pero su frecuencia fue minima (11%).

En general, los niveles de los 16 POC medidos en este estudio, se consideraron relativamente
bajos. Labrada (2011) reportd resultados similares en su estudio con tortugas verdes juveniles-
adultos en la Bahia de Baja California, México. Las concentraciones encontradas en el presente

estudio, pueden deberse a que las regiones donde se distribuyen y alimentan estas tortugas, tal
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vez no poseen fuentes de contaminacion fuertemente evidentes, como otras zonas altamente
industrializadas y urbanizadas (Gardner, et al., 2003; Malarvannan, et al., 2011). Es posible que
las concentraciones medidas, estén reflejando exposicion reciente a contaminantes o a la
movilizacion de reservas de lipidos hacia la sangre. Esto ha sido mencionado por otros autores
(Keller et al. 2004a; Guirlet et al., 2010; Labrada, 2011), quienes han medido estos contaminantes
en sangre. Guirlet et al., (2010) en su trabajo con tortugas anidadoras de laud en La Guyana
Francesa, han sugerido que los periodos donde se necesita altos requerimientos de energia, como
la migracion hacia los sitios de anidacion y la vitelogénesis para la formacion de los huevos,
puede movilizar las reservas de lipidos. Asi mismo, una ingesta reciente podria indicar que la
contaminacién probablemente proviene de las zonas de alimentacion (Guitlet et al, 2010). Para
las poblaciones anidadoras de Quintana Roo, todavia no estan del todo conocidas cudles son sus
zonas de alimentacion. Trabajos hechos con dispositivos de telemetria (Cuevas et al., 2012), han
descubierto algunos posibles sitios de distribucion y alimentacion en regiones del Caribe y
Centro América; y en trabajos de marcado en aletas han mencionado a lugares como Cuba
(Conant et al., 2009). El avance de estas tecnologias aportard nueva informacion y contribuira a
mas conocimientos de su distribucion y posibles fuentes de contaminacion.

En las tortugas caguama juveniles, se ha mencionado que las correlaciones entre los parametros
sanguineos y los plaguicidas organoclorados pueden sugerir que las tortugas son altamente
sensitivas a efectos sub-letales como la modulacion del sistema inmune, alteraciones en las
proteinas, de la homeostasis de carbohidratos y iones (Guirlet et al. 2010). También, se espera
que la tendencia a sufrir enfermedades en las tortugas marinas aumente por causa de estos
contaminantes (Keller et al., 2004b; Guirlet et al., 2010). Sin embargo, hasta el momento el
efecto exacto sobre su salud no es bien conocido. Pocos estudios (Peden-Adams et al., 2002;

Keller et al., 2004b; Komoroske et al., 2011; Labrada, 2011; Camacho et al., 2013), han referido
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que los indicadores bioquimicos y hematologicos de las tortugas marinas pueden ser
influenciados de manera adversa por los contaminantes (Camacho et al, 2013) y tener alta
sensibilidad fisioldgica aun a bajas concentraciones de éstos (keller et al., 2004b; Labrada, 2011).
En el presente estudio, se presentd algo similar, hallandose correlaciones significativas de
Spearman que fueron tanto positivas como negativas (tabla 3).

Se encontro correlacion negativa entre la glucosa y el p,p’-DDE (Tabla 3). Resultados similares
fueron halladas en tortugas juveniles (Keller et al., 2004b), anidadoras de caguama (Camacho et
al., 2013) y en tortugas juveniles-adultos de C. mydas (Labrada, 2011), que se asociaban a
contaminantes como dieldrin, endrin, £DDTs y XPCB. Keller et al. (2004b), sefialan que la
glucosa esta fuertemente regulada por el higado, y las complejas interacciones con el hipotalamo,
la glandula pituitaria y suprarrenales, y es posible que los POC interfieran en alguno de estos
multiples puntos de control de la glucosa.

En el caso del 4cido trico, se observo correlacion negativa con aldrin, Zdrines, a-HCH, XHCH y
YPOC (tabla 3). Correlaciones similares fueron halladas con la ZPCBs en tortugas anidadoras de
caguama (Camacho et al.,, 2013), con endrin en tortugas verdes juveniles-adultos (Labrada,
2011), y en aves como la gaviota argéntea (Larus argentatus) con la dioxina 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (Fox et al., 2007). En trabajos de laboratorio con ratas
machos, Burgin et al. (2001) y Wade et al. (2002) han encontrado asociaciones donde el 4cido
urico se ve disminuido cuando aumentan las concentraciones de exposiciones a PCBs y otros
compuestos organicos persistentes (COP’s). En ambos casos, encontraron que varias actividades
enzimaticas antioxidantes, como la EROD (7-etoxiresorufin-O-deetilasa), se vieron elevadas
conforme la dosis se incrementaba. Sumado a esto, Wade et al. (2002), hallaron dafios en rifion e

higado con los estudios histopatoldgicos. La aparente induccion de la actividad EROD por ciertos
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contaminantes, puede ir acompafada de alteraciones en la transformacion metaboélica de sustratos
endogenos y también de sustancias toxicas exogenas (Fox et al., 2007).

Otro parametro que present6 correlacion negativa, fue la enzima LDH con el p,p’-DDT, mientras
que la enzima AST no tuvo correlacion alguna. En perros alimentados con comida contaminada
por compuestos organohalogenados y mercurio, Sonne et al. (2008) obtuvieron resultados
parecidos con la disminucion de la LDH, y también Wade et al. (2002) con ratas de laboratorio
expuestas a las dosis mas altas de una mezcla de COP’s; sin embargo, en tortugas marinas al
parecer aun no hay reportes. Pocos trabajos han mostrado que una dosis letal a cronica de
contaminantes (e.g. PCBs), puede causar diferente respuesta de esta enzima por la concentracion
del contaminante usado (Sonne et al., 2008). La disminucion de la LDH podria deberse por la
posible induccion de las reacciones de oxidasas de funcién mixta o por una directa inhibicion de
la LDH por uno o mas de los contaminantes de la mezcla de COP’s, como es sugerido por Wade
et al. (2002) en las ratas.

Por su parte, la albumina presentd correlacion negativa con el heptacloro. Esto es similar a lo
encontrado en tortugas juveniles de caguama por Keller et al. (2004b) con la Zclordanos y el
mirex, y en la gaviota argéntea con la XPCBs y DDE (Fox et al., 2007). Estos autores sefialan que
la albumina al ser sintetizada en el higado, es altamente sensible e indicador de la funcion de los
hepatocitos y es claramente vulnerable a las sustancias toxicas que inducen a su modulacion. Los
cambios en los niveles de la albumina y otros parametros correlacionados con los contaminantes
organoclorados puede tener impacto sobre el higado (Sonne et al., 2010).

En el hemograma, se observo que el RBC se asocio positivamente con el a-HCH, y-HCH y
endodulfan sulfato; sin embargo, esto difiere con lo hallado en tortugas caguama por Keller et al.
(2004b) con la Xclordanos, y por Lutcavage et al. (1995) en juveniles de la misma especie

expuestas a petroleo crudo, cuyas correlaciones negativas sugieren que puede conducir a anemia.
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En el caso de los heterofilos, se observo una correlacion negativa con endrin aldehido. Resultados
similares fueron encontrados en tortugas caguama anidadoras con el p,p’-DDE (Camacho et al.,
2013) y en gaviotas argéntea con la XPCBs (Grasman et al., 2000), mencionando que la
exposicion de los contaminantes asociados puede estar suprimiendo el sistema inmune. En el
trabajo de Grasman et al. (2000), también observaron que los heterofilos se asociaban
negativamente con la actividad enzimatica de EROD, sugiriendo que estas variaciones en los
heterdfilos pueden ser causadas por los contaminantes y la induccion de la EROD. Es posible que
algo parecido ocurriera en el presente estudio con la variacion de los heterofilos de las tortugas, y
también podria modificar otros conteos leucocitarios como los eosinofilos, monocitos y basofilos.
En los linfocitos, se observo correlacion positiva con el endrin y la Zdrines. Resultados similares
obtuvieron Keller et al. (2006), observando proliferacion de los linfocitos expuestos a varios POC
en estudio de campo y laboratorio, demostrando por primera vez que las exposiciones por POC
modulan el sistema inmune de las tortugas caguama a concentraciones inferiores a las reportadas
en otras especies que presentaron también alteraciones en la respuesta inmune. En aves, Grasman
et al. (2000) mostraron las mismas asociaciones positivas de los linfocitos con PCBs. Estos
hallazgos pueden sugerir modulacion del sistema inmune en las tortugas anidadoras del presente
estudio. Se ha mencionado que, una evaluacion mas exhaustiva de la funcién inmune puede
lograrse mediante la medicion de la hormona tiroidea, ya que niveles normales de ésta son
necesarios para el desarrollo adecuado, mantenimiento y funcionamiento tanto de los anticuerpos
como de las respuestas inmunes mediadas por las células y varios trabajos han revelado que
diferentes contaminantes producen estrés asociado a esa hormona disminuyéndola o
suprimiéndola, produciendo proliferacion de los linfocitos (Smith et al., 2002). También, otras
correlaciones positivas se dieron entre los eosindfilos con el p,p’-DDD, monocitos con aldrin, y

los basofilos con endrin aldehido y POC. En tortugas juveniles caguama, Keller et al. (2004b)
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observaron similar tendencia entre los eosinofilos y el p,p’-DDE, la ZDDT y XOCs, al igual que
Camacho et al. (2013) con p,p’-DDE y ZHAPs en tortugas anidadoras de caguama. Labrada
(2011) observo en tortugas C. mydas juveniles-adultos, correlaciones positivas entre los
monocitos y la Xciclodienos. Todas estas células blancas participan en la respuesta inmune (Stacy
et al., 2011), pero aun es poco lo que se sabe de ellas en las tortugas marinas y debe estudiarse
mas.

En este estudio, las correlaciones encontradas pueden sugerir a largo plazo implicaciones
adversas en los tejidos y funciones de enzimas del higado. Keller (2003) ha mencionado que este
organo es un sitio importante de regulacion de sustancias del cuerpo (e.g. albumina, glucosa,
lipidos), donde se sabe que los contaminantes organoclorados alteran la actividad de las enzimas
hepaticas responsables de la regulacion de muchas funciones, y como consecuencia producen
cambios en las concentraciones de estas sustancias corporales. El higado es un 6rgano donde
ocurren muchos procesos de transformacion de sustancias, entre ellas la dextocificacion de las
sustancias toxicas como los POC (Espina y Venegas, 2005). En tortugas marinas, se ha
encontrado que el 6rgano donde mas se acumulaban los compuestos organoclorados (e.g. DDT,
PCB, clordanos, dieldrin) es el higado, ademas del tejido adiposo (Mckenzie et al., 1999).
También es posible que los POC estén interviniendo a nivel endocrino, teniendo serios efectos en
el éxito reproductivo y en el crecimiento de la poblacion de las tortugas (Labrada, 2011).

Las exposiciones a los contaminantes ambientales, pueden inducir a cambios fisiologicos en los
animales a través de diversos mecanismos (Smith et al., 2002). Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que los posibles cambios que estos contaminantes pueden tener mediante las correlaciones
obtenidas, no excluyen la existencia de otros factores adyacentes (Camacho et al., 2013). Para
esclarecer mas la influencia que los contaminantes pueden tener sobre el organismo de las

tortugas marinas, podria aumentarse los estudios donde se observe cémo se comportan los
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parametros sanguineos por estaciones, estado nutricional, enfermas, indice de condicion corporal,
entre otras variables. Aunado a ello, es necesario trabajos que puedan evaluar diferentes
biomarcadores para entender los efectos de los contaminantes, como lo han hecho algunos de los
trabajos mencionados anteriormente. En lo posible, es de interés evaluar la relacion de estos
contaminantes en varios organos y tejidos con los parametros sanguineos que amplien el
conocimiento de los efectos clinicos en las tortugas, como lo sugiere Labrada (2011). Al igual
que varios de los trabajos realizados (e.g. Keller et al., 2004b; Labrada, 2011; Camacho et al.,
2013), este estudio no puede asegurar una relacion causa-efecto. No obstante, se observa que ya
se suman varios estudios de correlacion con tendencias similares en diferentes especies animales,
entre ellas las tortugas marinas. Las correlaciones encontradas sugieren que los POC podrian
producir efectos adversos sobre los parametros sanguineos de las tortugas de Quintana Roo, que a
largo plazo pueden tener implicaciones de dafo a 6rganos como higado y rifiones, con efectos
principalmente a nivel endocrino, que finalmente pueden repercutir en la posible pérdida de
individuos de las poblaciones futuras. Continuar investigaciones en estas poblaciones, puede ser
util para fines de conservacion, ya que estos sitios son altamente turisticos, donde las areas de
anidacion se han ido reduciendo y estan sujetas a cambios de habitat.

CONCLUSIONES

Las correlaciones significativas encontradas entre los POC y los pardmetros sanguineos, estan
sugiriendo que los POC podrian ser capaces de modificar estos parametros del metabolismo o en
la respuesta inmune sin producir dafios aparentemente mas graves en el organismo a corto plazo,
bajo estos niveles de concentracion que se observaron relativamente bajos. Este estudio es el
primero de la region de Quintana Roo en dar a conocer informacion sobre estas posibles
asociaciones entre los POC y los parametros sanguineos en tortugas anidadoras de C. caretta.
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Tabla 1. Parametros de bioquimica sanguinea (n=26) vy
hemograma (n= 11) de tortugas caguama (Caretta
caretta) de Quintana Roo, México.

Table 1. Blood chemistry parameters (n = 26) and blood count (n
= 11) of loggerhead turtles (Caretta caretta) in Quintana
Roo, Mexico.

Parameter Mean (+ SD) Range
Glucose (mg/dl) 546.15 288.32 40.0 - 1080.0
Albumin (g/dl) 4.85 1.21 3.10-7.40
Uric acid (mg/dl) 9.94 3.09 3.60 - 16.10
AST (U/) 103.23 77.00 28.00 - 421.00
LDH (U/1) 24.58 9.54 5.00 - 43.00
Urea (mg/dl) 45.55 29.24 4.30 - 130.90
BUN (mg/dl) 21.29 13.66 2.00-61.20
PCV (%) 33.82 2.86 30.00-38.00
RBC (x10%/l) 0.40 0.05 0.32-0.53
WBC (X10*/ul) 4.17 0.79 2.97-5.20
Heterophils (%) 59.09 12.11 31.00-78.00
Lymphocytes (%) 31.00 11.70 20.00-61.00
Monocytes (%) 2.18 1.47 0.00-5.00
Eosinophils (%) 5.82 6.84 0.00-19.00
Basophils (%) 1.91 2.34 0.00-8.00
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Tabla 2. Estadistica descriptiva de la concentracion de plaguicidas orgnoclorados
(POCs) (ng/ml) en plasma de tortuga caguama (C. caretta) de Quintana Roo.

Table 2. Descriptive statistics of pesticide concentration orgnochlorine (OCPs)
(ng/ml) in plasma of loggerhead (C. caretta) of Quintana Roo.

OCPs n>I;:OD Mean (+ SD) Median Range Fre(c;oe)ncy
Aldrin 18 1.80 1.52 1.15 0.066 - 4.955 51
Dieldrin 13 1.41 1.54 0.79  0.098 - 5.6437 37
Endrin 15 1.16 1.77 0.48 0.166 - 6.997 43
Endrin aldehyde 11 0.93 0.74 0.67 0.232-2.456 31
YDrines 28 2.67 2.75 1.97 0.066 - 10.094
o-HCH 17 1.63 1.46 1.21 0.139 - 5.660 49
p-HCH 21 4.97 8.39 1.67 0.089 - 28.882 60
v-HCH 18 2.50 2.62 1.35 0.094 -10.141 51
0-HCH 16 2.22 2.20 1.04 0.266 -6.534 46
YHCH 31 6.85 9.73 4.32 0.094 - 42.876
Heptachlor 17 2.58 2.78 1.94  0.161-11.224 49
Heptachlor
epoxide 13 1.23 1.63 0.73 0.065 - 5.934 37
X Heptachlor 21 2.85 2.74 220  0.161-11.224
p,p -DDE 17 1.06 1.72 0.27 0.030-6.210 49
p,p-DDD 10 0.94 1.20 0.51 0.170 - 4.091 29
p,p-DDT 4 4.87 5.89 294  0.401-13.214 11
YXDDT’s 22 2.13 4.64 0.36  0.037-21.157
Endosulfan I 5 2.20 1.43 3.15 0.153 -3.261 14
Endosulfan IT 9 1.25 1.24 0.75 0.132-3.787 26
Endosulfan
sulfate 3 2.15 1.17 2.09 1.020 - 3.353 9

Xendosulfan 13 220  2.08 2.01 0.132 -6.940
XOCPs 35 12.18 13.09 7.72  0.354 -49.827

Bold letters denote the highest values of individual sum of OCPs and family. * = Number
of samples with concentrations> LOD, the rest were <LOD or were not detectable (ND).
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