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GLOSARIO

Anticuerpo: Una inmunoglobulina producida contra un antigeno especifico.

Edad minima inferida: Edad considerada a partir del afio en que una ballena azul es

foto-identificada.

Estrés: Cualquier disturbio significativo de la homeostasis, por factores ambientales

o sicoldgicos.

Estresor: Una condicién, agente, u otro estimulo que provoque estrés a un

organismo.

Foto-identificacion: Identificacion de individuos mediante fotografias. Para ballena
azul se utiliza la comparacion de manchas en el dorso, ya que cada individuo tiene

un patrén de pigmentaciéon unico desde el nacimiento.

Gonadas: Organos endocrinos que producen esteroides sexuales y gametos o

células sexuales; como son los ovarios y los testiculos.

Glucocorticoides: Forman uno de los dos tipos de corticosteroides, secretados por
la corteza de la glandula adrenal. Los cuales estan involucrados en el metabolismo
de los carbohidratos y son liberados cominmente en respuesta a un estimulo

estresante.

Hembra gestante: En este estudio se denomina como hembra gestante a los

individuos que presentan niveles de progesterona > 555 ng-g™.

\



Hembra en reposo: Individuo foto-identificado con una edad minima de 5 afos,
considerado como ballena adulta y sexualmente madura, sin encontrarse

acompafada por una cria en el momento de muestreo.

Hembra lactante: Individuo en periodo de lactancia caracterizado por estar

acompafado de una cria.

Homeostasis: Es el mantenimiento de un estado de equilibrio dentro de un
organismo, por medio de mecanismos de retroalimentacion fisiologicos o de

comportamiento.

Hormonas esteroides: Son una clase de sustancias quimicas liposolubles
relacionadas estructuralmente, que se derivan del colesterol y se caracterizan por
presentar tres anillos de seis-carbonos y un anillo conjugado de cinco-carbonos. En
los mamiferos cumplen importantes funciones como de regulacion, estructurales y

hormonales.

Metabolito: sustancia o molécula producida a partir de reacciones quimicas que

ocurren en el organismo (metabolismo).

Radioinmunoensayo: Técnica empleada para medir hormonas o0 sustancias

biolégicas utilizando anticuerpos y uniones radio-marcadas.

Sensibilidad: Se define como la concentracion minima detectable. Es la

concentracion mas baja detectada que es estadisticamente diferente de cero.

Vi



RESUMEN

El estudio de hormonas reproductivas y de estrés, ha permitido definir el estado
endocrino de especies silvestres, revelando el mecanismo de las funciones internas
por el cual los individuos responden a algunos desafios de su ambiente y
convirtiéendose en una herramienta para evaluar el estrés fisioldégico con intereses de
conservacion. La finalidad de este estudio es la evaluacion de hormonas esteroides
para contribuir con un nuevo parametro de salud en el diagndéstico integral del estado
poblacional de la ballena azul (Balaenoptera musculus), en el suroeste del Golfo de
California, un area invernal importante de alimentacién, crianza y reproducciéon en su
ciclo migratorio. Se determin6 un parametro de referencia de la hormona
corticosterona para hembras de ballena azul por estado reproductivo: hembras
gestantes, en reposo y lactantes a partir de muestras de heces. Previamente se
evaluo el estado de gestacion de hembras de ballena azul, midiendo sus niveles de
progesterona. Se recolectd un total de 31 muestras de heces, provenientes de 24
hembras adultas, 1 macho maduro y 6 individuos de sexo no determinado, durante el
periodo 2009-2012. Estas fueron deshidratadas al sol y preservadas a temperatura
ambiente hasta su andlisis. Se extrajeron las hormonas esteroides y se validé la
técnica de radioinmunoensayo para cortisol, corticosterona y progesterona, mediante
los métodos de recuperacion, paralelismo y cromatografia liquida de alta eficacia. Se
categorizaron como hembras gestantes a los individuos que presentaron
concentraciones de progesterona > 555 ng-g*, es decir valores superiores al margen
de la media (%) y error estandar (EE) de todas las hembras (X £ EE: 460.92 + 94.48
ng-gl). Siendo distintivos los valores altos de progesterona (X + EE: 1835.07 +
503.13 ng-gY), los cuales fueron hasta 35 veces mas altos respecto a los demaés
estados reproductivos: hembras en reposo (W=50, p < 0.001; X + EE: 80.4 + 44.48
ng-g?) y hembras lactantes (W=35, p= 0.002; X + EE: 22.98 + 5.37 ng-g™). Los
valores de corticosterona en hembras gestantes mostraron una tendencia similar a la
de progesterona (x + EE: 48.24 + 9.84 ng-g™), siendo éstos valores 2 veces mas
altos respecto a los demas estados reproductivos: hembras en reposo (W=47, p=
0.004; % + EE: 18.46 + 1.90 ng-g™) y hembras lactantes (W=33, p=0.010; % + EE:
16.85 + 2.85 ng-g™). En contraste el cortisol mostré una alta variabilidad y no se
encontraron diferencias significativas (X*= 3.58, gdl = 3, p= 0.310) entre los 3 estados
reproductivos. Los resultados reflejan la asociacién que existe entre corticosterona y
progesterona, conocida para otros mamiferos.

Palabras clave: Ballena azul, glucocorticoides, corticosterona, progesterona, estrés,
parametro de referencia, Golfo de California.
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ABSTRACT

The study of stress and reproductive hormones has proved to be useful in defining
the endocrine status of wildlife species, revealing the mechanism of internal functions
by which individuals respond to some environmental challenges. Being used as a tool
to assess physiological stress with conservation interests. The aim of this project is
the steroid hormone assessments to contribute with a new health parameter in the
integral diagnosis of the population status of blue whales in the southwestern Gulf of
California, an important wintering area for feeding, breeding and nursing during their
migratory cycle. We determined a reference parameter of corticosterone hormone by
reproductive status in pregnant, resting and lactating female blue whales in feces.
Previously we assessed pregnancy status by measuring progesterone levels. A total
of 31 fecal samples were collected (24 adult females, 1 adult male and 6 individuals
of unknown-sex) during the 2009-2012 period. The samples were dried after
collection and stored until analysis. We extracted steroid hormones and validated
radioimmunoassay for cortisol, corticosterone and progesterone, through recovery,
parallelism and high performance liquid chromatography. The pregnant females were
categorized as the individuals that presented concentrations > 555 ng-g*, i.e. higher
values above the margin of the mean (x) and standard error (EE) of all females (x
EE: 460.92 + 94.48 ng-g™). High concentrations of progesterone were distinctive (X +
EE: 1835.07 + 503.13 ng-g™), which were up to 35 times higher than resting females
(W=50, p <0.001; x £ EE: 80.4 + 44.48 ng/g) and lactating females (W=35, p= 0.002;
X + EE: 22.98 + 5.37 ng-g™). Pregnant females also showed higher concentrations of
corticosterone (X + EE: 48.24 + 9.84 ng-g™) which were up to 2 times higher than
resting females (W=47, p= 0.004; % + EE: 18.46 + 1.90 ng-g™*) and lactating females
(W=33, p=0.010; X + EE: 16.85 + 2.85 ng-g). In contrast, cortisol showed a high
variability and we did not find significant differences (X*= 3.58, df= 3, p= 0.310).
These results indicate an association between corticosterone and progesterone,
similar to other mammals. A reference parameter of concentrations of corticosterone
(8.17-79.11 ng-g™) for female blue whales in the current conditions were successfully
established and are now validated bioindicators that contribute to the welfare
monitoring of female blue whales from the Gulf of California

Keywords: Blue whale, glucocorticoids, corticosterone, progesterone, stress,
reference parameter, Gulf of California.



1. INTRODUCCION

La ballena azul (Balaenoptera musculus), pertenece al suborden Mysticeti
donde se ubican las ballena barbadas, y concierne a la familia Balaenopteridae, la
cual pertenece al grupo de cetaceos conocido como rorcuales. Es el mamifero mas
grande que haya existido en la tierra y se encuentra en todos los océanos del mundo
(Yochem & Leatherwood, 1985). Debido a su gran tamarfo, fue perseguido por la
caza ballenera moderna lo que llevd a la severa reduccion de sus poblaciones
(Small, 1971). Se le concedi6 proteccion a la especie por la Comision Internacional
Ballenera (CIB, en inglés: IWC) hasta el afio 1966 (Yochem & Leatherwood, 1985).
Debido a la lenta recuperacién de sus poblaciones sigue catalogada como especie
en peligro, en la lista roja de la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN, en inglés: IUCN, Reilly et al., 2008). Asimismo la especie esta
incluida en el Apéndice | de la Convencion sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) y se encuentra
catalogada como: Sujeta a proteccion especial (Pr) por parte de la Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales (NOM-059-SEMARNAT-2010).

Es una especie vivipara y homeoterma, que regularmente se le encuentra sola
0 en pares. Las hembras paren una cria cada dos o tres afios tras una gestacion
aproximada de 10 a 11 meses. Alcanza su madurez sexual entre los 5-15 afios de

edad aproximadamente (Sears, 2002).

La poblacién de ballena azul del Pacifico Noreste, considerada la mas
saludable (Sears, 2002) y con alrededor de 3000 individuos (Calambokidis & Barlow,
2004), se distribuye entre las zonas de alimentacion desde el Golfo de Alaska hasta
California en verano (Fiedler et al., 1998; Calambokidis et al., 2009). En invierno y

parte de la primavera, alrededor de 300 individuos migran al Golfo de California



(Gendron, 2002) y otra porcién no conocida migra hasta el Domo de Costa Rica
(Mate et al., 1999). El Golfo de California es una regién de alimentacion, crianza y
reproduccion de alta calidad para la ballena azul. No obstante, se ha observado un
incremento en las actividades de observacion turistica conocida como “whale-
watching” en ésta especie (Gendron, 2002). Aunque la actividad de observacion es
estacional y su practica ha iniciado recientemente en México, el incremento de
embarcaciones ha sido notable, particularmente en la region costera del suroeste del
Golfo de California. ElI cambio del uso maritimo en la zona costera preferida por las
hembras de ballena azul con sus crias, cuestiona si podria repercutir en su

conservacion en el futuro (Gendron, 2002).

Previamente se ha documentado como los efectos de actividades de
avistamiento de ballenas, ha tenido impactos a largo plazo. Algunos cetaceos
pueden empezar a evitar ciertas areas si los disturbios alcanzan cierto umbral o si
existe un bajo costo al hacerlo (ver, Lusseau & Bejder 2007). Esto puede ocurrir por
factores considerados estresantes que provocan un incremento en el costo
energético del organismo, ya sea por mas energia invertida en navegacion o
disminucién en el tiempo de descanso y de forrajeo, lo que conduce a reducir el
estado fisico de los individuos, y a nivel fisiolégico puede inducir un decremento en la
reproduccion. Si estos factores de estrés ocurren continuamente las especies tienden
a cambiar la estrategia de evasion del area a largo plazo (Lusseau & Bejder 2007),
como ha sido observado en orcas residentes del Norte en Colombia Britanica en

Canada (Orcinus orca; Williams et al., 2006).

Por otra parte, existen estudios que indican como los programas de turismo
responsable pueden afectar minimamente a las especies y pueden proporcionar el
incentivo econdmico necesario para los administradores locales para mantener los
parques y reservas intactas, como ha sido observado en monos aulladores (Alouatta

seniculus; Westin, 2007).



El presente estudio es el inicio de un parametro de referencia mediante el uso
de hormonas glucocorticoides como una herramienta para evaluar el estrés
fisiologico, con la finalidad de monitorear si el incremento de actividades turisticas en
el Suroeste del Golfo de California podria comprometer la salud y el bienestar de la
ballena azul, siendo una manera preventiva de crear programas de turismo
responsables. Esto mediante el empleo de técnicas no invasivas, como lo es la
recolecta de heces para evaluar metabolitos hormonales, ya que es posible obtener
una muestra sin perturbar al animal (Monfort, 2002; Millspaugha & Washburnb,
2004).

La implementaciéon de estudios de glucocorticoides a partir de metabolitos
fecales esta siendo de gran utilidad e interés con fines de conservacion, debido a que
el estrés puede alterar el comportamiento del animal, reducir la resistencia a
enfermedades y afectar el rendimiento de las poblaciones (Millspaugh et al., 2002;
Millspaugh & Washburn, 2004). La evaluacién de hormonas esteroides fecales en
fauna silvestre, tiene una variedad de aplicaciones entre las que se encuentra el
observar el funcionamiento normal y anormal del sistema endocrino enfocado a la
funcion especifica de las hormonas, por ejemplo para inferir gestacion (hormona

progesterona) o para cuestiones de estrés y salud en general (glucocorticoides).

En el caso de la ballena azul donde no se cuenta con un registro previo de una
valoracion hormonal que indique cuéles son las concentraciones normales, se
requiere determinar un parametro de referencia para tener valores con los cuales
poder comparar en el futuro. En el presente trabajo se estimé el estado de gestacion
mediante la cuantificacion de la hormona progesterona y se determiné un parametro
de referencia de los niveles de hormonas glucocorticoides (cortisol y corticosterona),
en distintos estados reproductivos de hembras de ballenas azules que visitan el
Golfo de California. Estos resultados fueron respaldados con el historial de
avistamientos de individuos foto-identificados (1988-2012). Esta investigacion
permitira reconocer cambios a nivel hormonal a través del tiempo, como parte del

monitoreo de la salud de la especie.



2. ANTECEDENTES

2.1. Estudios de hormonas esteroides en mamiferos terrestres

Diversos tipos de muestras, como fluidos (sangre), secreciones (orina, saliva,
heces) y tejidos (biopsias de grasa, pelo) son Utiles para realizar estudios endocrinos.
El tipo de muestra mas comunmente recolectado para analisis hormonales, ha sido la
sangre (Aubin, 2001). Sin embargo, recolectar este tipo de muestras requiere de
contencion fisica o anestesia, lo cual suele ser estresante y peligroso, asi como
costoso e impractico. Ademas, el estrés fisiologico resultante de la manipulacion,
puede interferir en los valores normales de las hormonas (Monfor, 2002). Por lo cual
en animales de granja, de zooldgico y sobre todo en animales de vida silvestre se ha
optado por el empleo de técnicas no invasivas, que tienen la ventaja de que pueden
reflejar episodios similares que ocurren normalmente en la circulacion sanguinea

(Schwarzenberger et al., 1996).

Andlisis de corticosteroides y hormonas reproductivas en excretas fecales han
sido utilizados en el monitoreo del estatus enddcrino en mamiferos terrestres y en
aves en cautiverio y en estado silvestre (Brown et al.,, 1994; Monfort, 2002;
Schwarzenberger, 2007). Estos estudios son de utilidad ya que brindan conocimiento
sobre el estado reproductivo, y condiciones de salud. Ademas, mediante ésta técnica
no invasiva se ha evaluado el estrés asociado a: dominancia, agresividad y disturbios
humanos (Monfort, 2002), teniendo importantes implicaciones en el bienestar animal
en cuestiones de conservacion y manejo de vida silvestre (Monfort, 2002; Walker et
al., 2005).



2.2. Estudios de hormonas esteroides en ballenas barbadas

En los misticetos se desconoce gran parte de su fisiologia, debido a su gran
tamafo y habitos acuéticos con muy poco tiempo de estadia en la superficie, lo cual
hace logisticamente complicado el muestreo de sangre requerido para éste tipo de
estudios (Hunt et al., 2006). Como consecuencia muchas preguntas sobre el

funcionamiento interno de estas especies quedan sin respuesta.

Existen dos antecedentes en el Laboratorio de Ecologia de Cetaceos y
Quelonios del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR-IPN)
relacionados con hormonas en ballena azul en el Golfo de California. El primero
consistio en la valoracion de hormonas esteroides en biopsias de grasa (Martinez-
Lépez, 2009), el cual mostré asociaciones entre las hormonas esteroides, asi como
diferencias en las concentraciones con respecto al sexo. Se observaron tendencias
similares por estado reproductivo en comparacion a los estudios en ballena franca de
Rolland et al., 2005 y Hunt et al., 2006. Sin embargo, no se determind gestacion en
este estudio. El segundo trabajo fue a partir de muestras de heces en base seca, en
el cual se logr6o estimar el estado reproductivo de gestacion, mediante altas
concentraciones de progesterona que presentaron varias hembras, corroborandolo al
identificar a una de ellas acompafiada de una cria al afio siguiente de su

avistamiento (Gendron, 2010).

Uno de los primeros estudios de evaluacion de hormonas esteroides en
ballenas barbadas utilizando muestras de heces, se realizé en la ballena franca del
Atlantico Norte, como una alternativa clave para la problematica en la cual se
encuentra ésta especie. La ballena franca esta categorizada como especie en
peligro, por parte de la Unién Internacional para la Conservacién de la Naturaleza
(UICN, en inglés: IUCN) (Reilly et al., 2012), debido al bajo nimero de su poblaciény
al decline en la tasa de reproduccion (Kraus & Hatch, 2001). Ademas de contar con
una distribucién que incluye una de las areas costeras mas urbanizadas del mundo

como lo es la Bahia de Fundy (Kraus & Rolland, 2007). En ésta especie se logré



evaluar satisfactoriamente hormonas sexuales por estado reproductivo, género y
categoria de edad (Rolland et al., 2005), y también hormonas glucocorticoides como
un indicativo de estrés y condiciones de salud (Hunt et al., 2006). Recientemente se
evidencié el ruido maritimo como un estresor (Rolland et al., 2012), lo cual es un
ejemplo claro del empleo de las hormonas esteroides para la conservacion y salud

de ballenas barbadas.

2.3. Hormonas esteroides

Las hormonas son sustancias bioquimicas, el término proviene del griego y
significa "poner en movimiento". Estas actlian como agentes muy potentes, capaces
de influenciar en las funciones celulares para establecer un ambiente interno 6ptimo
para una serie en particular de cambios y necesidades de supervivencia (Norris,
1996; Aubin, 2001; Squires, 2003; Nelson, 2011). Existen varios tipos de hormonas
como son las hormonas esteroides donde el colesterol es su principal precursor y se
caracterizan por ser liposolubles asi como por su estructura quimica de tres anillos
de seis-carbonos y un anillo conjugado de cinco-carbonos. Las tres principales
fuentes que las secretan son: las glandulas adrenales, goénadas y el cerebro (Nelson,
2011).

En las gbnadas, las hormonas esteroides que se secretan son las sexuales y
una de ellas es la progesterona (prepara ("pro") a la matriz para la gestacion). Esta
hormona esteroide en mamiferos es de importancia ya que se encarga de mantener
la gestacion, estableciendo una vascularizacion alta en el Utero necesaria para la
implantacion y desarrollo del embridon, asimismo se encarga de finalizar el
comportamiento reproductivo, inhibiendo el ciclo del centro hipotalamico GnRH (por
sus siglas en inglés, hormona liberadora de gonadotropina) durante la fase lutea
evitando un segundo episodio ovulatorio (Norris, 1996; Senger, 1999; Nelson, 2011).
La progesterona ha sido de utilidad en gran nimero de mamiferos domésticos, como

herramienta diagnostica de gestacion, asociada con concentraciones mayores a



aquellas observadas en animales no gestantes (Engeland et al., 1997; Chadio et al.,
2002).

En la corteza de las glandulas adrenales se secretan los glucocorticoides
(cortisol y corticosterona) teniendo diversas funciones en estados de tension (estrés):
se inhibe la utilizacion de glucosa por tejidos periféricos, y alteran el metabolismo de
los carbohidratos, ya que el principal propdsito es incrementar y conservar la
circulacién de substratos de energia, y asi se da preferencia al cerebro para la
utilizacion de éstos. Asimismo los glucocorticoides, intensifican las acciones de la
hormona de crecimiento en la lipdlisis del tejido adiposo, los cuales son convertidos
por el higado en glucosa extra. Otra funcion es que permiten a las catecolaminas
actuar en la via metabdlica y en la vasculatura arterial, y proveen adaptaciones de
proteccion para el estrés, limitando las reacciones inmunologicas, incluyendo la
inflamacién, disminuyendo tejido y células dafiadas (Munck et al., 1984; Breazile,
1988; Norris, 1996).

Una gran variedad de estimulos especificos e inespecificos pueden aumentar
los glucocorticoides: traumatismos, miedo, calor o frio intensos, enfermedades,
ejercicio, ambiente nuevo, gestacion, ruido constante, agresién, separacion madre-

cria 'y otros mas (Broom & Johnson, 1993).

2.4. Concepto de estrés

El estrés (del inglés stress, “tensidn”) es el reconocimiento por parte del
cuerpo de un factor que provoque la perdida de la homeostasis dicho factor se
conoce como estrés o estresor (Salposky, 1994; Chrousos, 1998). Y homeostasis es
el término utilizado para indicar un balance o condiciones constantes en el ambiente

fisiologico interno (Guyton & Hall, 1996). Un estimulo de estrés altera la homeostasis



y el mecanismo de retroalimentacion tanto fisioldgicamente como en la conducta del

animal, como respuesta para restaurar el equilibrio (Stratakis & Chrousos, 1995).

2.5. Fisiologia del estrés o respuesta al estrés

La respuesta al estrés comprende dos etapas y ambas pueden afectar las
interacciones hormonales y de comportamiento (Selye, 1937; Sapolsky, 1994). El
estrés a corto-plazo se define como una respuesta adaptativa que ayuda a los
individuos a hacer frente a situaciones de emergencia, por ejemplo cuando una presa
es perseguida por su depredador. El estrés a largo-plazo se define como una
respuesta que tiende a ser no-adaptativa (Selye, 1937). Es decir un factor constante
gue afecte el bienestar del individuo, por ejemplo un mamifero marino enmallado en

una red durante un largo periodo de tiempo.

Dos sistemas endocrinos constituyen los principales componentes de la
respuesta al estrés: 1) mediante la adrenalina a partir de la médula adrenal y 2)
mediante los glucocorticoides a partir de la corteza adrenal (Stratakis & Chrousos,
1995). Estas respuestas fisioldégicas al estrés se inician con la percepcion del
estimulo estresante por el hipotalamo. Este estimula al sistema nervioso simpatico
gue libera norepinefrina y epinefrina (adrenalina), las cuales promueven un
incremento en la actividad motora, el ritmo cardiaco y la energia a través de la
glicolisis y la lipdlisis. Esta respuesta inmediata, en segundos (estrés agudo o a corto
plazo) tiene como finalidad facilitar la huida o enfrentar al agente estresante (Knol,
1991; Nelson 2011).

En el mediano plazo (2-10 minutos) se activa el eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenales. En este caso, el hipotalamo estimula a la glandula hipéfisis a liberar
hormonas adrenocorticotropicas (ACTH), que llegan a la corteza de las glandulas
adrenales y promueven la liberacion de glucocorticoides al torrente sanguineo (Knol,
1991; Herman & Cullinam, 1997; Nelson, 2011).



En el caso de que un factor estresante sea constante (estrés cronico o de
largo plazo) los glucocorticoides permanecen elevados por mas tiempo (algunos
dias), y provocan una amplia variedad de consecuencias negativas (Sapolsky, 1992).
Estos efectos negativos aparecen como patologias en el largo plazo e incluyen la
depresion del sistema inmune, favoreciendo un incremento en la susceptibilidad a
enfermedades (Munck et al., 1984), la inhibicion de la reproduccion (Ferin, 1999;
Wingfield & Sapolsky, 2003), la perdida de tejido muscular (aun el cardiaco) y el

decremento en la capacidad de aprendizaje (McEwen & Sapolsky, 1995).

El estrés es de importancia en cuestiones reproductivas, ya que contribuye
como un factor en la disfuncion sexual, asi como en la infertilidad. Esto se debe a
que la secrecion de hormonas hipotalamicas e hipofisarias como la CRH (hormona
liberadora de corticotropina) y la ACTH (hormona adrenocorticotropa), que
promueven la reaccion de estrés, afectan también la ritmicidad de las hormonas que
regulan los ciclos reproductivos, afectando consecuentemente las concentraciones
de estrégenos en las hembras (Dobson & Smith, 2000) y de andrégenos como la
testosterona en los machos (Cummings et al., 1983).

En machos una variedad de estresores se han reportado como supresores de
la reproduccién (Nelson, 2011). Mediante una serie de estudios en individuos
machos de diversos mamiferos terrestres, como: ratones, ratas, bufalos, toros y
monos ardilla se ha demostrado que al ser expuestos a condiciones estresantes
especificas, los niveles de testosterona en plasma disminuyen (Knol, 1991). El estrés
inhibe la produccion de testosterona, y las concentraciones bajas de ésta hormona

reducen la libido y el rendimiento sexual.

En hembras el estrés puede interrumpir el ciclo estral, lo que se ha observado
en animales de laboratorio, domésticos y de zooldgico, mientras que en mujeres
resulta en el cese del ciclo menstrual (amenorrea) (Welsh et al., 1999). Asimismo
puede interrumpir la prefiez y la lactacion si las condiciones estresantes son muy

severas (Nelson, 2011).



Es importante sefialar que los mamiferos cuentan con mecanismos para
inhibir la reproduccién cuando caen en un balance energético negativo (Bronson,
1999). La supresion de la reproduccién en respuesta al estrés puede ocurrir, en
varios niveles fisiol6gicos y de comportamiento y pueden tener efectos severos en

humanos y animales (Welsh et al., 1999).

2.6. Metabolismo y excrecion de las hormonas esteroides

El 6rgano principal de desactivacién y catabolismo de los esteroides es el
higado (Siiteri, 1981). Los esteroides parentales o metabolizados (hidroxilados,
reducidos, sulfatados o glucoronidos), libres y/o unidos a proteinas acarreadoras,
pasan al intestino emulsificados en los acidos biliares, lo cual permite que sean
eliminados en la materia fecal (Norman & Litwack, 1987; Cockrem & Rounce, 1994).
Esta ruta fisiologica es la que permite determinar el funcionamiento gonadico y
adrenal de un organismo por métodos no invasivos. Obteniendo excretas de los
organismos de interés y evaluando en ellas las concentraciones de esteroides
parenterales o metabolitos, es posible conocer el estado de un organismo sin
necesidad de tomar una muestra de sangre (Heistermann et al., 1995; von der Ohe &
Servheen, 2002). Las cantidades que se eliminan en las excretas corresponden a la
produccion acumulada a través del tiempo, por lo que el tiempo de eliminacién
depende de la especie y factores fisiologicos (Valdespino et al., 2007; Kraus &
Rolland, 2007).

2.7. Técnicas de evaluacion de hormonas esteroides
La cuantificacion de los metabolitos de las hormonas esteroides presentes en
una muestra, se pueden llevar a cabo mediante diferentes inmunoandlisis como son:

el radioinmunoensayo (RIA), el enzimainmunoanalisis (EIAs) y pruebas

inmunoabsorbentes de union enzimatica (ELISA) (Wasser et al., 2000).
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Interpretacién con analisis de glucocorticoides

Los Analisis endocrinos a partir de muestras fecales deben ser siempre
validados cuidadosamente. Debido a que las hormonas en este tipo de muestras
pueden ser metabolizados en el intestino de los mamiferos en forma de diversos
metabolitos (en ocasiones desconocidos), con afinidades impredecibles para unirse a
los anticuerpos (Wasser et al., 2000). Debido a las limitaciones logisticas antes
mencionadas la mayoria de las validaciones estandar, como son la infusiébn de
cortisol marcado radioactivamente, o la administracion de hormona
adrenocorticotropica (ACTH), prueba de supresion con dexametasona, etc. (Brousset

et al., 2005) son imposibles de realizarse en ballenas barbadas (Hunt et al., 2006).

Sin embargo una de las ventajas en la especie de estudio es que se cuenta
con un historial de avistamientos desde 1988, donde se cuenta con mas de 649
individuos foto-identificados y mas de 323 con sexo determinado, ademas de datos
de historial de crias. Lo que permite comparar las concentraciones de hormonas
esteroides de individuos conocidos de los cuales se espera a priori, que posean
cierta actividad adrenal. Por ejemplo se sabe que los glucocorticoides en heces
tienden a incrementar durante la gestacién (Foley et al., 2001; Hunt et al., 2006) y
también se encuentran elevados en animales heridos o enmallados, a diferencia de
animales inmaduros y en estado no reproductivo donde los valores son muy bajos
(Hunt et al., 2006).

En base a esto se planted la hipotesis si las hembras de ballena azul del Golfo
de California, presentarian diferencias en la concentracion de glucocorticoides en
heces, de acuerdo a su estado reproductivo. Por lo cual se determinaron las
concentraciones de hormonas esteroides en las condiciones actuales en las que se

encuentra la especie.
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3. JUSTIFICACION

La region del suroeste del Golfo de California representa un habitat critico para
la poblacion de ballena azul del Pacifico noreste, utilizada de manera estacional para

alimentarse, cuidar a sus crias y para reproducirse (Gendron, 2002).

En la ultima década se han incrementado actividades turisticas relacionadas
con ballena azul en el area de estudio, (Parque Nacional Marino de bahia de Loreto y
bahia de La Paz, B.C.S.) y se prevé que habr& desarrollos costeros importantes, los
cuales traeran un incremento en el trafico maritimo asi como en la demanda de

actividades relacionadas a la observacion de esta especie.

A partir de los resultados de esta investigacion se podra establecer un
parametro de referencia de las hormonas glucocorticoides en las condiciones
actuales en las que se encuentra ésta especie, previo a que ocurran cambios
significativos en la regidén, permitiendo asi, monitorear variaciones a través del

tiempo.

Asimismo se espera que este trabajo auxilie en el diagnéstico integral del
estado de la poblacion combinando diversos parametros poblacionales, de salud y
ambientales recolectados a largo plazo. El conjunto de estos estudios, facilitara
proponer lineamientos y soluciones para el plan de manejo y conservacion de la

especie en esta zona.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinacién de un parametro de referencia de concentraciones de glucocorticoides

por estado reproductivo en heces de hembras de ballena azul del Golfo de California.

4.2. Objetivos particulares

» Validacion de la técnica de analisis de hormonas glucocorticoides en heces de
ballena azul.

> Determinacién de hembras gestantes, mediante la evaluacién de la hormona
esteroide progesterona.

» Determinacion de la variabilidad de glucocorticoides entre hembras gestantes, en

reposo y lactantes.
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5. AREA DE ESTUDIO

El Golfo de California se encuentra en una zona subtropical de alta
productividad primaria propiciada por las caracteristicas hidrograficas de esta region
(Alvarez-Borrego, 1983). Topograficamente presenta diversas cuencas que conforme
se distribuyen hacia el Sur van aumentando en profundidad, confiriéndole ciertas
caracteristicas morfolégicas que permiten dividirlo en 3 zonas: norte, centro y sur
(Alvarez-Borrego & Lara-Lara, 1991). Al Oeste esta limitado por la Peninsula de Baja
California y al Este por los estados de Sonora, Sinaloa, Nayarit y Jalisco (Roden,
1964). El area de estudio se ubica en la region suroeste del Golfo de California (Fig.
1). En esta region se presentan caracteristicas Unicas por ser una zona de transicion
tropical-subtropical debido a que es cruzado por el tropico de Céancer y es
influenciado por las aguas del Océano Pacifico. Las corrientes que presenta son
generadas por diferencias termo-halinas y vientos predominantes en invierno y

verano (Marione, 2003).
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Figura 1. Area de estudio, regién suroeste del
Golfo de California (entre Loreto y La Paz)
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Trabajo de campo

El presente estudio se llevd a cabo utilizando muestras del banco de heces del
Laboratorio de Ecologia de Cetaceos y Quelonios del Centro Interdisciplinario de
Ciencias Marinas (CICIMAR-IPN), conservadas en seco desde el afio 2009. Las
muestras de heces provienen de diferentes muestreos realizados en el area de la
Bahia de La Paz y Loreto Baja California Sur, de manera oportunista en la superficie
del mar dentro de la huella que deja el individuo al sumergirse a un buceo profundo
(detalles en Flores-Cascante, 2012). El mues