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A lo largo de todo el estudio, todos los trabajos llevados a cabo con tortugas vivas incluyendo
los examenes clinicos de las tortugas marinas realizados en la Comunidad Valenciana que suponen el
grueso del trabajo de esta tesis, fueron realizados siguiendo las politicas, procedimientos y
requerimientos establecidos por el Comité de Cuidado y Bienestar Animal (CCBA) de la Fundacion
Oceanografic registrada por la Generalitat Valenciana como centro usuario de investigacion con
nimero ES460250001024 en el Registro oficial de centros de Investigacidn y autorizado como Organo
Habilitado. Se contdé también con la autorizacién de la Conselleria de Agricultura, Desarrollo Rural,
Emergencia Climatica y Transicidn Ecoldgica a través el convenio de colaboracion establecido con el
Oceanografic para coordinar la respuesta veterinaria ante el varamiento de animales vivos. La
informacidn clinica generada en este estudio se deriva por tanto de la actividad veterinaria regular y
los procedimientos previstos con el fin de establecer un diagndstico y tratamientos adecuados en cada
caso. En cuanto al tratamiento experimental con oxigeno hiperbarico, éste se administré inicialmente
con el consentimiento expreso de la organizacidn y de las autoridades gubernamentales, dirimiéndose
como necesario en base a la presuncién de la enfermedad descompresiva y los resultados fatales de

casos previos similares que no recibieron tratamiento hiperbarico.

Por ultimo, los estudios realizados especificamente para evaluar la incidencia y la evolucién inmediata
del embolismo gaseoso en tortugas capturadas accidentalmente que se llevaron a cabo en aguas del
Océano Atlantico en las costas de Brasil y en aguas italianas del Adriatico, fueron también aprobados
por el CCBA del Oceanografic y autorizados bajo los permisos pertinentes emitidos por los Gobiernos

Brasilefio e Italiano.

La manipulacidn y los protocolos de muestreo en las tortugas se han basado en el Manual de Técnicas
de Investigacién de aplicacién en Tortugas Marinas elaborado por el National Marine Fisheries Service
de los Estados Unidos (Stokes et al., 2008). Todos los procedimientos se realizaron de conformidad con
las directrices y reglamentos nacionales y autonémicos existentes en el momento. En todo momento

se hicieron los maximos esfuerzos para minimizar el sufrimiento animal.
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NOTA: todas las imagenes, salvo que se especifique la fuente de origen, han sido obtenidas durante la
actividad diaria a lo largo de estos afios por personal del Oceanografic o de su Fundacion y se cuenta
con la autorizacidn para su uso en esta publicacion.

Figura 1: Diagrama con las 7 especies diferentes de tortugas marinas indicando sus caracteristicas
morfoldgicas distintivas basicas, asi como su estatus de conservacion. Fuente: www.seeturtles.org 66

Figura 2: Diagrama representativo de la anatomia y fisiologia basicas del corazén de las tortugas
marinas. En rojo se representa la sangre oxigenada procedente de los pulmones y en azul la sangre
desoxigenada procedente de circulacidn sistémica. A. Corazén en diastole (llenado) con el animal en
superficie. Nomenclatura: RPA, Arteria pulmonar derecha; BCT, Tronco braquiocefalico; LAo, Aorta
lzquierda; LPA, Arteria pulmonar izquierda; PS, Esfinter pulmonar; RAo, Aorta derecha; RA, Atrio
derecho; LA, Atrio izquierdo; CV, Cavum venosum; CA, Cavum arteriosum; CP, Cavum pulmonale; V,
Ventriculo. B. Corazén en sistole con el animal en superficie. El circuito pulmonar se mantiene
permeable y funcional (azul). C. Corazdn en sistole durante el buceo. Se produce un cierre de los
esfinteres pulmonares y el circuito funcional se restringe a la circulacién sistémica mediante un shunt
intracardiaco derecha-izquierda. Fuente: (Garcia-Parraga et al., 2017)....cccccveeeeiiiieeeiiiee e, 69

Figura 3: Anatomia de los grandes vasos a su salida del corazén en una tortuga boba. Nétese que la
cavidad ventricular permite la salida de sangre tanto por las aortas derecha e izquierda como a través
del tronco pulmonar no existiendo una separacién entre ambas y permitiendo el shunt. ................. 71

Figura 4: Extraccion de sangre del seno cervical dorsal (vena yugular externa) en una tortuga boba 72

Figura 5: Ejemplar de tortuga prehistérica procedente del registro fésil mostrando lesiones dseas
compatibles con osteonecrosis disbarica. Fuente: (Rothschild and Naples, 2015) .......cccceeeevveeeennneen. 74

Figura 6: Herida antigua de gran tamafio y origen desconocido en la zona cervical dorsal en una tortuga
procedente de la captura accidental POr arrastre. .....cocceeeeeeiuiee e e 80

Figura 7: Reconstruccién 3D a partir de una adquisicion tomografica de un ejemplar vivo con punta de
pez espada alojada en la region cervical (elipse) tras penetrar a través del escudo nucal del caparazoén
(flecha). En este caso la herida estaba completamente cicatrizada y la punta secuestrada rodeada de
LY 1o [o R i1 o g Ty e JNe 11 s LYo TSP 81

Figura 8: Aparicion de una tortuga capturada accidentalmente en el interior del copo de una red de
L R (=l =T I L - | LT PRSP 83

Figura 9: Ejemplares de tortuga boba capturados mediante arrastre y trasmallo y traidas a puerto para
su entrega al servicio veterinario del OCeaNOZIAfiC. ......covciiiiiiiiiie e 85
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Figura 10: Imagenes tomograficas trasversales de 3 tortugas diferentes para la evaluacion del campo
pulmonar. A. Animal sin patologia pulmonar evidente. B. Aspiracion moderada de agua con incremento
de la intensidad a nivel trabecular en algunas regiones del pulmdn derecho. C. Animal con marcado
edema pulmonar e incremento de la densidad del campo pulmonar como consecuencia de la
aspiracion de agua marinay edema aS0CiadO. ....ccccuiiiiiiiiiiie i e e 92

Figura 11: Grafico donde se representa el logaritmo del peso metabdlico promedio de las diferentes
especies (logMb)(kg) frente al logaritmo del valor medio de la presidon venosa de nitrégeno (PvN;) que
causa sindrome descompresivo severo en el 50% de los pacientes tras una rdpida descompresién
(logeD50). En el modelo se incluyen un amplio rango de especies tanto terrestres como buceadoras en
base a datos experimentales y modelos matematicos. La linea recta indica el mejor ajuste para la
mayoria de las especies enfrentando el logED50 al logMb. Nétese como PvN; al final del buceo para el
caso de los mamiferos marinos (representados en color gris) se encuentra muy por encima de la linea
gue marca la ED50 segun el modelo predictivo de colapso alveolar por compresién hidrostatica, lo que
indicaria que deben existir mecanismos alternativos para minimizar la absorcién de nitréogeno. Fuente:
(HOOKEF €1 al., 2009).....uiiiiiieeiiee ettt eetee et ettt e et e et e e st e e s te e e s abeeebae e sbeesabeeesaeeasseeasaeesnseeansaeeasseesseeanns 99

Figura 12: Anatomia de los esfinteres de las arterias pulmonares en tortugas marinas. Mitad proximal
de la porcion extrapulmonar de las arterias tras su salida del tronco pulmonar. La porcién mas distal
se encuentra a la izquierda de la imagen mientras que la porcion proximal estd a la derecha. A. Seccidn
longitudinal del vaso mostrando el engrosamiento de su pared en la aproximacién al tercio medio de
la region extrapulmonar. Cerca de la base del corazon la arteria es mucho mas fina y eldstica (flechas
blancas) que en su porcidon mas distal donde la pared muscular es mucho mas gruesa y el endotelio
forma pliegues marcados. B. En la seccion transversal del vaso fijado con formol podemos observar
como en la regidn mas distal se produce una oclusidn total de la luz vascular como consecuencia de la
retraccion de 1a MUSCUIAtUIA lISA. ..iiicuiiiiiee e et e et e et este e erae e snaeeesnns 100

Figura 13: Adaptacidn de un autoclave convencional de uso hospitalario para funcionar a modo de
camara hiperbarica en tortUgas MAriNAS. ......ccuiiiicciieeeeieee et e e eeree e e eetre e e e eetre e e e esareeeesareeaesanraeaeanes 121

Figura 14: Radiografia simple en proyeccion DV de ejemplares de tortuga boba a su llegada al CR. A.
Animal normal. Nétese la buena definicién del campo pulmonar. B. Animal con imagen pulmonar tipica
en panal de abeja por aspiracién de agua. C. Tortuga con imagen tipica de EG severo. Nétese la
desaparicidn del contraste del campo pulmonar y la presencia de angiogramas como consecuencia de
una masiva presencia de gas intravascular. El corazén también queda completamente delimitado por
la abundante presencia de gas (asteriscos). Fuente: adaptado de (Garcia-Parraga et al., 2014)....... 124

Figura 15: Signos clinicos en tortugas bobas a su llegada al CR: (a) ejemplar vivo con EG sistémico
moderado. Notese la espasticidad de las extremidades posteriores retraidas bajo el caparazén antes
de terapia de recompresion. Estos signos se resolvieron inmediatamente después del tratamiento con
(oA [=d< g Yol a1 o<1 oF- [ ol TS PPUPPPPPOt 125

Figura 16. Tras un periodo de observacion de 60 dias y la normalizacidon de todos sus parametros
clinicos y comportamentales, los animales tratados se consideraron clinicamente sanos y fueron
AEVUEITOS @l MAT. it e st e s st e e s sb e e e e s sbteeessbteeessnbteeesenbtneesannes 126
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Figura 17: Vista dorsal de la representacion 3D de los espacios llenos de aire/gas de una tortuga con
EG sistémico moderado antes (A) y después (B) de HBOT. Las imagenes se obtuvieron con un intervalo
de 6 horas. Todo el gas se muestra en un color mas evidente, y el gas intravascular estd marcado con
asteriscos. En (A) se puede observar la demarcacidn de las venas hepaticas y los vasos renales por la
presencia de gas intraluminal antes del tratamiento. La expansién pulmonar esta reducida. En (B), la
mayoria de gas contenido en los grandes vasos casi ha desaparecido tras el tratamiento hiperbarico,
indicando la reabsorcidén/eliminacién del gas, mientras que la expansidon pulmonar ha vuelto a la
normalidad. Algunos vasos menores todavia contienen gas en la periferia de las dreas de proyeccion
hepatica y renal que no ha terminado de desaparecer con el tratamiento. Fuente: (Garcia-Parraga et
| T 0 PSSR 127

Figura 18: Ecografia renal de un animal afectado de EG moderado mostrando la presencia de pequefias
manchas hiperecogénicas (blancas) compatibles con la existencia de burbujas de gas dispersas en el
parénquima renal y en vasos renales y perirr€nales.........coccueeeeeiiiececciee et 127

Figura 19: Evidencia de EG en Caretta caretta mediante tomografia computarizada. Imagen transversal
del celoma a la altura del corazdn (C) en un caso con EG sistémico severo, mostrando zonas evidentes
de gas intraluminal (negro) en el interior de los principales vasos sanguineos. El gas esta presente en
el sistema venoso hepatico (H), las aortas derecha e izquierda (A), arterias pulmonares (AP), venas
pulmonares (VP) y en el canal vertebral (CV). Los pulmones (P) estan hiper atenuados (blancos) debido
al colapso parcial. El estdmago (E) en este caso esta distendido por la posible ingestién de agua de mar.

Figura 20: La presencia de gas en la vena abdominal media (flecha) fue detectable en los casos mas
severos inmediatamente tras la retirada del plastrén. En este caso también se puede observar tras la
retirada del pericardio, la distensiéon importante de ambos atrios como consecuencia de la
acumulacidon de gas en su interior. Atrio Derecho (AD). Atrio lzquierdo (Al). .....cccoveeeeeieeeeeciieeeens 130

Figura 21: Presencia de burbujas de gas en la vasculatura coronaria (flecha). Atrio Derecho (AD).. 130

Figura 22: Presencia de burbujas de gas en la vasculatura mesentérica. Congestion segmentaria de la
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Figura 23: Lesiones de congestion/hemorragia a nivel del parénquima renal..........cccceeeeeveecreenenne. 131

Figura 24: (A) Atrio derecho de un caso con EG severo. El lumen auricular muestra émbolos de gas
coalescentes de forma multifocal (asteriscos), de tamafio variable, redondos u ovalados, negativos a
la tincion grasa y comprimiendo el miocardio adyacente. Tincion H&E. (B) El rifién de un caso con EG
moderado. Venas interreniculares multifocalmente ocupadas por émbolos de gas no grasos redondos
u ovalados, de tamafio variable. Tincién H&E. (C) Pulmdn de un caso con EG sistémico severo. Las venas
pulmonares muestran émbolos de gas intravasculares de tamafio variable, redondos u ovalados, no
grasos. Tincion H&E. Fuente: (Garcia-Parraga et al., 2014) ......ccveeoerieiieeiie et 132

Figura 25: Para confirmar el nitrégeno como principal componente y la causa de la EG y poder descartar
la putrefaccién o los artefactos generados por infiltracién de gas atmosférico durante la necropsia o el
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manejo del cadaver, se puede proceder a la recoleccidon gas intravascular siguiendo los mismos
protocolos definidos para otras especies (Bernaldo de Quirds et al. 2011). Fuente:( Parga et al., 2017)

Figura 26: Distribucidn de los casos en funcidn de su origen. Notese como la mayoria de los ingresos
de tortugas a lo largo de los Ultimos 10 afios procedieron de la regién de Castellén, donde la plataforma
continental se extiende aguas adentro y se permite el arrastre a profundidades menores de 50m. 148

Figura 27: El autor preparando una tortuga dias después de su recuperacién del accidente
descompresivo para su exploracion en la Resonancia Magnética Nuclear ubicada en la Plataforma de
Radiologia Experimental del 11S-La FE con el fin de poder detectar posibles secuelas............c.......... 151

Figura 28: Ejemplar mediano de tortuga boba en el interior de una camara hiperbarica especificamente
adaptada para el tratamiento en tortugas marinas. La cdmara cuenta con mandmetro, valvula de
seguridad y conexidn al cilindro de oxigeno. La presencia de una ventana de acrilico reforzada en la
tapa permite observar la evolucion del animal durante el tratamiento.........cccocccveeeeeiiieeccciee e, 153

Figura 29: Cdmara hiperbarica Oxylife 90 de uso comercial para su empleo en medicina humana. Esta
camara de nueva adquisicidon cuenta con una adaptacién en la que se sustituye la camilla por una
bandeja de inoxidable y permite tratamientos de ejemplares de gran tamafio, a presiones mas elevadas
y con mezcla de gases. Cuenta demds con ventanas que son de vital importancia porque permiten la
observacién y monitorizacion del paciente durante el proCeso. .......cceecvveeeeciieeeecieee e 154

Figura 30: Principales hallazgos externos en tortugas marinas capturadas accidentalmente por
pesquerias de arrastre en la Comunidad Valenciana. A) Escoriaciones tipicas a nivel del espaldar
asociadas al proceso de arrastre. Notense las lineas a modo de arafiazos por todo el caparazén. B)
Lesiones traumaticas en la piel del cuello y en la insercion de la aleta pectoral izquierda. C)
Escoriaciones a nivel de la piel del borde palpebral. D) Lesién traumatica en la parpado superior. La piel
de los parpados es muy fina y de forma frecuente puede evidenciar lesiones en animales procedentes
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Figura 31: Lesiones sufridas por el arrastre en la regidn ventral de las tortugas. A heridas en las placas
corneas del plastrén en la regidn axilar. También se pueden observar zonas de abrasion dérmica con
pérdida del estrato cdrneo superficial en la region ventral del cuello y base de la aleta pectoral. B
Heridas por abrasion en la region ventral posterior del plastron (zona inguinal), donde ha desaparecido
todo el espesor del escudo cérneo dejando expuesto el hueso subyacente. ........ccccecveeeeeciieeeennen. 159

Figura 32: Presencia de edema y prolapso cloacal en ejemplares procedentes de pesca de arrastre.
Este hallazgo es poco frecuente y podria estar asociado con el incremento de presién intraceldmica
durante el arrastre o durante el izado del copo y la descarga de la pesca en cubierta o bien con un
déficit del retorno vascular como consecuencia del sindrome descompresivo. .........cccccveeeecveeeeenns 159

Figura 33: Evidencia de espuma saliendo por narinas como consecuencia de la aspiracién de agua de
mar durante la inmersion y el edema PUIMONAr. ......cocciiiiiiiiiie e e 160
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Figura 34: Ejemplar comatoso de tortuga boba procedente de trasmallo monitorizado con ECG y
doppler monofdsico para controlar el pulso arterial. En algunos casos es preciso recurrir a la
ecocardiografia para poder evaluar la frecuencia y calidad del latido cardiaco...........cccecveeevcvieeenns 161

Figura 35: Ejemplar con retraccion espdstica del cuello y retracciéon y plegamiento de las aletas
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Figura 36: Ejemplar con retraccién de ambas aletas pectorales bajo el plastréon. Este hallazgo no lo
hemos visto asociado a ninguna otra patologia en tortugas marinas ni se describe como tal en la
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Figura 37: Presencia de burbujas de gas intraoculares (en cdmara anterior) en un ejemplar con EG
severo que ingresé ya muerto en el CR. Este tipo de exploracién ocular no se puede realizar en el animal
vivo y consciente, pero si es viable en casos muertos 0 COmMatosos. ........ccccveeeeeciieeeeiieeeeeeieee e 165

Figura 38: Ejemplares de tortuga con EG severo al ingreso durante la extraccidon de sangre del seno
cervical dorsal. Nétese la abundante presencia de burbujas que salen mezcladas con la sangre tanto
en el cuerpo de la jeringa como en el extensor de la palomilla. En algunas ocasiones puede llegar a salir
Unicamente gas con algunos restos de sangre (derecha). ......ccueeeceeeeieeeiiee e 166

Figura 39: Obtencién de una placa radiografica en proyeccion DV de un ejemplar de tortuga marina. El
animal estd ubicado sobre un portachasis sobre el suelo que contiene el chasis radiografico en su
interior. Encima del animal (parte superior de la foto) se encuentra el tubo de rayos. Al fondo se
encuentra el equipo de digitalizacién (digitalizador iNdirecto).......ccceeeeecieeeieciiee e 169

Figura 40: Imagenes radiograficas de 3 ejemplares de tortuga marina en el momento del ingreso. A
Tortuga sana sin signos aparentes de enfermedad. Ndtese la diferencia de contraste y expansién del
campo pulmonar. B Tortuga afectada por EG moderado. Aparecen ya angiogramas definidos en las
venas iliacas externasy sistema porta renal (flecha hueca) y zonas con angiogramas en region hepatica
(flecha amarilla). Notese la reduccion en la extension y el contraste del campo pulmonar. C Ejemplar
con EG severo. Se siguen marcando las venas porta renales, pero ademas se observa el corazén
completamente distendido por el gas (flechas blancas) y las venas hepaticas muy dilatadas vy
completamente llenas de gas (flechas amarillas). El campo pulmonar ya no es visible en la placa debido
al colapso. Este ejemplar ingresé muerto. Fuente: Imagen adaptada de (Garcia-Parraga et al., 2014).

Figura 41: Proyecciones radiograficas estandar de un animal con embolismo leve. A Proyeccién DV.
Notese la ausencia de angiogramas evidentes y la normal extension del campo pulmonar. B Proyeccién
LL. Notese la presencia de gas en la vasculatura renal (6valo) que no era apenas evidenciable en
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Figura 42: Imagenes radiografica LL de 4 tortugas con diferente grado de embolismo. A tortuga sana.
No se aprecia la presencia de gas en el area de proyeccion renal (regién posterior al pulmdn). B caso
leve mostrando Unicamente una ligera cantidad de gas en la vasculatura renal que se aprecia justo por
detras de la silueta pulmonar (flecha). C Caso de embolismo moderado mostrando mas zonas
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radiollcidas en la zona posterior al pulmdén. Nétese también la presencia de edema pulmonar como
consecuencia de la aspiracién de agua. D Caso de embolismo severo. Se observa una amplia regién
retropulmonar donde se puede evidenciar la presencia de gas y una importante restriccién en el area
de expansién pulmonar. Ventral al pulmén también se observan angiogramas en la zona de proyeccion
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Figura 43: Radiografias de 3 ejemplares con signos compatibles con aspiracion de agua de mar. A
Radiografia DV de un ejemplar con aspiracion leve. Notese la imagen tipica en panal de abeja que se
asocia al edema pulmonar en una regién del pulmén izquierdo. B Radiografia DV de un ejemplar con
aspiracién y encharcamiento masivo de agua de mar afectando a ambos pulmones en toda su
extensién. Ademas, se observan signos de EG moderado en regién renal, venas marginales-costales y
la vasculatura periférica de las extremidades. C Radiografia LL de un ejemplar con aspiracion leve que
se evidencia como zonas mas radiopacas (blancas) dentro del campo pulmonar. Este ejemplar también
presenta un embolismo leve perceptible por la presencia de gas (zonas radiolucidas) en el drea de
proyeccion renal (justo caudal a donde finaliza la silueta pulmonar). ......ccccoeeeeeiieececciee e, 174

Figura 44: Radiografias DV de 4 ejemplares de tortuga marina con EG severo. Noétese la falta de
contraste del campo pulmonar en todas ellas. A ejemplar donde se puede apreciar la distensién por el
gas de las venas hepaticas y venas marginales-costales (flechas). B Ejemplar donde se evidencia la
presencia de abundante cantidad de gas en venas hepaticas, venas iliacas externas y sistema porta
renal (flechas) entre otras. Ejemplar intubado. C Distensién por el gas de las venas iliacas externas,
porta renalesy la postcava (flechas) asi como de las venas hepaticas hasta las regiones mas marginales
del higado. En este ejemplar la silueta pulmonar llega a ser algo mas patente. Ejemplar intubado. D
distension por el gas de la vena iliaca izquierda y la postcava (flechas) asi como de las venas hepaticas.

Figura 45: Radiografia de un ejemplar con EG masivo. Nétese la enorme distensién de la postcava (PC),
las venas renales (R), las venas hepaticas (H) y las cdmaras cardiacas (C). Los vasos hepaticos son
visibles practicamente en toda el drea de proyeccion del higado. El animal esta intubado. ............. 176

Figura 46: Radiografias DV y CC de un ejemplar con EG severo. Notese la perdida de definicion del
campo pulmonar tanto en la proyeccion DV como en la CC. Aunque menos informativa que las
proyecciones DV y la LL, la proyeccién craneo caudal (CC) también puede dar informacién sobre el
grado de expansién pulmonary la presencia de focos neumdnicos donde se evidencie la aspiracién de
TV - [ TSRS 177

Figura 47: Imagen ecogréfica a través de la fosa prefemoral izquierda para la evaluacién del rifién en
un ejemplar de tortuga boba con embolismo severo. Nétese la falta de resolucién por la incapacidad
de penetracion de los ultrasonidos ante la abundante presencia de gas.......cccceeecveeeeicieeeeccieeeeens 179

Figura 48: Imdagenes ecograficas de riflones sanos de tortugas marinas donde se puede observar la
arquitectura normal del parénquima y los vasos renales y perirrenales. La sangre en el interior de los
vasos, aunque hipoecogénica con respecto al parénquima, es de forma normal mas ecogénica que en
el caso de los mamiferos o las aves. Esto es un hallazgo normal en tortugas marinas. Imdgenes Ay B
seccion longitudinal de un Iébulo renal con sonda lineal de alta resolucion. En la parte derecha de la
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imagen B se observa imagen compatible con la presencia de gas porque se produce cierto
solapamiento con el pulmdn adyacente al rifién. Cy D Secciones longitudinal y transversal con sonda
microconvex. Ndtese que con estos presets el parénquima se ve mas realzado, pero es un hallazgo
normal. Ey F Vasos perirrenales en seccién transversal y longitudinal con sonda lineal de alta resolucién.

Figura 49: Imdagenes ecograficas de higados sanos de tortugas marinas donde se puede observar la
arquitectura normal del parénquima y las venas hepaticas. En C se observa cierta cantidad de liquido
libre en cavidad CelOMICa (NEEIO). ..ueiiiiiiiee ittt e e e e eba e e e e eabae e e enreeas 181

Figura 50: Imagenes renales obtenidas de tortugas con diferente grado de embolismo con sonda
microconvex a través de la fosa prefemoral. A y B Animales sin EG. Las zonas hiperecogénicas se
corresponden con presencia de gas intestinal en seccién transversal (A) o longitudinal (B). Cy D
presencia de embolismo leve detectable como pequenos puntos hiperecogénicos en el parénquima
renaly en algunos vasos renales (D). Ey F. Embolismo moderado. La presencia de gas en el parénquima
es ya bastante evidente generando artefactos e impidiendo la penetracién de los ecos en mayor
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Figura 51: Imagen de alta resolucion mostrando burbujas de gas (hiperecogénicas, blancas) en la luz
de los vasos perirrenales. En la imagen A no se percibe tanto el artefacto, pero se definen muy bien las
burbujas en la luz del vaso. En B es patente la imagen en cola de cometa que dejan las burbujas en el
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Figura 52: A Ecografia hepatica mostrando signos de EG con acimulo de gas en el parénquima. Imagen
procedente de un animal con un grado moderado de EG. B Asas intestinales con contenido
alimenticio/fecal en su interior. Es importante no confundir el gas digestivo o pulmonar que por
proximidad anatédmica pueden localizarse cerca de la regidn renal o hepdtica con gas patoldgico
procedente de Un evento dESCOMPIESIVO. ..iiciiicuiiiiiiee e e et e e e et e e e e e e ssbaar e e e e e e e e e snnbaareeeeeeenas 183

Figura 53: Imagenes ecograficas de un mismo ejemplar de tortuga boba con embolismo moderado. En
las imagenes A, Cy B se observan distintos cortes del parénquima renal a través de la fosa prefemoral
con la sonda lineal de mayor resolucion (12MHz). Las zonas hiperecogénicas se corresponden a puntos
con mayor acumulo de burbujas. Las imagenes B, D y F estan obtenidas con la sonda microconvex de
8MHz la cual ofrece menor resolucién, pero mayor penetracion en el tejido (mayor profundidad). Las
imagenes By D dejan ver el parénquima renal con abundante gas acumulado (blanco) asi como algunos
artefactos en cola de cometa por el gas contenido en algunos de los vasos perirrenales. La imagen F se
corresponde a una seccion del parénquima hepatico a través de la ventana axilar derecha. La
vasculatura hepatica también muestra la presencia de abundante cantidad de gas (hiperecogénico).
Notese también la presencia de un aumento del liquido libre (negro) en el espacio celdémico......... 184

Figura 54: Imagenes ecocardiograficas obtenidas en una tortuga marina con EG moderado mediante
sonda microconvex de 8 MHz. Al Atrio izquierdo. AD Atrio derecho V ventriculo. Nétese la presencia
de abundante gas atrapado en la pared del atrio derecho generando un fuerte artefacto en cola de
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Figura 55: Imdgenes ecocardiograficas obtenidas en tortugas marinas con sonda microconvex de 8
MHz. A Animal sano sin signos de embolismo. B y C: presencia de gas en cdmaras cardiacas. Burbujas
circulantes y retenidas en la pared de atrios y ventriculos. AD: Atrio derecho. V Ventriculo........... 186

Figura 56: Adquisicion tomografica en tortugas marinas con signos de descompresién en las
instalaciones del Hospital Valencia Sur. Los animales generalmente se introducen sedados con
propofol para minimizar €l MOVIMIENTO. ....cccuuiiiiiee e e e 188

Figura 57: Tortuga con los ojos vendados durante su exploracién tomografica en las instalaciones del
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Figura 58: Hallazgos tomograficos en un individuo con leve aspiracion de agua de mar afectando
principalmente a la region perihiliar del pulmdn izquierdo y levemente al derecho. A. Seccién
transversal a la altura del corazdén. El pulmdn izquierdo aparece marcadamente hiperatenuado. B.
Seccidén parasagital atravesando la zona afectada por el edema. Nétese el engrosamiento de la pared
de los faveolos. C Seccion coronal u horizontal de ambos pulmones mostrando las regiones
hiperatenuadas compatibles con edema por aspiracion. D Vista dorsal de una Reconstruccidn
Volumétrica en 3D mostrando las cavidades llenas de aire en el interior del animal. Se puede evidenciar
un realce de la sefial en la zona del pulmdn izquierdo donde se circunscribe el edema pulmonar tras la
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Figura 59: Adquisicién tomogréfica transversal de dos tortugas marinas donde se puede observar la
presencia de gas asociado al tracto digestivo. Es importante distinguir estos posibles hallazgos con el
EG por descompresion. A Regidn media caudal del celoma donde se observan distintas asas intestinales
en seccidén transversal con contenido mineral (hiperatenuado, blanco) y algo de gas asociado
(hipoatenuado, negro). B Regidn media con evidencia de cierta presencia de gas asociado al contenido
estomacal (a la izquierda de 12 IMAaZEN).....ccccueiiiiieciee ettt e 191

Figura 60: Hallazgos tomograficos representativos asociados a un caso de embolismo leve-moderado.
A Seccion tomografica sagital mostrando la presencia de gas en el canal vertebral. B Ausencia de gas
en camaras cardiacas o parénquima hepatico a nivel craneal. En este corte sélo es perceptible la
presencia de algo de gas patoldgico en la grasa pericelémica. C. Corte coronal u horizontal justo por
debajo del plano pulmonar. Se puede evidenciar la presencia de aire en vasculatura renal y algo
también en la region media del higad0.......c.uuei i e 192

Figura 61: Ejemplar afectado por un grado leve de embolismo mostrando la presencia de burbujas de
gas en el canal vertebral. El gas localizado en esta regidén no es detectable mediante radiografia simple
ni ecografia, debiendo recurrir a la tomografia para su confirmacion. ..........ccccoeeveeeeeiee e, 192

Figura 62: Imagenes de detalle mostrando hallazgos tomograficos en seccidn transversal de embolismo
leve a moderado. A. Seccién a nivel del corazén donde sdlo se puede llegar a detectar algo de gas
patoldgico en la regién mas dorsal de la vasculatura hepdtica. Esta region normalmente por su
ubicacién en profundidad en el celoma no es explorable por ecografia y si las cantidades de gas no son
muy grandes tampoco se puede evidenciar por radiografia. Asi la tomografia es la técnica de eleccidon
en estos casos mas leves para confirmar la presencia y distribucion del gas. B. Seccidn a nivel de los
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riiones mostrando una mayor presencia de gas en las venas renales del lado derecho. El rifidn si es
facilmente accesible para su exploracién por ecografia en practicamente todos los animales......... 193

Figura 63: Hallazgos tomograficos representativos asociados a casos de embolismo moderado. A
Nétese la presencia de gas infiltrado en la grasa pericelémica y en algunos vasos mesentéricos. B Gas
presente en vasculatura renal, pero en este caso no es detectable en grasa pericelémica. C Gas en
grasa pericelédmica y en vasculatura mesentérica asociada al tracto digestivo (centro e izquierda de la
imagen) D. Gas en vasculatura de la pared gastrica (izquierda de la imagen), higado (derecha de la
iMagen) y €N grasa PeriCEIOMICA. ...uiii it e e ae e e e ebae e e e enaaeas 194

Figura 64: Diferentes imagenes de embolismo renal grave asociados a casos de EG moderado (By C) y
severo (Ay D). Notese el detalle de los angiogramas por hipo-atenuacion de toda la vasculatura renal.

Figura 65: Imagenes mas representativas de TC en seccidn transversal de cabeza a cola de un animal
afectado por EG severo. A Cabeza. Se puede observar la presencia de gas en el interior de los globos
oculares y el espacio retrobulbar. B, Region celdmica craneal a la altura de la base del corazén. Regién
media craneal donde se puede ver perfectamente el atrio derecho lleno de gas, asi como los principales
vasos a la salida del corazén. Dy E region media del celoma donde se evidencian grandes vasos a la
salida del corazdn y la vascularizacidon hepdtica completamente distendida por el gas. Nétese también
la restriccion en la expansién del campo pulmonar como consecuencia de la expansion del higado. F
Regidon celémica media caudal. Se observan fundamentalmente asas intestinales con aire en su interior
pero también se evidencia gas en vasos mesentéricos, en la grasa periceldmica y en el canal vertebral.
G. Regidn celdmica posterior con presencia masiva de gas a nivel de toda la vasculatura renal. El gas
es también visible en el interior del canal vertebral. ..........coovoiiii i 195

Figura 66: Imdagenes tomograficas tipo en seccidon transversal de celoma craneal a caudal en un
ejemplar afectado por EG severo. A Notese la presencia de gas en cdmaras cardiacas (A), la distension
de las venas hepaticas por el gas (B, C, D), la presencia de gas en el tronco mesentérico (E) y el gas
delimitando toda la vasculatura renal (F). El colapso pulmonar por la expansién de las visceras y
organos celdmicos es evidente (A, B, C, D, E). uuiriieciiie ettt ere e e nrae e enes 196

Figura 67: Vista dorsal de 4 reconstrucciones volumétricas en 3D mostrando las cavidades llenas de
aire en el interior de los animales, correspondientes a los 4 grados de afectacién por EG. A Sin EG, B
EG Leve, CEG Moderada, D EG Severa. A medida que el embolismo aumenta en severidad, se observan
mas regiones que contienen gas extrapulmonar. En el caso A, sin EG, las zonas de gas extrapulmonar
se corresponden con gas en el interior del aparato digestiVo. .......cccuveieeciiieieeciieee e 196

Figura 68: Vista lateral de 3 reconstrucciones volumétricas en 3D mostrando las cavidades llenas de
aire en el interior de las tortugas, correspondientes a un caso sin EG (A) y a un caso con EG moderado
(B). El gas patoldgico se evidencia fundamentalmente en vasos hepaticos y sobre todo renales
(caudales al pulmdn). Nétese la reduccion en la expansion del campo pulmonar..........cccccveeeveeeneee. 197

Figura 69: Vista craneal o anterior de 3 reconstrucciones volumétricas en 3D mostrando las cavidades
llenas de aire en el interior de las tortugas, correspondientes a un caso sin EG (A), un caso con EG
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moderado (B) y un caso con EG severo (C). Una vez mas a medida que el embolismo aumenta en
severidad, se observan mas regiones que contienen gas extrapulmonar y se pierde la definicién de las
estructuras. B El gas patoldgico se evidencia en vasos hepdticos y grasa periceldmica (flechas amarillas).
C El pulmén quede completamente comprimido contra el interior del espaldar (flechas blancas) como
consecuencia de la sobreexpansion hepdatica por efecto del gas. .......coocvvveevciiiiiiciie e, 198

Figura 70: Vista dorsal (A), craneal (B) y lateral (C) de una reconstruccion volumétrica en 3D de una
tortuga con EG severo mostrando las cavidades llenas de aire en su interior. Notese la pérdida de
definicidn del campo pulmonar que queda muy reducido de tamafio y la distribucion del gas patoldgico
por toda la vasculatura del animal. En la vista dorsal, el pulmdn impide ver con nitidez el resto de los
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Figura 71: A Vista dorsal de una reconstruccién volumétrica en 3D de una tortuga con EG severo masivo
mostrando las cavidades llenas de aire en su interior. En casos tan severos llega a hacerse evidente por
el contraste del gas hasta la vasculatura principal de las extremidades. .......cc.ccceeevvveeeicieieecciieeeens 200

Figura 72: Vista dorsal (A), craneal (B) y lateral (C) de una reconstruccion volumétrica en 3D de una
tortuga con EG leve mostrando las cavidades llenas de aire en su interior. Notese la presencia de gas
patoldgico Unicamente en la regidn renal (6valos). La presencia de cirripedos epibiontes adheridos a
su caparazén, generan un artefacto que complica el diagndstico y podria llevar a confusién. ......... 201

Figura 73: Vista dorsal de una reconstruccién volumétrica en 3D de una tortuga con EG severo
mostrando las cavidades llenas de aire en su interior. Nétese la pérdida de definiciéon del campo
pulmonar que queda muy reducido de tamafio y la distribucién del gas patolédgico por toda la
vasculatura del animal. En la vista dorsal, el pulmén impide ver con nitidez el resto de los érganos
afectados (A). Tras la eliminacién de los pulmones del modelo 3D y evitar el solapamiento, se puede
valorar mucho mejor la distribucién y alcance del gas en cdmaras cardiacas, regién hepatica y grandes

Figura 74: Imagenes coronales de RMN T2-weighted sin contraste mostrando la anatomia interna de
la region craneal y media del celoma en tortugas sanas. Noétese la excelente resolucién de imagen para
eVvaluar 10s tejidos DIANTOS. .......uiiiiiieee et et e e e e et e e e et e e e e ebr e e e e earaeaeenes 205

Figura 75: Imagenes axiales de RMN T2-weighted sin contraste mostrando la anatomia interna de la
region craneal media (A) y caudal (B) del celoma en tortugas sanas. Notese la excelente resolucion de
imagen para evaluar los tejidos blandos y la falta de resolucion para los tejidos duros (hueso) o el aire
(pulmdn). P, pulmones; E, eséfago; S, estdmago; H, higado, C, corazén (borroso por el movimiento
durante el latido), G, grasa periceldmica; M, musculo; K, rifidn, R, recto, V, vejiga de la orina......... 205

Figura 76: Imagenes de RMN asociadas con la presencia de lesiones renales en un animal afectado por
EG severo y tratado con HBOT. A Imagen axial de RMN T2-Weighted donde se puede apreciar una
lesién isquémica en cufia de bordes ligeramente hiperintensos en la corteza renal derecha (flecha). El
animal fue capturado y tratado 4 dias antes. B Imagen axial de RMN T1-Weighted del mismo animal
20 dias después de la primera adquisicion donde se puede apreciar la lesién renal hipointensa en cufia
de forma mucho mas evidente (flecha). C Urografia axial de contraste tras la administracion de
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gadolinio 4 dias tras la captura. Notese la falta de captacion de contraste en el rifidn izquierdo y el
defecto de llenado en la cuia afectada del rifidn derecho (flecha). D Urografia coronal de contraste en
fase tardia donde unicamente se evidencia produccion de orinay eliminacién de contraste por el rifidn
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Figura 77: Imagenes coronales de RMN T2-weighted y T1-weighted sin contraste mostrando la
anatomia interna de la region celémica caudal en una tortuga sana (A) y una tortuga con lesiones
renales 20 dias después del evento descompresivo (B). En ambos casos las flechas apuntan al
parénquima renal. En laimagen B se observa una mayor heterogeneidad del parénquima con regiones
mas hiperintensas potencialmente asociadas a zonas dafiadas por la isquemia (flecha solida)........ 207

Figura 78: Imagenes mielograficas sagitales de RMN en T1y T2-weighted myelography mostrando una
zona de lesidn a nivel de la médula espinal (flecha). El animal clinicamente mostraba una pardlisis
flacida y perdida de sensibilidad en la mitad posterior del CUerpo. ....cccceeeeeieeeeeiiiee e, 207

Figura 79: 3 ejemplares diferentes muertos tras recuperarse vivos del aparejo y desarrollar DCS con
EG severo. Notese la retraccion de las aletas bajo el plastron (flechas) y en Ay C la retraccién y
lateralizacion de la cabeza respectivamente. En nuestra experiencia estos hallazgos no son observables
€N NINGUNA O1ra €NfEIrMEAd. ....ooiiiiiiee e et e e e e et e e e e ebae e e e enraeaeeanes 228

Figura 80: Ejemplar de tortuga boba con signos evidentes de aspiracién de agua de mar y DCS. Nétese
la presencia de espumay liquido saliendo por narinas y boca como consecuencia del edema pulmonar,
asi como la retraccion de las aletas bajo el plastrén e inclinacién del cuello durante el rigor mortis.

Figura 81: Artefacto generado como consecuencia de la congelacion de los cadaveres. A Serie
tomografica de cabeza a cola con las imagenes mds representativas correspondientes a un animal con
embolismo leve-moderado. B. Los mismos cortes, del mismo animal y bajo los mismos parametros de
adquisicion tras permanecer 48h en una camara de congelacion. Noétese el incremento muy
significativo del gas intravascular y en los tejidos a lo largo de todas las secciones. ........cccceeevvveeenn. 229

Figura 82: Vista dorsal de 3 reconstrucciones volumétricas en 3D mostrando las cavidades llenas de
aire, correspondientes a una misma tortuga para mostrar el artefacto que se genera como
consecuencia de la congelacidon de los caddveres. A Animal con embolismo leve-moderado. B. Mismo
animal congelado tras permanecer 48h en una camara a -232C. C Mismo animal tras un proceso de
descongelacion. Noétese el incremento muy significativo del gas intravascular y en los tejidos. Con la
descongelacion (C), se produce cierta reabsorcién del gas que sali6 de la soluciéon durante la
congelacidon en vasos (flechas) y corazén (elipse) pero en cualquier caso el artefacto de agravamiento
de 13 SEVEridad PEIMANECE. ..c..uviii ettt et e e ettt e e e et e e e e ebte e e e sataeeeeeataeeessaeeeesnsteeaesanes 230

Figura 83: Técnica de necropsia. Para la apertura del animal se debe primero retirar el plastron con la
minima traccidn posible antes de iniciar la seccién de vasos con el fin de no producir artefactos por
INTIIEFACION A @IME. 1eeiiiiie ettt e sttt e sab e s bt e e sbteesabbeesabeesabaeensbeesabaeenases 231
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Figura 84: Casos severos. A. La presencia de gas en la vena abdominal media visible entre la grasa
pericelémica es detectable en casos severos inmediatamente tras la retirada del plastréon. B. Detalle
de las burbujas en el interior de la vena abdominal media (flechas). C Exposicién del saco pericardico
antes de su apertura bajo la musculatura pectoral donde se puede intuir perfectamente la distensién
por el gas de ambos atrios (FIECHAS)........uii i e et 232

Figura 85: Vista ventral del corazén de 4 ejemplares con EG severo mostrando ambos atrios
completamente distendidos por el gas. En C se puede observar como consecuencia del embolismo, la
congestion de algunas sinusoides hepaticas en algunas regiones del érgano y la palidez como
consecuencia de laisquemia en otras porciones del higado. Aunque en casos severos se llegan a afectar
los dos, por regla general el atrio derecho siempre suele verse afectado antes y en mayor gravedad
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Figura 86: A. Vista dorsal del ventriculo tras reflejar el drgano ventralmente para exponer el seno
venoso a la cdmara, el cual se evidencia lleno de burbujas. El atrio derecho tipicamente estd mas
afectado por la presencia de gas que el izquierdo que también contiene algunas burbujas. Nétese la
presencia de burbujas también en los vasos coronarios que recorren el ventriculo. B Distension del
atrio derecho y congestién de vasos coronarios. Toma de muestra de liquido del saco pericardico. C
Presencia de burbujas en vascularizacion coronaria. D Presencia de hemorragias sub-epicardicas
asociadas con UN CUAAIO d EG SEVEIO. .....eeiiiuiieeiiiieeeeeiteeeeeitee e e ette e e e etteeeeestbeeeeeeareeeesnteeeesnraeaesnes 234

Figura 87: Casos severos con evidente presencia de gas en vasos mesentéricos (A,B yC) y en mesos y
en la vascularizacion que discurre por los ligamentos como el gastrohepatico y en serosa géstrica (D).
Notese la distensién de las venas por el gas. En el recorrido de las venas por el mesenterio se pueden
observar también las arterias mucho mas finas y opacas (blancas) donde las burbujas también estan
presentes, pero son mucho menos evidentes. Sobre las serosas se evidencian zonas de isquemia y de
CONGESTION ASOCIATA. ..eiiiiuiiiieeiiiee ettt et e ettt e e ettt e e e ete e e e e eteeeeeebbeeeeesbeeeeesseaeeasraeeesnssaeaesastanaeanes 235

Figura 88: A. Caso severo de EG con presencia de abundante cantidad de gas distendiendo la
vasculatura de la serosa gastrica. Notense las zonas de congestién y hemorragia asociadas. B. Vasos
mesentéricos exangles y completamente distendidos por el gas. La porcién de intestino implicada se
VE ClarameEnte CONGESTIVA....uuiiiiiiiiii e ettt et e s e e et e e e st e e e e s st e e e e asbaeeeesbaeeeensbaeeeennreeas 236

Figura 89: Vascularizacion esplénica afectada por el EG severo. El bazo en algunos casos puede llegar
3 ESEAr ENTISEMATOSO. couiiiiiiiietie ettt et sttt et e st e s ba e e s e b e e nabeesbeeenates 236

Figura 90: Congestién segmentaria de la mucosa intestinal tras su apertura. Se pueden observar
bandas de isquemia y congestion (flechas) a lo largo de diversas porciones del tracto intestinal. A
fotografia de detalle. B. Apertura del tracto digestivo completo desde el eséfago (izquierda de la
IMAZEN) NaSta 18 CIOACA. ..eiii it e et e e e e eata e e e e bte e e e enbaeeeeenraeas 237

Figura 91: A Presencia de trasudado celémico abundante asociado a un proceso de EG severo que lleva
a una extravasacién de suero sanguineo e incremento del hematocrito. El trasudado en estos casos es
mas abundante y amarillento que el liquido celémico en condiciones normales. B Ligero aumento del
liquido celdmico en UN Caso MOAEIrATO. ....cccuiiiiiiiiie ettt e e e e e e erre e e e sbae e e e eareeas 238
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Figura 92: Evidencias de aspiraciéon de agua de mar en la apertura del aparato respiratorio. A)
Abundante presencia de espuma tras la seccién de la trdquea. B) Pulmones rezumando abundante
liguido y espuma tras la seccién del parénquima. C) Abundante presencia de liquido en el interior de
uno de los pulmones tras su seccidn. D) Tras la eliminacion del liquido y la espuma, el parénquima de
los pulmones afectados queda edematosos y exudativos. Se aprecian también zonas de congestion.

Figura 93: Tortugas afectadas por enfermedad descompresiva. En algunos casos la region mas craneal
de los pulmones puede aparecer enfisematosas y completamente distendidas por el gas (no se colapsa
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Figura 94: Lesiones renales observadas en tortugas afectadas por enfermedad descompresiva. A)
Apertura de la membrana celémica visceral para exponer los rifiones que ya se aprecian congestivos a
su través. B) Presencia de gas en venas renales. Se aprecia asimismo la presencia de zonas de
congestion en el parénquima. C) Detalle de uno de los rifiones de un animal afectado mostrando zonas
oscuras de congestion y otras mas claras de isquemia. D) Exposicion de la cara ventral de ambos
rifones tras la eliminacién de los drganos internos y la retirada de la membrana celdmica. Obsérvese
la congestién de la porcién caudal de ambos rifiones. Anatdmicamente se aprecia como los rifiones se
ubican justo por detras del borde caudal del pulmén. E) Imagen de la cara dorsal de ambos rifiones
mostrando areas de fuerte congestion/hemorragia especialmente en su polo caudal. F) Seccién de uno
de los rifiones de un animal afectado mostrando zonas corticales isquémicas (palidas) y zonas corticales
de congestion/NEMOrTagia (OSCUIAS). ..ccuiivuieireeirieiteeieeereeireesteesteesaesreereesbeesseesssessseesbeebeesseesseesseenas 240

Figura 95: Evaluacion de las venas renales (flechas) y las génadas durante la necropsia. A) Ovario
inmaduro ubicado justo a la entrada del hilio renal donde se pueden observar las venas renales llenas
de burbujas de gas (flechas). B) Testiculo inmaduro ubicado justo entre el pulmén y el rifidn sobre el
hilio renal donde se aprecia la presencia de abundante cantidad de gas (flechas). El testiculo en si
también se muestra congestivo en algunas POrCIONES. ......ccuuiieiiiiiieeiiiiee e 241

Figura 96: Tras la apertura del craneo se puede evidenciar la presencia de burbujas de gas en vasos
meningeos encefdlicos en 3 especimenes muertos como consecuencia de un cuadro de DCS. Aqui una
vez mas es muy importante hacer una diseccion muy cuidadosa para no generar artefactos al
TracCioNar A€ 125 MENINEES. ....uiii et ecee e et e et e e e st e e e et e e e e e e tbeeeeeabeeeeansraeeeassaeeeeansaeeeennrenas 241

Figura 97: Presencia de burbujas de gas en liquido sinovial en la articulacién coxofemoral de un animal
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Figura 98: Técnica con tubos vacutainer para la adecuada toma de muestras de gas segln (Bernaldo
de Quirds et al., 2011) para la verificacién posterior de su composicion mediante el analisis laboratorial
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Figura 99: Ejemplar de tortuga marina recién entregado al equipo de rescate en puerto. Siempre que
es posible se procede a hacer un examen preliminar y estabilizar al paciente antes de su transporte
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Figura 100: Ejemplares comatosos intubados antes de iniciar una terapia corta de recompresion.. 249

Figura 101: Ejemplar de tortuga marina con EG sometida a tratamiento con oxigeno normobdrico.
Ndtese que la cuba tiene algo de agua (dulce) para conferir algo de flotabilidad al animal y facilitar la
respiracion. Al mismo tiempo el agua puede facilitar la hidratacion. La toma de oxigeno del
concentrador debe atravesar el plastico que sella la parte superior de la cuba de tratamiento que debe
ser estanca. Es importante controlar la temperatura de los animales para que no suba ni baje
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Figura 102: Ejemplares de tortuga boba tras el ingreso en el CR en estado comatoso y ser intubados
con un tubo endotraqueal, mostrando signos de edema pulmonar (flechas amarillas: salida de agua 'y
espuma por el tubo) como consecuencia de la aspiracion de agua de mar. Mantener la via respiratoria
permeable es fundamental en caso de que el animal no respire, pudiendo introducirse asi en la camara
hiperbarica si no se consigue reanimar. El animal en la fotografia (A) muestra ademas una aguja de
insulina insertada en el philtrum nasal (acupunto GV26) (flecha naranja) con el fin de estimular la
respiracion. La colocacion de la tortuga en un plano inclinado (B) puede favorecer la eliminacién de
liquidos. Es fundamental recuperar la maxima capacidad y funcionalidad pulmonar antes de introducir
a los animales en la camara para maximizar los beneficios de la terapia HBOT. .........cccoveeeecvieeennns 252

Figura 103: Radiografia simple DV de un ejemplar de tortuga marina ingresado con EG moderado. A:
Imagen antes del tratamiento. Notese la presencia de angiogramas de gas en grandes vasos sistémicos
y renales, asi como la falta de contraste del campo pulmonar como consecuencia de la compresion. B:
Imagen tras 14h de tratamiento HBOT donde se evidencia la desaparicidon de los angiogramas vy el
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Figura 104: Radiografia simple LL del mismo ejemplar del caso anterior ingresado con EG moderado.
A: Imagen antes del tratamiento. Notese la presencia de angiogramas de gas en la regién renal (caudal
al pulmdn) y hepatica (ventral al pulmdn) asi como la falta de expansion del campo pulmonar normal.
B: Imagen tras 14h de tratamiento HBOT donde se evidencia la desaparicion de los angiogramas vy el
restablecimiento de la expansidon pulmonar normal. Se puede apreciar una pequefia cantidad de gas
residual post tratamiento en la region del rifdn (dvalo), indicando que la duracién de la terapia se ha
podido quedar lIZErameENTE COMtA. ...ttt e e e e et e e e re e e e eabae e e e sabaeeesnreeas 254

Figura 105: Imagenes de TC obtenidas de un individuo con embolismo leve-moderado tratado de
forma experimental con perfluorocarbonos (PFCs) segin recomendaciones del fabricante. A) Seccién
tomografica transversal del celoma medio craneal a la altura del corazén. Nétese la presencia de gas
principalmente en vasos hepaticos. B) Misma secciéon que en el caso anterior, pero 1,5h tras la
administracién de los PFCs. La sensacién es que el gas intravascular se ha expandido definiéndose aun
mas los vasos. C) Vista dorsal de una recreacién tridimensional de los espacios llenos de gas de la
tortuga 1 hora tras la administracidn de los PFCs. Se evidencia la presencia fundamentalmente de gas
patoldgico en la region renal. D) Misma vista que la anterior 14 horas tras la administracién de los PFCs,
donde ya practicamente no queda gas intravascular (excepto muy levemente en la regidn renal).. 255

Figura 106: Ejemplar procedente de trasmallo con EG moderado y aspiracion de agua de mar (imagen
pulmonar en panal de abeja). En estos casos, casi el 50% de los animales que llegan vivos al CR terminan
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muriendo a pesar del tratamiento. El tiempo transcurrido hasta iniciar la terapia HBOT en estos casos
es vital que se reduzca |0 MAXIMO POSIDIE. ...c..uviiiiiiiiee e 257

Figura 107: Imagenes de en T2 de RMN, seccién transversal (A) y horizontal (B) de la regién renal donde
se puede apreciar una lesién de infarto porisquemia renal (flechas) en un animal que sufrié embolismo
moderado y fue tratado con HBOT 3 semanas antes de esta adquisicién. El animal se recuperd
parcialmente del proceso, pero quedd ParapléfiCo. ...occuiiiiriiiiiiiiie e 258

Figura 108: Imdagenes ecograficas de 6 tortugas diferentes que han sufrido EG y se han recuperado
clinicamente tras la terapia HBOT. Notese como el parénquima renal tras el embolismo permanece
libre de gas, pero se muestra muy heterogéneo con zonas mas ecogénicas (*) y otras mas
hipoecogénicas (+). Imagen compatible con lesién renal aguda post isquémica. La ecografia en principio
es una técnica mucho mas sencilla de aplicar, econdmica y con menos afectacién para el paciente que
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Figura 109: Imagenes histoldgicas del corazdon de un ejemplar de tortuga boba que sufriéd EG moderado
y se sometid a tratamiento HBOT. El animal sobrevivié al embolismo, pero tuvo que ser sacrificado 3
semanas después como consecuencia de una lesion espinal permanente. Histolégicamente el corazén
muestra necrosis miocardica y fendmenos reparativos asociados..........ccccecvveeeeeiiieeeeciiee e 260

Figura 110: Imagenes histoldgicas del higado de un ejemplar de tortuga boba que sufrié EG moderado
y se sometié a tratamiento HBOT. El animal sobrevivié al embolismo, pero tuvo que ser sacrificado 3
semanas después como consecuencia de una lesidn espinal permanente. Histoldgicamente el higado
muestra necrosis hepatica por coagulacion y fenédmenos inflamatorios/ reparativos asociados....... 260

Figura 111: Imagenes de un rindn de un ejemplar de tortuga boba que sufrid EG moderado y se sometid
a tratamiento HBOT. El animal sobrevivié al embolismo, pero tuvo que ser sacrificado 3 semanas
después como consecuencia de una lesidn espinal permanente. A. Macroscépicamente el rifidn
muestra zonas de palidez en su superficie (flechas) que se corresponden con posibles zonas de
infarto/necrosis por isquemia. B) al corte estas zonas mas paélidas profundizan en el parénquima
(flecha). Estas lesiones también se evidenciaron mediante RMN (fig 108) en el mismo animal. C) Imagen
histolégica de una de estas zonas de afectacién renal donde se ve degeneracidn de las células y
dilatacion de los tubulos renales (flecha blanca) asi como posibles focos de nefropoiesis (flechas huecas
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Figura 112: Imagenes de la médula espinal de un ejemplar de tortuga boba que sufrié EG moderado y
se sometié a tratamiento HBOT. El animal sobrevivié al embolismo, pero tuvo que ser sacrificado 3
semanas después como consecuencia de esta lesién espinal. A. Macroscdpicamente la médula y
meninges asociadas mostraron una zona de congestion/hemorragia (flechas) que ya fue visible como
zona de inflamacién de la médula en RMN dos semanas antes en este mismo animal (fig 77). B) Imagen
histoldgica a pocos aumentos donde se pueden apreciar focos de inflamacion (mielitis) (flechas). C)
Imagen histoldgica de la seccion de médula afectada donde se puede apreciar la desmielinizacién y
degeneracion axonal (flechas) asi como zonas de infiltracidn de células inflamatorias redondas. ... 262
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Figura 126: Graficos de las funciones de densidad de la distribucién de la profundidad y tiempo de
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ACC
ACh
ADL
ALKP
ALT
AST
Asp
ATA
ATM
BilD

BilT

BRDs

BREP
BUN
BW
Ca
cADL
CC

CCBA

Ancho del caparazén en curvo

Acetilcolina

Limite de buceo aerdbico (Aerobic Dive Limit)
Fosfatasa alcalina

Alanin-amino-transfersa
Aspartato-amino-transferasa

Aspiraciéon de agua

Atmosferas absolutas

Atmosferas relativas (por encima de la presion atmosférica a nivel del mar)
Bilirrubina directa

Bilirrubina total

Dispositivos para la Reduccion de las Capturas Accidentales (Bycatch Reduction

Devices)

Bycatch Reduction Engineering Program

Nitrégeno ureico en sangre

Peso corporal por sus siglas en inglés

Calcio

Limite de buceo aerdbico calculado (Calculated Aerobic Dive Limit)
Craneo-caudal (proyeccién radiolégica)

Comité de Cuidado y Bienestar Animal



IEI LISTADO DE ABREVIATURAS

CID Coagulacién intravascular diseminada

Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Faunay

CITES
Flora Silvestres
CK Creatin-kinasa
Cl Cloro
CO, Didxido de carbono
CR Centro de recuperacién
CREA Creatinina
DCS Enfermedad descompresiva (Decompression sickness)
DV Dorso- ventral (proyeccion radioldgica)
ECG Electrocardiograma
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EG Embolismo gaseoso
Epi Epinefrina
Fe Hierro
GGT Gamma-glutamil-transferasa
GV26 Acupunto Vaso Gobernador 26
H&E Hematoxilina y Eosina
Hb Hemoglobina
HBOT Terapia con oxigeno hiperbarico
HCl Acido Clorhidrico
Hcto Hematocrito
IUCN International Union for Conservation of Nature

[USA Instituto Universitario de Sanidad Animal



LCC
LCR
LDH
LL
logMb
LP

LRC
MHz
MTCF
N,

Na

NaHCO3:

NMFS
NOAA
O}

OMBs

Pa
PBS

pCOz
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Via Intramuscular

Via Intravenosa

Potasio

lzquierda (left)

Longitud en curvo del caparazén
Liquido cefalorraquideo

Lactato deshidrogenasa

Latero- lateral (proyeccién radioldgica)
Logaritmo decimal del peso metabdlico
Parénquima pulmonar

Longitud en recto del caparazén
Mega-hercios

Marine Turtle Conservation Fund
Nitrégeno

Sodio

Bicarbonato sédico

National Marine Fisheries Service (NOAA, USA)
National Oceanic and Atmospheric Administration (USA)
Oxigeno

Microburbujas de Oxigeno

Fosforo

Presién arterial

Tampdn fosfato salino

Presion parcial de diéxido de carbono
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pO2

Pv

RBC
RMN
RMUs
SC
SEM
SNA
SNC

SNP

Presion parcial de oxigeno
Presion venosa

Perfusion

Derecha (right)

Recuento de glébulos rojos
Resonancia magnética
Unidades de gestién regional
Via subcutdnea

Error Estandar de la media
Sistema nervioso auténomo
Sistema nervioso central

Sistema nervioso periférico
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- RESUMEN

La enfermedad descompresiva (DCS), diagnosticada clinicamente mediante la reversion de los
sintomas tras el tratamiento de recompresion, no habido sido nunca antes reportada en vertebrados
buceadores en apnea, a pesar de la previsible aparicién en sus tejidos de tensiones de gas
suficientemente elevadas como para dar lugar a la formacion de burbujas y lesiones en base a los
estudios en modelos experimentales terrestres. En mamiferos marinos, han sido descritas lesiones
compatibles con DCS en estudios post mortem, en casos en los que se presupone una alteracion del
comportamiento de buceo como consecuencia de la exposicidn a fuentes acusticas submarinas de alta
potencia (por ejemplo, el sonar militar activo) y en casos de animales atrapados accidentalmente a
profundidad en pesquerias. En las tortugas marinas, a pesar de la abundante literatura sobre la
fisiologia del buceo y los trabajos sobre la disrupcion que causa en los animales las capturas
accidentales, este es el primer reporte de embolismo gaseoso (EG) y DCS en este grupo. El presente
trabajo de Tesis Doctoral es el recopilatorio mas completo existente hasta el momento sobre la
enfermedad en cualquier vertebrado buceador: se aportan las evidencias de su existencia incluyendo
los sintomas y lesiones asociadas, se describen las opciones diagnésticas y terapéuticas y se facilitan
datos preliminares sobre el impacto de la enfermedad en el entorno clinico de un centro de
recuperacion (CR), asi como en condiciones de campo a bordo de buques pesqueros. El estudio
compendia por primera vez la informacidn relativa a esta nueva entidad clinico-patoldgica en base a
mas de 300 tortugas bobas (Caretta caretta) afectadas, asi como de ejemplares aislados de tortuga
verde (Chelonia mydas), tortuga olivacea (Lepidochelys olivacea) y tortuga laud (Dermochelys
coridcea). El trabajo parte de un total de 497 casos recuperados de pesca accidental en redes de
arrastre y enmalle de pesquerias de la Comunidad Valenciana, asi como en arrastreros de Brasil e Italia,
estudiando la presencia de enfermedad y su impacto en los animales tanto a la llegada al CR como en
su fase temprana a bordo de buques pesqueros. La severidad del embolismo, asi como la
caracterizacién de las lesiones asociadas en drganos vitales se han podido evaluar en los diferentes
trabajos compendiados a través de la radiografia convencional, tomografia axial computarizada,
resonancia magnética, ecografia y el examen post mortem. En estos Ultimos, el EG ha sido también
confirmado y caracterizado de forma muy similar a la que se describe en los cetaceos sospechosos de
sufrir EG asociado a la descompresion. Las tasas de incidencia de EG fueron del 57% a la llegada al CR

y del 100% inmediatamente tras la captura en arrastre de fondo. Aportamos evidencias de que algunos
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factores ambientales como la temperatura del agua, la profundidad o los tiempos de calado de las
redes se correlacionan con la mortalidad de las tortugas capturadas accidentalmente. Asimismo, el
tipo de pesqueria (arrastre/trasmallo), la aspiracidon de agua de mar, la severidad del redes a bordo de
buques pesqueros, también condicionan la supervivencia. Por otro lado, la severidad del embolismo
sufrido en animales recibidos en el CR se asocid al tipo de pesqueria, la profundidad del arte, la
presencia de aspiracion de agua de mar y el tamafio de la tortuga (LCCy peso). En el CR, la mortalidad
(incluyendo los que ingresan ya muertos) asociada a los casos de embolismo (28,91%) fue
practicamente 8 veces superior a la mortalidad en el grupo de los no afectados por la enfermedad
(3,76%). Sin embargo, la tasa de supervivencia de los animales afectados que llegaron vivos y pudieron
ser tratados mediante terapia especifica con oxigeno hiperbarico (HBOT) superd el 90%. En los estudios
a bordo de buques pesqueros, la mortalidad total a 30 dias se situdé entre el 44% y el 63%. La
supervivencia de los animales que estando en buena condicién pudieron ser marcados y devueltos
vivos directamente al mar (excluyendo los ejemplares que murieron a bordo) fue del 63,88%, lo que

implicaria la muerte de 1 de cada 3 reintroducciones directas.

El descubrimiento de la DCS en tortugas marinas abre una nueva era para la investigacién en fisiologia
del buceo no solo en las tortugas sino también en otros vertebrados buceadores, planteando nuevas
hipdtesis o modelos potencialmente aplicables a otros grupos de vertebrados pulmonados incluyendo
la especie humanay otros vertebrados marinos buceadores. Ademas, exige revisar y replantear nuevas
estrategias de mitigacion de la mortalidad asociada a corto, medio y largo plazo con la captura
accidental para minimizar el impacto de las pesquerias sobre las poblaciones de tortugas, favoreciendo

su conservacion.
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- ABSTRACT

Decompression sickness (DCS), clinically diagnosed by reversal of symptoms after
recompression treatment, has never been reported in breath hold divers, despite the predictable
occurrence in their tissues when nitrogen stresses high enough to lead to bubble formation and lesions
based on studies in terrestrial experimental models. In marine mammals, lesions compatible with DCS
were described in post mortem studies, in cases where altered diving behavior is assumed because of
exposure to high-powered underwater acoustic sources (e.g., active military sonar) and in cases of
animals accidentally caught at depth in fisheries. In sea turtles, despite the abundant literature on
diving physiology and work on the disruption caused to animals by accidental capture, this is the first
report of gas embolism (GE) and DCS in this group. This Thesis is the most comprehensive compilation
to date of the disease in any diving vertebrate: it provides evidence of its existence including associated
symptoms and lesions, describes diagnostic and therapeutic options, and provides preliminary data on
the impact of the disease in the clinical setting of a recovery center as well as under field conditions
on board fishing vessels. The study compiles for the first-time information on this new clinic-
pathological entity based on more than 300 affected loggerhead turtles (Caretta caretta) as well as
isolated specimens of green turtle (Chelonia mydas), olive ridley turtle (Lepidochelys olivacea) and
leatherback turtle (Dermochelys coriacea). The work is based on the study of a total of 497 cases
recovered from fishing trawls and gillnets in the Valencian Community, as well as in trawlers in Brazil
and ltaly, studying the presence of the disease and its impact on the animals both on arrival at the
recovery center and in its early phase while on board. The severity of the embolism, as well as the
characterization of the associated lesions in vital organs have been assessed in the different studies by
conventional radiography, computed axial tomography, magnetic resonance imaging, ultrasound, and
post mortem examination. In the latter, gas embolism has also been confirmed and characterized in a
manner very similar to that described in cetaceans suspected of decompression-associated GE. The
incidence of GE was 57% on arrival at the CR and 100% immediately after bottom trawl capture. We
provide evidence that environmental factors such as water temperature, depth and net setting times
correlate with the mortality of turtles caught accidentally. Likewise, the type of fishery (trawl/gillnet),
the presence of seawater aspiration, the severity of the embolism, or the level of consciousness in the
first neurological examination after recovery from nets on board, also condition survival. On the other

hand, the severity of the embolism suffered in animals received at the recovery center was associated
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with the type of fishery, the depth of the gear, the presence of seawater aspiration and the size of the
turtle (CCL and weight). At the recovery center, the overall mortality (including those admitted dead)
associated with embolism cases (28.91%) was almost 8 times higher than mortality in the non-
embolism group (3.76%). However, the survival rate of affected animals that arrived alive and could
be treated by specific hyperbaric oxygen therapy (HBOT) exceeded 90%. In surveys on board fishing
vessels, total 30-day mortality ranged from 44% to 63%. Survival of animals in good condition that
could be tagged and released back (excluding those that died on board) was 63.88%, which would

imply 1 in 3 direct reintroductions.

The discovery of DCS in sea turtles opens a new era for research in diving physiology not only
in turtles but also in other diving vertebrates, raising new hypotheses or models potentially applicable
to other groups of pulmonates including humans and other diving marine vertebrates. In addition, it
calls for reviewing and rethinking new strategies to mitigate the mortality associated in the short,
medium, and long term with bycatch in order to mitigate the impact of fisheries on turtle populations,

favoring their conservation.
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- INTRODUCCION

El equipo veterinario del Oceanografic de Valencia del que soy responsable desde 2002, trabaja
atendiendo no solo a las especies mantenidas en el propio acuario, sino que desde 2007, a través de
un acuerdo de colaboracion con la Conselleria de Agricultura y Medio Ambiente, nos encargamos
también de la atencidn veterinaria de los varamientos de cetdceos, tortugas marinas vy

elasmobranquios que llegan vivos a las costas de la Comunidad Valenciana.

Adicionalmente, y muy especialmente a raiz del lanzamiento de una campana de concienciacion
dirigida a los pescadores que se realizd en 2010, nuestro centro empezd a prestar asistencia para la
recuperacion y reintroduccidn a un gran numero de tortugas marinas que nos eran entregadas tras ser
capturadas accidentalmente por barcos pesqueros (arrastreros y trasmalleros) a lo largo de toda la
comunidad auténoma. Durante los primeros afios, unos pocos pescadores nos entregaban solamente
aquellos animales que ellos percibian heridos o debilitados. Sin embargo, desde 2010, con el fin de
poder llegar a evaluar clinicamente e identificar individualmente a una mayor parte de la poblacién,
se decidid solicitar a lacomunidad pesquera que colaborasen trayendo a puerto todas las tortugas que
capturasen durante la jornada independientemente de que pareciesen muertas, débiles/heridas o que
no presentasen signos aparentes de enfermedad. Se instalaron cubas rotuladas para facilitar la
recogida en las diferentes cofradias de la Comunidad Valenciana y se realizaron diferentes jornadas
formativas para incentivar a los pescadores a entregar el maximo nimero de capturas. Esto llevd a
incrementar muy notablemente la participacion de la comunidad pesquera y el nimero de animales
entregados cada afio en nuestro centro de recuperacién (CR), factor determinante en la consecucidn

de este trabajo.

De forma paralela, a lo largo de estos afos, el Oceanografic fue dotandose de un equipo veterinario
cada vez mas numeroso y mejor formado en el ambito de la recuperacidon de especies marinas.
Adicionalmente fuimos adquiriendo medios diagndsticos y terapéuticos de primer nivel, en un
principio con el fin de mejorar la atencidon de los animales del acuario, pero manteniéndose a
disposicion de las necesidades del CR. En este contexto, pudimos observar lo que se describia en la
mayoria de los trabajos internacionales asociados a la recuperacidn de tortugas marinas capturadas
accidentalmente en pesquerias: algunas de las tortugas que salian comatosas o incluso aparentemente
muertas (ahogadas) de las redes tras la inmersidn forzada, se iban recuperando sin tratamiento

veterinario especifico a medida que pasaban tiempo en superficie o eran recuperables con el
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tratamiento médico necesario al llegar al CR, mientras que un segundo grupo de animales se

mantenian aparentemente sanos desde un principio y en todo momento.

Sin embargo, el presente trabajo y la primera descripcién de la enfermedad descompresiva en estas
especies surge de forma practicamente accidental en busca de respuesta a un cuadro clinico concreto.
Se identificd una tercera categoria de tortugas que desde un primer momento fue desconcertante ya
gue, en base al conocimiento del momento, no se era capaz de explicar su evolucion clinica. Se trataba
de tortugas enérgicas y activas al ser recuperadas de las redes, segun la informacién aportada por el
pescador, pero que horas después, cuando llegaban al CR mostraban sintomatologia neurolégica o se
encontraban ya en estado estuporoso o comatoso llegando incluso a morir. En base al conocimiento
disponible y a la literatura cientifica del momento sobre medicina de tortugas marinas y los efectos de
la inmersion forzada en estas especies, no se describian procesos por los que un animal recuperado
del aparejo de pesca en buenas condiciones se pudiese deteriorar de forma rapida tras pasar tiempo
en superficie. Todo lo contrario. La recomendacion habitual en la mayoria de los manuales para
pescadores en caso de animales debilitados tras una inmersion forzada, es la de mantener a las
tortugas en superficie un tiempo prudencial hasta que pudieran re-oxigenarse y recuperarse al menos
parcialmente antes de su devolucion al mar (Epperly et al., 2004; Gerosa and Aureggi, 2005; Gilman et
al., 2009; Stokes and Bergmann, 2019). Las tortugas que presentaban esta evolucién inesperadamente
desfavorable al pasar tiempo fuera del agua mostraban ademas signos clinicos nunca descritos en las
tortugas, como patrones radioldgicos extrafios con reduccidon drastica del campo pulmonar vy
angiogramas de gas intravascular. Ecograficamente se podian observar imagenes compatibles con la
presencia de gas intravascular y burbujas dispersas en diferentes tejidos, que se corroboraba en la
extraccién sanguinea de la que con frecuencia se obtenia sangre con gran cantidad de burbujas
formando una espuma en la jeringa tras la venipuncion, asi como con la observacién de presencia de

gas intravascular en gran cantidad de vasos y en las cdmaras cardiacas en los exdmenes post mortem.

Estos y muchos otros hallazgos descritos a lo largo de este trabajo, fueron los que nos llevaron a pensar
gue nos encontrabamos ante casos de embolismo gaseoso y presumiblemente de una enfermedad
descompresiva asociada. Dada su experiencia con casos similares de embolismo gaseoso en cetaceos
en asociacion con fendmenos descompresivos. El apoyo diagndstico recibido desde el IUSA de la
Universidad de las Palmas de Gran Canaria, especialmente en la anatomia patolégica de las lesiones y
el analisis de la composicion del gas de las burbujas intravasculares fue fundamental para progresar

con los primeros casos de diagndstico presuntivo de enfermedad descompresiva (DCS) en tortugas. El
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diagnéstico definitivo llegd cuando fue posible demostrar mediante la recompresion en camara
hiperbarica, que tortugas pescadas accidentalmente y sometidas a un fendmeno descompresivo al ser
sacadas a superficie, desarrollaban sintomatologia clinica neuroldgica y se veian afectadas con
embolismo gaseoso y ambos (tanto el gas intravascular como la sintomatologia clinica) remitian tras
la recompresidn con oxigeno hiperbarico. Entendemos que algunos aspectos que discutiremos mas
adelante en el presente trabajo han jugado a nuestro favor haciendo que seamos el primer equipo a
nivel mundial que ha detectado y descrito la aparicion de dicha enfermedad. Sin embargo, hoy en dia,
continlan siendo una incégnita los motivos por los que la DCS no habia sido diagnosticada antes por
los diversos grupos de investigacidn internacionales (principalmente estadounidenses) que trabajan

desde hace muchos afios con tortugas marinas capturadas accidentalmente.

En este contexto se decidié llevar a cabo el presente trabajo de Tesis Doctoral que lleva por titulo
“Avances en el conocimiento de la fisiopatologia del buceo en tortugas marinas: el descubrimiento
de la enfermedad descompresiva” y que trata de describir y caracterizar por primera vez esta nueva
entidad patolégica que afecta a las tortugas marinas cuando interaccionan con artes de pesca en
profundidad. El trabajo incluye un andlisis sobre las formas de diagndstico y tratamiento mas efectivas
en los casos afectados, asi como el posible impacto que podria tener la enfermedad a escala global
sobre la conservacién de las diferentes poblaciones de tortugas marinas como posible factor de

mortalidad retardada no considerado hasta el momento.
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- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las tortugas marinas son reptiles buceadores perfectamente adaptados a lo largo de miles de
afios de evolucidn a la vida en los océanos. Estos animales realizan un papel fundamental en el
mantenimiento de los ecosistemas marinos: regeneracién de praderas oceanicas, arrecifes o playas

entre otros.

Actualmente, 6 de las 7 especies de tortugas marinas estdn amenazadas de extincidn segun la Lista
Roja de la IUCN. La gran mayoria de los factores que estdn llevando al colapso de las distintas
poblaciones de tortugas tienen su origen en la actividad humana (www.iucnredlist.org; ultima consulta
abril 2021). Entre las principales amenazas para la supervivencia de estas especies figuran el
calentamiento global, la basura marinay los pldsticos, la degradacion del litoral costero y el desarrollo
urbanistico, la contaminacién ambiental, la caza intencionada o la sobrepesca. Sin embargo, la
interaccion accidental con artes de pesca es considerada como la principal amenaza a nivel global para
las poblaciones de tortugas, a pesar de que tanto su alcance como sus efectos no son del todo

conocidos aun (Wallace et al., 2010).

El trabajo como parte del equipo veterinario del Oceanografic se centrd originalmente en el estudio
de las causas de enfermedad y muerte de las tortugas capturadas accidentalmente por buques
pesqueros, asi como en el estudio de los efectos clinicos y fisiopatoldgicos de la inmersion forzada.
Inicialmente el interés fundamental no era tanto el de investigar las causas de enfermedad sino el de
maximizar el éxito para la recuperacidn clinica de las tortugas con las maximas garantias de
supervivencia tras su devolucién al medio natural. Es en este contexto, es en el que realizamos el
descubrimiento de la DCS como nueva entidad patoldgica nunca antes descrita en estas especies
(Garcia-Parraga et al., 2014). A pesar de que la publicacion supuso un gran hito cientifico, generé a su
vez cierta controversia en la comunidad cientifica que investigaba y trabajaba con tortugas marinas,
ya que el conocimiento hasta el momento sobre estas especies establecia que eran refractarias al
padecimiento de esta enfermedad (Berkson, 1967; Castellini, 2012; Fossette et al., 2010; Lutcavage
and Lutz, 1997; Piantadosi and Thalmann, 2004; Rothschild and Martin, 1987). Tras la demostracion
de la enfermedad, se decidié avanzar con algunos estudios y trabajos recopilatorios para tratar de
esclarecer su fisiopatologia, los posibles factores de riesgo y poner el posible origen de la enfermedad
en contexto con el conocimiento que se tenia de otros vertebrados buceadores (Fahlman et al., 20173;

Garcia-Parraga et al., 2018a; Garcia-Pdarraga et al., 2018b; Garcia-Parraga et al., 2017; Picazo et al.,
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2020). En paralelo y desde un principio, se continud con la optimizacion de las técnicas de diagndstico
y tratamiento (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Parga et al., 2017; Portugues et al., 2018).
Posteriormente, se consideré fundamental poder evaluar el impacto de la DCS, tanto en el nimero de
ejemplares afectados como en las tasas de supervivencia post liberacidn, en condiciones de campo
reales a bordo de buques pesqueros donde no existe posibilidad de tratamiento. En este sentido se
llevaron a cabo trabajos de campo en Brasil, cuyos resultados dieron lugar a una primera publicacién
(Parga et al., 2020), mientras que los resultados de los trabajos llevados a cabo en una segunda fase
en pesquerias italianas, se incluyen y analizan en esta Tesis pero aln se encuentran en proceso de
publicacion. Por ultimo, durante estos ultimos meses, se ha seguido avanzando en el conocimiento
sobre el alcance de la enfermedad en diferentes especies de tortugas, asi como su ocurrencia bajo
otras circunstancias distintas a las pesquerias que también conducen a la inmersion forzada de las

tortugas (Crespo-Picazo et al., 2020; Harms et al., 2020).

El presente trabajo de Tesis doctoral compila por tanto la informacién generada durante 10 afos de
investigacion de la enfermedad con las tortugas marinas (2011-2020). Durante este periodo, se ha
tratado de expandir el conocimiento de la enfermedad a campos mas aplicativos en el dmbito de la

medicina veterinaria de tortugas marinas y en el campo de la conservacién de estas especies.

La HIPOTESIS de esta Tesis Doctoral es que la enfermedad descompresiva es una nueva entidad
patoldgica asociada con la pesca en profundidad en las tortugas marinas que puede tener un alto
impacto poblacional sobre su conservacidon al generar una mortalidad asociada hasta ahora no

considerada.
Para desarrollar esta hipdtesis, se fijaron los siguientes OBJETIVOS:

1. Primer Obijetivo: evidenciar y demostrar la existencia de la enfermedad descompresiva en las
tortugas marinas, e indagar sobre los posibles mecanismos que la desencadenan. Esta parte del
trabajo corresponde fundamentalmente al realizado y publicado antes de mi matriculacién como
alumno de doctorado en la UCM y se desarrolla en el Capitulo 1.

2. Segundo Objetivo: describir la mejor aproximacién al diagndstico y tratamiento de la enfermedad
descompresiva en el paciente. Este objetivo se desarrolla en el Capitulo 2.

3. Tercer Objetivo: estudiar el alcance de la enfermedad descompresiva en las tortugas marinas
capturadas accidentalmente en las diferentes pesquerias para estimar el posible impacto sobre
las poblaciones y conocer que factores podrian influir en su desencadenamiento con el fin de

poder establecer las recomendaciones sobre las medidas de mitigacion mas adecuadas que
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deberian instaurarse para favorecer su conservacién. Este objetivo se desarrolla en el Capitulo 3
y se ha subdividido en 3 apartados:

e Subobijetivo 3.1: evaluar el impacto de esta enfermedad en las tortugas que llegan al
CR procedentes de las pesquerias de la Comunidad Valenciana para conocer los
factores epidemiolégicos y prondsticos asociados.

e Subobjetivo 3.2: evaluar el verdadero impacto de la enfermedad descompresiva en
condiciones de campo (sin opcidn a tratamiento) a bordo de buques pesqueros fuera
de la Comunidad Valenciana (Brasil e Italia).

e Subobijetivo 3.3: analizar si el efecto de la descompresidn es similar en las diferentes

especies de tortuga (boba, verde, laud, olivacea).

Una parte de la poblacion estudiada y de los resultados que se describen en esta Tesis Doctoral estan
descritos y publicados con anterioridad por mi desde 2014. El descubrimiento de la enfermedad y la
fisiopatologia del proceso se publicaron antes de mi matriculacién como Alumno de Doctorado en
2018. Parte de la informacién referente a la optimizacidn del diagndstico, el tratamiento y los estudios
de campo para la evaluacién del impacto de la enfermedad sobre las tortugas se publicé durante el

Doctorado o se incluyen en el presente trabajo, pero estan aun pendientes de publicar.

Esta Tesis Doctoral ha aportado contenido a 8 articulos cientificos publicados en revistas indexadas y
4 capitulos de libros en coautoria. Se espera que la informacién aportada en esta Tesis sea
especialmente trascendente para la conservacion de las tortugas. Esta nueva enfermedad expone que
las estimaciones actuales sobre mortalidad por pesca en tortugas estan subestimadas, por lo que
deberian instaurarse nuevas medidas de mitigaciéon del impacto pesquero para la sostenibilidad y

recuperacion de las poblaciones de tortugas marinas.
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V- ESTADO DEL ARTE

A—TORTUGAS MARINAS: GENERALIDADES

A.1- TAXONOMIA

Las tortugas marinas son reptiles buceadores del Orden: Testudines pertenecientes a la

Superfamilia Chelonioidea que evolutivamente proceden de ancestros terrestres que volvieron al mar.

Actualmente existen 7 especies diferentes que se dividen a su vez en 2 familias. La familia Cheloniidea
o tortugas de caparazdn dseo, que contiene a 6 de las especies incluyendo la tortuga boba (Caretta
caretta), la tortuga verde (Chelonia mydas), |la tortuga carey (Eretmochelys imbricata), |la tortuga lora
o bastarda (Lepidochelys kempii), la tortuga olivacea (Lepdochelys olivacea) y la tortuga plana o
aplanada (Natator depressus) que es la menos conocida de todas ellas. Por otro lado, la familia
Dermochelyidae contiene una Unica especie superviviente, la tortuga laid (Dermochelys coriacea) que
es la especie que alcanza un mayor tamafio llegando a mas de 2 metros de longitud de caparazény
700kg de peso, siendo la mejor adaptada al buceo profundo. A diferencia de las anteriores, su
caparazon no es 0seo sino de un tejido conjuntivo fibroso muy denso rico en grasa (Wyneken et al.,
2013a). En general, el grupo de las tortugas marinas contiene unos de los vertebrados marinos
buceadores en apnea que realizan inmersiones mas largas y profundas, superando en el caso de las
tortugas laud la hora de duracion y los 1200m de profundidad (Byles, 1988; Houghton et al., 2008;
Sakamoto et al., 1990). En el caso de otras especies como las tortugas bobas o las olivaceas, las
profundidades mdximas registradas gracias a la colocacién de dispositivos de telemetria, son
significativamente menores aunque aun muy considerables: 233m y 290m respectivamente (Plotkin

et al., 2002; Sakamoto et al., 1990).

A.2- BIOLOGIA BASICA

En general las diferentes especies de tortugas marinas estan ampliamente distribuidas por
todos los mares tropicales y templados del planeta. Solo dos especies, la tortuga lora o bastarda
(fundamentalmente distribuida en la regidn del golfo de México) y la tortuga plana (en aguas del norte

de Australia) tienen un area de distribucién mas restringido. Durante los primeros 3-5 afios de vida, los
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juveniles de las diferentes especies tienen una vida mas pelagica alejada de costa (fase oceanica). Sin
embargo, a medida que van madurando, la mayoria de las especies de tortugas marinas tienden a
mantenerse la mayor parte del tiempo asociadas a la plataforma continental mas cerca de costa (fase
neritica). Son animales migratorios que llegan a hacer grandes desplazamientos por todo el planeta
entre zonas de alimentacidn y nidificacidn. Este grupo taxondmico desempeiia ademds un papel
fundamental en el mantenimiento de los ecosistemas ocednicos siendo también considerados unos

excelentes centinelas del estado de conservacidn de los ecosistemas marinos (Wyneken et al., 2013a).

GREEN LOGGERHEAD FLATBACK
Chelonia mydas Caretta caretta Natator depressus
L: 4-8 ft / W: 500-1100 lbs L: 3-4 ft / W: 250-500 Ibs ® L: 3-4 ft / W: 200-400 lbs L: up to 3 ft / W: up to 200 Ibs
No scutes, leathery with ridges Costals: 4 pairs / Prefrontals: 1 pair Costals: 5 pairs / Prefrontals: 2+ pairs  Costals: 4 pairs / Prefrontals: 1 pair
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HAWKSBILL OLIVE RIDLEY KEMP’S RIDLEY COMMON NAME
Eretmochelys imbricata Lepidochelys olivacea Lepidochelys kempii Scientific name

L: 2-3 ft / W: 150-200 lbs [ ] L: 2-2.5 ft / W: 100-150 Ibs L: 2 ft/ W: 75-100 Ibs ® L (Length) / W (Weight) Status: ®
Costals: 4 pairs / Prefrontals: 2 pairs Costals: 6+ pairs / Prefrontals: 2 pairs ~ Costals: 5 pairs / Prefrontals: 2 pairs # Costal scutes / # Prefrontal scutes
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IUCN Status: Data Deficient Vulnerable @ Endangered @ Critically Endangered

Figura 1: Diagrama con las 7 especies diferentes de tortugas marinas indicando sus caracteristicas
morfoldgicas distintivas bdsicas, asi como su estatus de conservacion. Fuente: www.seeturtles.org

La mayoria de las especies de tortugas marinas mantienen una dieta omnivora de por vida, incluyendo
alimentos tanto de origen vegetal (algas, fanerégamas marinas, etc.) como animal (crustaceos,
moluscos, equinodermos, cnidarios, gusanos, poriferos o peces). Algunas excepciones son la tortuga
ladd que tiene una dieta basada casi exclusivamente en medusas (Dodge et al., 2011) y la tortuga verde
gue parte de una dieta omnivora cuando es juvenil pero en fase adulta pasa a una dieta practicamente
vegetariana (Arthur et al., 2008). En cualquier caso, para el resto de tortugas también se ha descrito

cierta especializacidn y/o consumo preferencial de los diferentes alimentos segln las especies y su
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distribucidn como es el caso de las carey muy especializadas en el consumo de esponjas en la regiéon

del caribe (Meylan, 1988).

Las tortugas se encuentran entre los reptiles mas grandes que existen y como tales, son animales
poiquilotermos que respiran aire a través de los pulmones. Excepcionalmente en el caso de las tortugas
laud, se ha podido evidenciar que gracias a su gran tamanio, la existencia de plexos arteriovenosos en
sus aletas que actian como intercambiadores de calor a contracorriente, la termogénesis muscular y
la grasa de aislamiento, tienen cierta capacidad para mantener una temperatura corporal de hasta 82C
por encima de la temperatura del agua, lo que probablemente contribuya a que esta especie sea la
gue haya tenido una mayor capacidad en colonizar aguas mas frias tanto en profundidad como en

proximidad a las zonas polares (Greer et al., 1973; James et al., 2006; Paladino et al., 1990).

Por ultimo, cabe destacar que el ciclo de vida de las tortugas marinas se desarrolla practicamente en
su totalidad en el medio marino al que se encuentran perfectamente adaptadas. Unicamente las
hembras en el momento de la hacer la puesta de huevos y los neonatos en su desarrollo dentro del

nido y tras su eclosion en la travesia hacia el mar se mantienen en tierra firme en playas arenosas.

A.3- ADAPTACIONES A LA VIDA MARINAY EL BUCEO

Como adaptaciones mas relevantes para facilitar la natacion cuentan con la modificacién de
sus extremidades (alargadas y aplanadas en forma de pala) que funcionan a modo de aletas. También
la forma hidrodinamica y aplanada de su caparazén (que ademas es mas ligero), el desarrollo de una
potente musculatura pectoral y un cuello mds corto y robusto que lleva a impedir la retraccién de la
cabezay las extremidades en su interior. Ademas, préximas a los ojos cuentan con un par de glandulas

de la sal que les facilitan la excrecion del exceso de cloruro de sodio.

Para facilitar su capacidad de buceo cuentan con una serie de adaptaciones cardiovasculares
anatdmicas y fisioldgicas que son muy relevantes para comprender la fisiopatologia de la enfermedad

que se describe en este trabajo, por lo que procederemos a detallarlas a continuacion:

La anatomia cardiovascular y funcional de las tortugas marinas es mas compleja de lo que inicialmente
podria parecer a primera vista en base a su estructura bdsica. Su corazén es tricameral y consta de un
par de atrios y un solo ventriculo muscular (Figura 1). Dentro del celoma y por encima de los atrios y el

ventriculo se superpone una cuarta cdmara vascular, amplia y de paredes delgadas denominada seno
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venoso. La sangre venosa que retorna del cuerpo drena en el seno venoso procedente de cuatro
grandes vasos: Las precavas izquierda y derecha, la vena hepatica izquierda y la postcava. La sangre
del seno venoso drena hacia el atrio derecho a través de la abertura sinusal posterior. Los atrios
derecho e izquierdo estan separados completamente el uno del otro. El atrio derecho tiende a ser
mayor en tortugas de caparazén duro y mas muscular que el atrio izquierdo. El atrio izquierdo recibe
la sangre de las venas pulmonares a través del foramen pulmoatrial. Los atrios se vacian en el

ventriculo a través de los pasos o embudos atrio ventriculares (Farrell, 1998; Webb, 1979).

El ventriculo estd compuesto a su vez de tres compartimentos interconectados o "cavum": El cavum
pulmonale, el cavum venosum y el cavum arteriosum. El cavum arteriosum y cavum venosum se
encuentran mas dorsalmente respecto al cavum pulmonale. Hay un tabique muscular o cresta en el
ventriculo a lo largo de su pared interna dorsal que comienza inmediatamente caudal al septo
interatrial y se extiende hacia el apex. La cresta no llega a conectar con la pared ventral del ventriculo
a lo largo de su longitud y por lo tanto no hay cadmaras independientes dentro del ventriculo. Sin
embargo, hay una separacion parcial entre el cavum arteriosum y el cavum venosum y, durante la
sistole ventricular, se produce una separacién funcional con en el cavum pulmonale entre flujo
sanguineo pulmonar y sistémico gracias a la cresta muscular del ventriculo que en contraccion entra

en contacto con la pared.

Las relaciones funcionales de las cdmaras (seno venoso, los atrios y el ventriculo) y los compartimentos
dentro del ventriculo son mas faciles de entender en el contexto de la circulacion de la sangre. A

continuacidn, se incluye un grafico explicativo para facilitar la comprension (Figura 2).
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Figura 2: Diagrama representativo de la anatomia y fisiologia bdsicas del corazon de las tortugas
marinas. En rojo se representa la sangre oxigenada procedente de los pulmones y en azul la sangre
desoxigenada procedente de circulacion sistémica. A. Corazon en didstole (llenado) con el animal
en superficie. Nomenclatura: RPA, Arteria pulmonar derecha; BCT, Tronco braquiocefdlico; LAo,
Aorta Izquierda; LPA, Arteria pulmonar izquierda; PS, Esfinter pulmonar; RAo, Aorta derecha; RA,
Atrio derecho; LA, Atrio izquierdo; CV, Cavum venosum; CA, Cavum arteriosum; CP, Cavum
pulmonale; V, Ventriculo. B. Corazon en sistole con el animal en superficie. El circuito pulmonar se
mantiene permeable y funcional (azul). C. Corazon en sistole durante el buceo. Se produce un cierre
de los esfinteres pulmonares y el circuito funcional se restringe a la circulacion sistémica mediante
un shunt intracardiaco derecha-izquierda. Fuente: (Garcia-Parraga et al., 2017)

La respuesta al buceo en vertebrados ha sido tradicionalmente uno de los aspectos de la fisiologia que
mas interés han despertado presentando muchas similitudes en todas las especies estudiadas hasta la
fecha. La respuesta incluye una serie de ajustes comunes como son la reduccidn de la frecuencia
cardiaca (y gasto cardiaco) o la vasoconstriccion periférica, que se presupone podrian servir para
preservar al maximo el oxigeno disponible para su uso en érganos vitales con menor tolerancia a la

hipoxia como el cerebro o el corazén (Scholander, 1963).

En el caso particular de las tortugas, un aspecto vital de la funcién cardiopulmonar asociada al buceo

es su capacidad de control de la cantidad de flujo sanguineo que se deriva a la circulacién pulmonary
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a la sistémica a través de mecanismos de shunt, derivacion o baipds. Como hemos visto, a diferencia
del sistema cardiopulmonar de los mamiferos, en el caso de las tortugas la circulacion pulmonar y
sistémica no estan anatémicamente separadas en circuitos independientes. La existencia de un septo
ventricular incompleto y la presencia de esfinteres musculares a nivel de las arterias pulmonares,
permiten que se pueda realizar un shunt intracardiaco, desviando una mayor o menor proporcion de
sangre en cada latido a la circulacidn pulmonar o sistémica segun las necesidades (Sapsford, 1978).
Esta caracteristica también esta presente en otros quelonios no siendo exclusiva de tortugas marinas
aunque en estas el mecanismo parece estar mas desarrollado (Garcia-Parraga et al., 2017).
Recientemente, gracias a los estudios de TC multidetector de alta resolucidn, se ha podido determinar
también la presencia de numerosas anastomosis arteriovenosas intrapulmonares en tortugas bobas
que podrian también facilitar el shunt minimizando el intercambio gaseoso (Ricciardi et al., 2019). De
todas las tortugas marinas, la capacidad de separacion del flujo sanguineo pulmonar y sistémico parece
estar mejor desarrollada en tortugas laud, basdndose en la presencia de una cresta muscular
ventricular relativamente bien desarrollada en comparacion con las otras especies (White, 19763;
Wyneken, 2007). Se cree ademas que los shunts cardiacos tienen importantes funciones fisioldgicas
vinculadas con las tasas metabdlicas bajas y los patrones de ventilacién intermitente de reptiles
(Burggren et al., 2020; Hicks and Wang, 1996). En general, los shunts son clasificados como de "derecha
a izquierda" (R-L por sus siglas en inglés) y "de izquierda a derecha" (L-R por sus siglas en inglés).
Durante las maniobras de R-L, parte de la sangre que en principio se dirigia hacia el circuito pulmonar,
es redirigida (puenteada) hacia el circuito sistémico. Los shunts R-L estdn asociados con la apnea
(buceo) mientras que los shunts L-R ocurren durante la ventilacion normal en superficie. Por tanto los
shunts son bidireccionales activandose dependiendo de las circunstancias (Hicks and Comeau, 1994).
El grado en que se produce el shunt probablemente estd determinado por la interaccion compleja
entre un numero de factores, incluyendo la ventilacién, la contractilidad, la resistencia vascular (p. €;j.,
la contraccion de los esfinteres pulmonares), la precarga y la poscarga (Garcia-Parraga et al., 2017).
Esta regulacion es central a través del sistema parasimpatico (vagal) inervando el corazén, pulmén y
arterias pulmonares (Milsom et al., 1977; Wang et al., 2001). La sefial aferente proviene de los
quimiorreceptores sensibles a la presencia de oxigeno en los arcos adrticos y los receptores de
distension del parénquima y sensores de dioxido de carbono en el pulmdén (Wang et al., 2001). El tono
vagal es alto en reptiles durante el reposo reduciéndose durante ciertos eventos fisioldgicos o por
factores ambientales, por ejemplo, el ejercicio, la digestidn, temperatura, que inducen un aumento de

la tasa metabdlica (Wang et al., 2001). La reduccién del tono vagal incrementa el ritmo cardiaco y
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reduce la resistencia vascular pulmonar, disminuyendo o invirtiendo el shunt R-L y aumentando la
perfusidon pulmonar, que a su vez aumenta el suministro de oxigeno a los tejidos a través del aumento
del gasto cardiaco y la oxigenacidn arterial (Burggren, 1977; Shelton and Burggren, 1976; Wang et al.,
1997; Wang et al., 2001). La frecuencia cardiaca y el flujo sanguineo pulmonar a menudo aumentan
inmediatamente antes de tener lugar la respiracion, lo que sugiere que los mecanismos de control
central mediados por niveles elevados de tono simpatico son igualmente importantes en la regulacion
de la funcién cardiovascular (Shelton and Burggren, 1976; Wang and Hicks, 1996a; Wang et al., 2001;
West et al., 1992; White and Ross, 1966).

Del ventriculo izquierdo emergen tres arterias principales: la aorta izquierda, la aorta derecha y el
tronco pulmonar. Estas arterias y sus ramas son de paredes musculares gruesas y eldsticas,

propiedades que contribuyen a la dindmica del flujo sanguineo (Wang et al., 2001).

Los vasos cervicales, especialmente las venas yugulares externas (senos cervicales dorsales) son los
mas frecuentemente utilizados para el acceso venoso. Estos grandes vasos estan situados dorsalmente
en cuello entre los musculos biventer y los cervicales transversos, que son facilmente visibles en
Cheloniids o tortugas de caparazdn éseo o duro (Figura 3). Las venas yugulares externas son mucho
mas profundas en las tortugas laud y las referencias anatémicas externas son mucho mas difusas. Los
vasos interdigitales y la vena caudal han sido descritos como alternativas para la venipuncién en esta

especie (Wallace and George, 2007; Werneck et al., 2014).

Muscular flap
Left Aorta Right aortic tract dorsally reflected

' Pulmonary Artery
Right Aorta 3 Left aortic tract

Right atrium
Left Atrium
Right Atrium

Figura 3: Anatomia de los grandes vasos a su salida del corazon en una tortuga boba. Nétese que
la cavidad ventricular permite la salida de sangre tanto por las aortas derecha e izquierda como a
través del tronco pulmonar no existiendo una separacion entre ambas y permitiendo el shunt.
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Ademas, entre otras adaptaciones importantes para al buceo, cuentan con una trdquea y unos
bronquios principales rigidos reforzados en cartilago y unos pulmones relativamente pequenos,
alargados, aplanados y facilmente compresibles que ademas se colapsarian en profundidad por el
efecto de la presién hidrostatica a pesar de bucear en inspiraciéon (Berkson, 1967). Los pulmones se
encuentran inmediatamente por debajo del caparazén pegados el techo de la cavidad corporal
discurriendo a ambos lados de la columna vertebral. Los pulmones en estos reptiles son
multicamerales (los mas complejos dentro de los reptiles) y de estructura esponjosa y eldstica dotada
de una importante cantidad de musculo liso (Perry and Duncker, 1978; Solomon and Purton, 1984;
Wyneken, 2001b). Los bronquios principales tras penetrar en cada uno de los pulmones los recorren
en practicamente toda su longitud disponiendo de multiples aperturas hacia las diferentes camaras
(no hay bronquios secundarios). A diferencia de los mamiferos, estas cavidades aéreas son mucho
mayores que los alveolos de los mamiferos y los conductos de unién al bronquio principal no disponen
de ningun soporte de cartilago estando fuertemente dotados de musculatura lisa (Solomon and
Purton, 1984; Wyneken, 2001b). Los sacos terminales mas amplios donde se produce el intercambio
gaseoso en el caso de las tortugas se denominan faveolos o ediculos (Duncker, 2004). En ausencia de
diafragma, la ventilacién se produce a expensas de la musculatura de las cinturas escapular y pélvica
que tiran del plastrén y modifican las presiones en el interior de la cavidad pleuroperitoneal. Durante
el buceo en profundidad, la presion desplazaria el aire acumulado en los faveolos pulmonares hacia
las vias respiratorias reforzadas de cartilago donde no se produciria intercambio gaseoso y por tanto

no habria difusidn de nitrégeno (Kooyman 1973 Lutcavage et al. 1989 Lutcavage & Lutz, 1997).

Figura 4: Extraccion de sangre del seno cervical dorsal (vena yugular externa) en una tortuga boba
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Al salir a superficie, las tortugas lo hacen con una espiracion explosiva seguida de inmediato de una
profunda inspiracién. La respiracién es rdpida y muy eficiente para eliminar todo el CO, generado
durante el buceo y restablecer las reservas de O; ya que el tiempo en superficie es muy limitado.
Generalmente se mantienen saliendo a respirar frecuentemente cada pocos minutos cuando estdn
activas pudiendo pasar varias horas en profundidad durante el descanso (Hochscheid et al., 2005). En
general, se calcula que pueden llegar a pasar mas del 90% de su vida sumergidas (Lutcavage and Lutz,
1997) gracias a la optimizacién y el uso eficiente de oxigeno a través de los ajustes cardiovasculares y
respiratorios comentados. En muchos casos, estos mecanismos son similares a las adaptaciones
también presentes en otros vertebrados apneistas incluyendo aves, reptiles y mamiferos marinos
(Rothschild and Martin, 1987; Southwood, 2013; Southwood et al., 1999). En el caso de las tortugas
marinas, los pulmones se consideran un reservorio fundamental de O, durante el buceo, cumpliendo
ademas una funcién importante en el control de la flotabilidad la cual pueden ajustar en base al

volumen del aire inspirado (Hochscheid et al., 2005; Lutcavage et al., 1989).

A.4- EVOLUCION

Evolutivamente, el origen de las tortugas marinas se remonta al género Plesiochelys
perteneciente al jurdsico tardio hace mds de 150 millones de afios. Sin embargo, este género no es
estrictamente un ancestro como tal de las especies actualmente supervivientes. La especie mas
antigua procedente del registro fésil y que mantendria relacion con las especies actuales seria
Desmatochelys padillai datada en el cretacico temprano. En general las tortugas actuales se consideran
que se escindieron por una via evolutiva diferente del resto de los quelonios hace unos 110 millones

de afos (Kear and Lee, 2006).
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Figura 5: Ejemplar de tortuga prehistorica procedente del registro fosil mostrando lesiones dseas
compatibles con osteonecrosis disbdrica. Fuente: (Rothschild and Naples, 2015)

Existen algunas evidencias en el registro fésil que describen lesiones de tipologia osteonecrdética
posiblemente asociadas con fendmenos de osteonecrosis disbarica como consecuencia de eventos
descompresivos durante el buceo en reptiles prehistdricos de vida acuatica (Rothschild and Martin,
1987; Rothschild and Naples, 2015). Esto pondria de manifiesto que al menos en un inicio, los primeros
reptiles que volvieron a una vida acudtica y empezaron a bucear, podrian ser susceptibles y verse
afectados por la enfermedad descompresiva (DCS por sus siglas en inglés) al no disponer de los

suficientes mecanismos adaptativos.

La osteonecrosis disbarica tal y como se sugeria en el caso de los huesos de cachalotes custodiados en
museos (Moore and Early, 2004), seria una de las pocas lesiones observables a largo plazo después de
sufrir episodios de DCS en los primeros reptiles. Estas lesiones particularmente han sido descritas en
mosasaurus y en fésiles de tortuga marina del cretdcico. Sin embargo estas lesiones observables en el
registro fosil son muy raramente descritas en especies de reptiles marinos después del mioceno
(Rothschild and Martin, 1987), lo que sugiere que los taxones mas recientes incluyendo las actuales
tortugas marinas, han evolucionado desarrollando adaptaciones anatdmicas, fisiolégicas y de
comportamiento para, a la par que poder mejorar su capacidad de buceo, mitigar los posibles dafios

asociados a la DCS. Por este motivo, tradicionalmente tanto los mamiferos marinos como las tortugas
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marinas se han considerado protegidos o incluso refractarios a la DCS gracias a sus multiples
adaptaciones que han ido adquiriendo a lo largo de la evolucion (Berkson, 1967; Castellini, 2012;
Fossette et al., 2010; Lutcavage and Lutz, 1997; Piantadosi and Thalmann, 2004; Rothschild and Martin,
1987).

A.5- AMENAZAS y CONSERVACION

Durante las ultimas décadas se ha producido una dramatica disminucién mundial de las
poblaciones de tortugas marinas. Todas las especies de tortugas marinas de las que se tienen
estimaciones fiables de su estatus poblacional se encuentran bajo algin grado de amenaza (desde
vulnerable, en peligro, o en peligro critico de extincidn) segun la Lista Roja de la International Union

for Conservation of Nature (IUCN) (www.iucnredlist.org; consultado el 21 de abril de 2021). En peligro

implica que la especie estd altamente amenazada de extincién en todo su rango de distribucién o en
una parte importante del mismo, en peligro critico implicaria que el riesgo es extremo, mientras que
el estatus vulnerable implicaria que la especie tiene un riesgo alto de extincion por causas
antropogénicas si no se interviene de forma inmediata tomando medidas de reparacion o mitigacion.
Adicionalmente todas las especies de tortugas marinas estan incluidas en el Apéndice 1 del Convenio
CITES (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) quedando

restringido el comercio internacional de tortugas y sus derivados (www.checklist.cites.org, consultado

el 21 de enero de 2021). Dependiendo ya no solo de las especies, sino de las poblaciones concretas de
tortugas en las diferentes regiones del planeta, existen diferencias significativas en cuanto a su grado
de amenaza, asi como de las causas que contribuyen a la reduccidn de estas poblaciones. Es por este
motivo que, desde el punto de vista de la gestidon para su conservacion, las diferentes especies de
tortugas se subdividen en diferentes Unidades de Manejo Regionales (RMU por sus siglas en inglés) y

cada una de estas RMU puede presentar amenazas o planes de gestidn diferentes.

Actualmente, las principales amenazas para las poblaciones de tortugas son de origen antrépico e
incluyen, la pesca accidental, el cambio climatico, la caza furtiva de los animales o el espolio de los
nidos para la recoleccion de sus huevos, la basura marina (y muy especialmente la problematica
generada por los componentes plasticos), la destruccién del habitat y degradacién de las costas, la
interferencia o molestias generadas por ciertas actividades turisticas, comerciales o industriales, o los

vertidos de hidrocarburos y la contaminacién de las aguas (www.iucnredlist.org; consultado el 21 de

abril de 2021).


http://www.iucnredlist.org/
http://www.checklist.cites.org/
http://www.iucnredlist.org/
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B—TORTUGAS E INTERACCION CON PESCA

La captura accidental de tortugas marinas por las diferentes flotas pesqueras a nivel mundial
se considera actualmente la mayor amenaza a nivel global para la conservacién de todas las especies
contenidas dentro de este grupo taxondmico (Gilman et al., 2009; Lewison and Crowder, 2007;
Lewison et al., 2004a; Wallace et al., 2008; Wallace et al., 2013; Wallace et al., 2010), y es considerada
una amenaza moderada o alta para mas del 75% de todas las unidades de gestiéon regional de tortugas
marinas en todo el mundo (Lewison et al., 2013; Wallace et al., 2011). A continuacidn, se recoge el

conocimiento actual sobre la captura y su impacto poblacional.

B.1- IMPACTO DE LAS PESQUERIAS PARA LA CONSERVACION DE LAS
POBLACIONES DE TORTUGAS

Antes de la instauracion de medidas de reduccién de capturas accesorias (by-catch), algunas
estimaciones en base a las declaraciones de las capturas por los pescadores apuntaban a que
aproximadamente 85.000 tortugas marinas fueron capturadas accidentalmente en el mundo desde
1990 hasta el 2008, pero la verdadera cifra del total de capturas en este periodo se estima que es
superior en al menos 2 érdenes de magnitud, dado que sélo el 1% de las flotas proporciona estos datos
(Wallace et al., 2010). Por otro lado, en otro estudio se estimd que sélo entre 1990 y 2007, hubo unas
346,500 interacciones de pesca por afio, derivando en una mortalidad estimada de unos 71.000

individuos (Finkbeiner et al., 2011).

Un trabajo de revisiéon de las capturas accidentales de tortugas marinas centrado en el Mar
Mediterraneo calcula que se producen mas de 132.000 capturas y de 44.000 muertes por afio (Casale,
2011). En el Océano Atlantico, por ejemplo, la pesca de arrastre industrial en Gabdn es responsable de
un estimado anual de unas 1026 capturas accidentales de tortugas olivdceas, con una tasa de
mortalidad que se calcula puede ir desde 63 a 794 tortugas por afio, poniendo en peligro a la viabilidad
poblaciéon reproductora local (Casale et al., 2017). Como ejemplo en el Océano Pacifico, destaca la
mortalidad de tortugas laud por la pesca con redes de enmalle de pez espada en Chile y Peru que han
contribuido al colapso de la colonia reproductora en la costa del Pacifico Mexicana (Oravetz, 1999,

Spotila et al., 2000).

Existen trabajos que apuntan a unas diferencias en las tasas de mortalidad muy significativas en

funcién del tipo de pesquerias. En una evaluacién global de la captura accidental a nivel mundial de
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tortugas marinas en diferentes artes de pesca, las mortalidades fueron significativamente mayores en
artes de pesca con redes y arrastreros que en palangres, haciendo hincapié en la necesidad de mitigar
el impacto por estas artes (Wallace et al., 2013). En este estudio, los metieres fijados al fondo tenian
de forma consistente tasas de mortalidad mas altas (a pesar de no ser estadisticamente significativas)
en comparacion con los aparejos utilizados cerca de la superficie (Wallace et al., 2013). Algunas
regiones, como la del suroeste del Océano Atlantico y el Mar Mediterraneo se han identificado como
puntos calientes en referencia a la intensidad de capturas accidentales que se producen (Lewison et
al., 2014), aunque los autores destacan la falta generalizada de datos (Wallace et al., 2013). Por otro
lado, y aunque sus efectos son mucho mas dificiles de trazar y cuantificar en comparacion con la pesca
comercial, los artes menores o la pesca artesanal en determinados dmbitos es enormemente diversa

y se cree que pueden llegar a afectar de forma muy severa a las poblaciones de tortugas marinas.

En cualquier caso, el nimero total de tortugas marinas pescadas accidentalmente a nivel mundial
(Hamann et al., 2010; Lewison et al., 2004a; Wallace et al., 2010), asi como la cifra de mortalidad
asociada a la interaccidn siguen siendo inciertos (Epperly et al., 2002; Hamann et al., 2010; Lutcavage
and Lutz, 1997), ya que evaluar de forma precisa los efectos globales de la captura accidental es
extremadamente complejo (Lewison et al., 2004). La dimension de la flota pesquera mundial es
demasiado amplia como para ser controlada de forma eficaz, sobre todo teniendo en cuenta que
buena parte de la pesca se produce en aguas internacionales y muchos barcos permanecen
indocumentados (Lewison et al., 2014). Para abordar la cuestién de la captura accidental de tortugas
marinas, por lo tanto, se requiere de mas investigacién y sobre todo de esfuerzos de colaboracion

entre cientificos, conservacionistas, industria y gestores (Lewison et al., 2004).

En los ultimos afios, el incremento del esfuerzo de investigacion se ha centrado en el estudio y
conocimiento de los impactos de la captura accidental a nivel de las diferentes poblaciones de tortugas
marinas (Alvarez de Quevedo et al., 2010; Casale et al., 2004; Wallace et al., 2013) proporcionando
informacidn muy util para los modelos ecoldgicos, la estrategia de conservacion, y la gestion de las
pesquerias y de las politicas pesqueras. Sin embargo, la precisién de las estimaciones de mortalidad
real a nivel mundial continda siendo un importante desafio, fundamentalmente por la dificultad en
hacer estimaciones de mortalidad retardada de tortugas que son liberadas de los aparejos de pesca
vivas y aparentemente en buen estado y que luego terminan muriendo (Chaloupka et al., 2004; Mangel
et al., 2011), y por la falta de informacidon completa sobre la fiabilidad total del esfuerzo pesquero, y

muy especialmente en lo referente a la captura accidental real en pesquerias a pequefia escala
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(artesanales) (Casale, 2011; Wallace et al., 2010). En este sentido. la telemetria por satélite ha surgido
como una herramienta util para inferir la suerte de los animales tras su liberacidon (Chaloupka et al.,
2004; Swimmer et al., 2014) y es de hecho la tecnologia que aplicamos en este trabajo de Tesis con el

fin de poder sacar conclusiones sobre el impacto de las pesquerias y de la DCS.

El desconocimiento de la tasa de supervivencia post-interaccidon es de hecho considerado como uno
de los principales obstaculos para comprender el verdadero impacto de las pesquerias sobre las
poblaciones de tortugas marinas (Lewison et al., 2013). Hasta ahora los estudios de las causas de la
mortalidad en tortugas marinas asociados a las interacciones con pesca se han centrado
principalmente en los efectos de la hipoxia y la aspiracidon de agua asociados con la inmersidn forzada,
o a las secuelas de las lesiones traumaticas generadas en la interaccidn con el aparejo, la pesca o con
el manejo a bordo (Sasso and Epperly, 2006; Stabenau and Vietti, 2003; Upite et al., 2013). Ha habido
pocos estudios encaminados a evaluar la supervivencia posterior a la liberacién de tortugas marinas
tras su captura accidental (Maxwell et al., 2018; Stacy et al., 2016). Esto presenta una brecha crucial
en el conocimiento, ya que dicha informacién es esencial para perfeccionar las prdacticas de ordenacién

sostenible de la pesca.

El presente trabajo de Tesis Doctoral ha pretendido ir mas alla de los hallazgos muerte/supervivencia
post-interacciéon, describiendo por primera vez, una nueva condicién no detectada hasta el momento
que podria comprometer la supervivencia de miles de tortugas capturadas accidentalmente tras su
liberacion, pudiendo llevar a incrementar ain mas las estimaciones de mortalidad asociada a las
pesquerias. Se trata del embolismo gaseoso (EG) y la consecuente enfermedad descompresiva (DCS)
en tortugas capturadas con redes de enmalle (trasmallo) y de arrastre. Este estudio desafia el
conocimiento que se tenia acerca de las adaptaciones fisioldgicas de las tortugas marinas para el buceo
(Hochscheid et al., 2007; Lutcavage and Lutz, 1997; Southwood et al., 1999) y abre una nueva area de

interés con respecto a los efectos de la captura accidental y la mortalidad retardada asociada.

B.2- TIPOLOGIA DE LAS INTERACCIONES PESQUERAS

Tanto la pesca comercial, las diferentes formas de pesca artesanal, asi como la pesca recreativa,
pueden resultar en interacciones con tortugas marinas. Aunque en general no hay solapamiento en
cuanto a la actividad entre estos tipos de categorias, si que hay multiples similitudes en referencia a

los tipos de aparejos que emplean y sobre todo en cuanto al resultado final de la interaccion. Las
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tortugas marinas pueden de hecho interactuar con los diferentes aparejos de pesca principalmente de

cinco formas (no necesariamente excluyentes entre si):

1. Confinamiento: Espacio restringido donde el animal queda atrapado pero libre para nadar y salir
a superficie para respirar dentro de ese espacio, como por ejemplo las almadrabas o las redes de

cerco. Es la forma de interaccién en principio menos lesiva para los animales.

2. Enmallamiento o enmalle: Se trata de interacciones con el trasmallo, lineas de cadufos o nasas, o
con la linea de palangre, donde el animal queda enredado fundamentalmente por la cabeza o las

aletas con el aparejo.

3. Inmersion forzada: Se produce cuando el animal queda retenido en profundidad sin poder salir a
respirar a superficie. Se produce por ejemplo a causa de trasmallos, redes de arrastre, lineas de
nasas, o palangres de fondo. Esta forma de interaccion es de hecho la mas relevante para nuestro

trabajo y es la que desarrollaremos mas pormenorizadamente en capitulos posteriores.

4. Sobreesfuerzo de evasion: Se produce en un intento del animal por liberarse del aparejo y suele
conducir a lesiones musculo esqueléticas asociadas. Se produce por ejemplo al quedar atrapadas

en redes de arrastre.

5. Trauma directo: Muchas de las pesquerias pueden llegar generar lesiones traumaticas de multiple
gravedad en cualquier parte del cuerpo del animal. Estos traumatismos pueden ser fruto de
diversos eventos durante la captura y/o posterior manejo en el barco (Stacy et al., 2016) pudiendo
ser atrapadas y arrastradas en diversas artes, golpeadas contra la cubierta del barco tras la
apertura del copo cayendo desde el aparejo a cierta altura mientras que son apartadas y
manejadas a bordo o cargadas con la gria, como resultado del impacto con la hélice de un buque
pesquero cuando son liberadas muy cerca del motor y este estd en marcha, golpeadas o
atropelladas por una draga para la pesca de vieiras, o incluso traumas infligidos por los pescadores
de forma intencionada. Las lesiones resultantes pueden incluir fracturas, dislocaciones y dafo a
los tejidos blandos. Debido a la delicada piel que recubre todo el caparazdn, las tortugas laud son
considerados mas susceptibles a los efectos adversos del trauma externo que el resto de especies
de tortugas marinas (Stacy et al., 2016). Es esencial un adecuado manejo de tortugas a bordo (y
especialmente los individuos de mayor tamafio cuyo propio peso puede agravar las lesiones
durante el manejo por el propio efecto de la gravedad) para minimizar los posibles dafios

ocasionados por traumatismos.
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En muchos casos, las tortugas marinas pueden mostrar lesiones antiguas de otras capturas

accidentales ya fueran causadas estando en la red/aparejo o tras su descarga en la cubierta. No

son infrecuentes las heridas, cicatrices, amputaciones, fracturas, etc.

Figura 6: Herida antigua de gran tamaio y origen desconocido en la zona cervical dorsal en una
tortuga procedente de la captura accidental por arrastre.

6. Traumatismos por las propias capturas incluidas en el arte o por otras especies mientras estan
atrapadas: Las tortugas capturadas pueden mostrar lesiones ocasionadas por tiburones,
mordeduras de otras tortugas marinas o incluso por algunas de las propias capturas incluidas en
el arte como es el caso de los aguijones de las rayas, los radios de las aletas de algunos peces 6seos

o los propios peces espada.
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Figura 7: Reconstruccion 3D a partir de una adquisicion tomogrdfica de un ejemplar vivo con punta
de pez espada alojada en la regidn cervical (elipse) tras penetrar a través del escudo nucal del
caparazon (flecha). En este caso la herida estaba completamente cicatrizada y la punta
secuestrada rodeada de tejido fibroso denso.

En general, los diferentes efectos anteriormente descritos se suelen solapar en una interaccién. Asi,
generalmente concurren lesiones fisicas, ahogamiento (con o sin aspiracidon de agua), miopatia de
captura o por esfuerzo y la DCS que se afiade por primera vez a esta bateria gracias a esta primera
descripcién. Cada uno de estos mecanismos pueden llevar de forma independiente a diferentes dafios
en distinto grado, pudiendo inducir o no la muerte, y de suceder ésta, se puede dar de forma inmediata
durante el lance o nada mds caer en cubierta, incluso poco tiempo o meses después de la interaccion,
debido por ejemplo, a una infeccién generalizada, fracturas de mandibula que impiden la alimentacion
normal, problemas crénicos de flotabilidad, trastornos musculoesqueléticos que pudieran cursar con

dafio permanente, ingestion de sedal, etc.

La suerte del animal no sélo depende sélo del tipo de aparejo y técnica de pesca, sino que ademas es
vital la forma en que el animal es manipulado y liberado del arte de pesca por los pescadores a bordo.

A veces, la supervivencia puede llegar a depender también de otros factores externos como que el
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animal debilitado sea empujado por las corrientes hacia la costa llegando a varar vivo y pudiendo llegar
a recibir atencidn veterinaria, o que sus posibilidades de recuperacidn se vean reducidas en base a la

presencia y densidad de depredadores (principalmente tiburones) en la zona.

Hasta la fecha, los efectos fisiopatoldgicos ocasionados por la pesca accidental se han evaluado tanto
en condiciones de laboratorio como en investigaciones realizadas en campo en condiciones
controladas, pero también en el caso de capturas reales procedentes de pesca. Los principales estudios
sobre el impacto de las pesquerias sobre las tortugas marinas se han centrado fundamentalmente en
el estudio de gases en sangre, estudio del equilibrio acido-base y electrolitico, medidas de lactato y
enzimas tisulares, estudio de la respuesta endocrina, técnicas de diagndstico por imagen y estudios

anatomopatoldgicos en cadaveres (Parga et al., 2017).

B.3- TIPOS DE PESQUERIAS OBJETO DE ESTUDIO

A continuacién, se describe de forma detallada las dos artes de pesca, arrastre de fondo vy
trasmallo, que dan lugar de forma mayoritaria a la captura accidental de tortugas marinas en las que

se centra este trabajo.
A. Arrastre de fondo para la captura de peces y mariscos

La pesca de arrastre de fondo es una forma de pesca activa que se utiliza principalmente para
la captura de crustaceos y/o peces demersales. Las embarcaciones de arrastre de fondo estan
equipadas con un cono de red que acaba en un fondo ciego llamado copo y con un cuerpo principal al
que preceden un nimero variable de puertas (normalmente entre 2 y 4) que mantienen la boca de la
red abierta y pegada al fondo. Una relinga de plomos rueda por el fondo, mientras que otra con
flotadores empuja hacia arriba y permite que la boca de la red se mantenga abierta durante todo el
arrastre. Normalmente, el tamafio de malla de la red disminuye gradualmente desde la boca hasta el
copo. Aunque el funcionamiento general es esencialmente el mismo (Gerosa and Casale, 1999), se dan
multiples variaciones entre paises o incluso regiones, dependiendo también de la tipologia de las

embarcaciones, las especies objetivo y el tipo de fondo.



esTADO DEL ARTE [N

3
WA
OO Y
AENAAAN

‘11|‘
LA}

'\
LAY,
1 A0

Figura 8: Aparicion de una tortuga capturada accidentalmente en el interior del copo de una red de
arrastre en Italia.

Las tortugas marinas suelen interactuar con las redes de arrastre al forrajear o mientras descansan en
el fondo. En el norte de la cuenca mediterrdnea, las interacciones de arrastreros con tortugas marinas
son mucho mas comunes en los meses de invierno cuando bajan las temperaturas del agua (Casale,
2011; Casale et al., 2008). Esto probablemente se debe a que en estas circunstancias los animales
pasan mas tiempo descansando en el fondo reduciendo ademas su capacidad de respuesta ante la

presencia de una red de arrastre que se aproxima.

En el caso del arrastre de fondo, los principales factores descritos que podrian conducir a dafos y
muerte del animal incluyen el impacto fisico y dafio mecanico de la red y de las toneladas de pescado
capturado dentro del copo, los efectos fisioldgicos de la inmersién forzada (asfixia y posible aspiracién
de agua), el agotamiento y el dafio muscular como consecuencia del ejercicio fisico realizado para
intentar salir del aparejo (Harms et al., 2003; Phillips et al., 2015; Snoddy et al., 2009; Snoddy and
Southwood Williard, 2010).
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Las tortugas procedentes de arrastre pueden llegar con diferentes grados de afeccidon desde mostrarse
aparentemente sanas sin ningun signo externo de enfermedad o lesidon hasta en estado comatoso o
ya clinicamente muertas. El término comatoso se aplica a los animales que muestran un grado de
consciencia muy reducido y que se asume que mueren si no se aplica ningln tratamiento o protocolo
de reanimacion antes de ser liberadas de vuelta al mar (Council and Conservation, 1990). Los diferentes
procedimientos de trabajo y pardmetros operativos de los metieres, pueden influir de forma decisiva
en la tasa de mortalidad, incluida la duracién del lance, la profundidad de calado, la intensidad del
esfuerzo de pesca, la temperatura del agua, y la posibilidad de que se den capturas repetidas de un

mismo ejemplar (Gerosa and Casale, 1999).

De acuerdo con el National Research Council (Council and Conservation, 1990), antes de llevar a cabo
la aplicacion de medidas de mitigacién en la pesqueria de arrastre de camardn del sureste de los
Estados Unidos, en las que impusieron el uso de dispositivos de exclusion de tortugas (TEDs por sus
siglas en inglés), y limitaron los tiempos de faenado para aquellas embarcaciones que no dispusiesen
de los mismos, se estimé que esta pesqueria causé mas muertes de tortugas marinas en la zona, que
todas las demas actividades humanas combinadas, por lo que, a priori seria una de los artes de pesca

mds daiinas y con mayor impacto para las poblaciones de tortugas marinas.
B. Redes de enmalle o trasmallo

Las redes de trasmallo constan de uno o varios pafos de malla rectangular grande que se
disponen de forma vertical gracias a los flotadores en la linea superior y los contrapesos en la linea de
fondo que los fijan a él, a media-agua o cerca de la superficie. Normalmente los peces quedan
atrapados por los opérculos al tratar de nadar a través de los filamentos de la red (de ahi su nombre
en inglés: “gillnets”), que normalmente puede ser simple, de doble o de triple pared atendiendo al
numero de pafos. El tamafo, numero de pafios y forma de la malla viene definido generalmente por

la especie objetivo (Parga et al., 2017).

Se pueden llegar a combinar varios tipos de redes en un mismo aparejo. Estas redes se colocan
normalmente alineadas en gran niUmero, aunque a veces se pueden calar individualmente (Mathiesen,
2015). A pesar de la variabilidad existente, pueden establecerse dos grandes tipos de redes de
trasmallo en todo el mundo. Por un lado, las redes de enmalle pelagicas que se centran generalmente
en la pesca del pez espada, y que causan gran cantidad de capturas accidentales de tiburones y delfines

siendo estas muy poco selectivas (Parga et al., 2017). Y por otro, las redes de trasmallo costeras que
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normalmente se utilizan para capturar peces de menor tamafo cerca de costa y que son las mas
frecuentes en las pesquerias de la Comunidad Valenciana (Gerosa and Casale, 1999). Sin embargo, en
las pesquerias costeras se utilizan también redes de enmalle de malla grande (> 12 cm longitud de
malla) las cuales, son mads propensas a enredar tortugas marinas por sus extremidades y cabeza que
las redes con menor luz de malla donde normalmente los animales “rebotan” (Parga et al., 2017).
Gerosa y Casale (1999) ya seiialaron la dificultad para clasificar este tipo de arte de pesca mas costera
debido a la gran cantidad de variaciones y modificaciones adaptadas a los usos locales y tradicionales

de las diferentes regiones.

Aunque a diferencia del arrastre el arte de trasmallo se considera un método de captura pasivo (ya
que los animales se enmallan cuando estan nadando libremente), las zonas de fijacién en redes de
trasmallo de fondo, producen a menudo embolsamientos que aumentan las probabilidades de
enmallamiento tanto de especies objetivo como no objetivo (Gilman et al., 2010). Asi mismo, es posible
también que la presencia de peces o invertebrados capturados en la red pueda servir de reclamo o

atrayente provocando un efecto llamada en las tortugas y aumentando asi la probabilidad de

enmallamiento accidental.

Figura 9: Ejemplares de tortuga boba capturados mediante arrastre y trasmallo y traidas a puerto
para su entrega al servicio veterinario del Oceanogrdfic.
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Cabe destacar que en 1991 la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) prohibio el uso a gran escala
de redes de enmalle de deriva de mas de 2,5 kildmetros de largo en alta mar debido al gran potencial
de capturas no selectivas que se producen cuando se descartan o se pierden este tipo de redes. Al no
ser biodegradables, quedan flotando libremente (redes fantasmas), haciendo de la pesca fantasma un
problema particularmente grave y persistente. De ahi que actualmente se traten de aunar esfuerzos

para minimizar su uso o restringirlo al maximo (FAO 2001-2016).

Entre los efectos negativos del enmallamiento en las tortugas marinas en las redes de trasmallo no
solo esta el ahogamiento como consecuencia directa de la imposibilidad de salir a la superficie para
respirar. El enmalle con lineas de pesca, redes, palangres y la basura marina (procedente o no de restos
de artes de pesca), con mucha frecuencia afecta a las extremidades o incluso el cuello de las tortugas,
produciendo lesiones por isquemia debido al estrangulamiento. Es por ello por lo que las tortugas
enmalladas se encuentran en muchos casos varadas o flotando a la deriva en el mar abierto. La
severidad de las lesiones y el prondstico generalmente dependen del tiempo transcurrido desde el
enmalle, la zona afectada por el estrangulamiento (si el cuello estd comprometido el prondstico es
bastante peor) y el grado de isquemia inducido por interrupcion del flujo sanguineo en la zona. En
algunos casos se ve afectada mas de un drea anatdmica llegando a aparecer animales con varias aletas
amputadas por un mismo resto de linea o malla. El grado de compromiso tisular abarca una amplia
gama de dafios, incluyendo desde la inflamacién de las extremidades (que puede ir de leve a severa),
la necrosis de los tejidos isquémicos de las aletas, o en los casos mas severos la desaparicién de los
tejidos blandos quedando expuestos Unicamente los restos 6seos desvitalizados de las extremidades

que finalmente también se acaban perdiendo (Parga et al., 2017).
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C—LA INMERSION FORZADA

Como base al desarrollo y descripcion que iremos haciendo a lo largo de este trabajo sobre la
nueva enfermedad descrita, se aporta a continuacién un resumen sobre los principales aspectos y

efectos conocidos hasta el momento de la inmersion forzada.

C.1- FISIOPATOLOGIA

La consecuencia directa para muchas tortugas marinas que permanecen sumergidas
forzosamente por cualquier tipo de aparejo o pesqueria sin poder salir a respirar, es la asfixia por
ahogamiento (restriccidn respiratoria con o sin aspiracion de agua de mar). El ahogamiento se define
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como "el proceso de sufrir dificultades respiratorias
como consecuencia de la inmersion en un liquido" (van Beeck et al., 2005). Las directrices actuales de
la OMS recomiendan que los resultados del ahogamiento se clasifiquen como: con resultado de
muerte, con morbilidad (patologia asociada) y sin morbilidad, con el consenso de que los términos

ahogamiento seco, activo, pasivo, silencioso y ahogamiento secundario dejen de utilizarse.

En tortugas, asociados al ahogamiento, pueden ocurrir varias alteraciones fisiolégicas que lleven a
diferentes procesos de morbilidad y/o a la muerte. Entre estos procesos que generalmente se
combinan agravando el prondstico se incluirian: asfixia, hipoxia, alteracién de los gases sanguineos y
del equilibrio acido-base, elevacién del lactato, desequilibrio electrolitico y miopatia de esfuerzo
asociada a los intentos de fuga durante la inmersiéon (Harms et al., 2003; Phillips et al., 2015; Snoddy
et al., 2009; Snoddy and Southwood Williard, 2010). Aunque no se ha podido describir adecuadamente
en tortugas marinas, los cambios observados en la concentracion de oxigeno arterial, la liberacidn de
catecolaminas y el desequilibrio acido-base producen alteraciones significativas en la funcién cardiaca
en el ser humano (Lunetta and Modell, 2005). Ademas, la hiperpotasemia que se reporta en los casos
de inmersién forzada y miopatia de esfuerzo en tortugas marinas (Phillips et al., 2015; Stabenau and
Vietti, 2003), muy probablemente también pueda contribuir a la aparicidn de arritmias cardiacas y la
parada cardiorrespiratoria. En los casos en los que el ahogamiento se asocia a la aspiracidon de agua
de mar, la condicién se agrava mucho ya que, debido a la elevada osmolaridad, el desplazamiento de
liqguido desde el compartimento vascular a través de la pared del alveolo hacia su luz se ve favorecido.
Esto se traduce en una hipovolemia y hemoconcentracidn con un aumento en la concentracion de

sodio sérico, cloruro y magnesio. La llegada de agua salada a los alvéolos pulmonares también induce
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dafios en la membrana basal, la dilucidn del surfactante y reduce la complianza pulmonar (Giammona
and Modell, 1967). El edema pulmonar impide el intercambio normal de gases a nivel del alveolar, lo
cual conduce a un shunt intrapulmonar y un desajuste entre ventilacién/perfusién (Modell et al., 1974;

Modell et al., 1967).

Se considera que la morbilidad o mortalidad por ahogamiento puede sobrevenir al sumergir
forzosamente las tortugas durante periodos de tiempo mayores al promedio de sus tiempos de
inmersion fisioldgica (Lutcavage and Lutz, 1997). Las tortugas marinas muestran un amplio rango de
tiempos mdéximos de inmersion voluntaria, generalmente acotados entre 2 y 5 horas (Byles, 1988),
llegando hasta las 7 horas de buceo fisioldgico durante el invierno (Hochscheid et al., 2005). Las
inmersiones voluntarias en tortugas marinas son mas prolongadas cuanto mayor es la tortuga (en
cuanto a edad y tamafio) y cuanto menor es la temperatura del agua (Lutcavage and Lutz, 1997).
Ademas, no parece haber una asociacidn directa entre la profundidad y la duracion maxima de la
inmersidn. Hay que tener en cuenta que aunque los maximos intervalos de buceo fisioldgico puedan
ser mas largos que el tiempo de calado promedio del aparejo establecido en algunos de los métodos
de pesca, las tortugas que permanecen sumergidas por la fuerza experimentan respuestas fisiolégicas

marcadamente diferentes a las de un buceo normal (Lutcavage and Lutz, 1997; Stabenau et al., 1991).

Durante el buceo fisiolégico, el pH de la sangre permanece casi constante, aumenta ligeramente la
presion arteriovenosa de CO, y la presion de O, disminuye, sin embargo, las tortugas siempre
permanecen dentro de los limites del buceo aerébico presentando ademas una gran tolerancia a la
hipoxia (Lutcavage and Lutz, 1997; Lutcavage and Lutz, 1991; Lutz et al., 1980). El limite aerdbico de
buceo (ADL, por sus siglas en inglés), se define como la duracién méaxima de buceo aerdbico antes de
gue se empiecen a elevar los niveles de lactato en sangre como consecuencia del agotamiento de las
reservas de O, (Butler, 2006). En el caso de la inmersién forzada, se produce una reduccién de la
frecuencia cardiaca y se activa el metabolismo anaerdbico observandose una disminucién del pH
sanguineo (acidosis) y pO2 (hipoxia) y un aumento de la pCO; arterial (hipercapnia), del lactato, del
potasio, del sodio, de la osmolalidad y de la norepinefrina (Lutz and Bentley, 1985a; Stabenau and
Vietti, 2003). Durante el atrapamiento en el aparejo de pesca, a los efectos perjudiciales de la hipoxia
asociada a la asfixia, hay que sumarle los efectos de un esfuerzo muscular muy intenso durante los
intentos de liberacién del animal. Haciendo estimaciones en base a algunas mediciones sobre el
consumo de oxigeno y en base al total de las reservas de oxigeno, se calculan unos limites de buceo

aerodbico (cADL o ADL calculada) de 33 y 70 minutos para una tortuga boba de 20 kg (Lutz and Bentley,
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1985b) y para un adulto laud (Lutcavage et al., 1992) respectivamente. Cuando el oxigeno se consume
rapidamente durante el ejercicio y no se repone, el equilibrio acido-base es modificado por el impacto
de la glucolisis anaerobia, conduciendo en algunos casos a niveles letales de hipoxia y acidosis
(Lutcavage and Lutz, 1997). Asi, la tolerancia a la inmersidon forzada dependerda no sélo del
almacenamiento de oxigeno corporal total, sino que también se vera afectada por factores intrinsecos
y extrinsecos, como la tasa metabdlica, el tamaiio, la actividad hormonal, el estado fisioldgico, la dieta
y la temperatura del agua (Lutcavage and Lutz, 1991; Stabenau et al., 1991). Sasso y Epperly (Sasso and
Epperly, 2006) observaron en sus estudios una mayor tasa de mortalidad de las tortugas capturadas
por arrastre en invierno comparado con el verano. Sugirieron que, mientras que la demanda de
oxigeno puede ser superior a temperaturas mas calidas y las inmersiones voluntarias son mas
prolongadas a menor temperatura (Lutcavage and Lutz, 1997), quizd el estrés de las bajas
temperaturas en poiquilotermos pueda provocar una reduccion en la tolerancia a la inmersidn forzada.
Por otro lado, en este estudio de arrastre se establece que la variacion de profundidad por temporada

y estacidn del afio también podria tener un cierto efecto sobre la viabilidad final de los individuos.

Esta descrito que inicialmente las tortugas en inmersion forzada se debaten enérgicamente pero luego
pasan a tener largos periodos de quiescencia interrumpidos por rafagas de corta actividad (Lutz and
Bentley, 1985b). En este estudio se estimd que necesitaban de hasta 24 h después de una inmersidn
de 90 min para normalizar gases en sangre y reducir a niveles normales las concentraciones de lactato.
Con inmersiones repetidas de 7,5 min a intervalos de 10 o 24 min entre inmersiones simulando una
interaccion en una red de arrastre con TED (siglas en inglés de “dispositivo de exclusién de tortugas”),
las tortugas requirieron de casi 3 horas de para su recuperacion completa. Por su parte, los niveles
plasmaticos de sodio, potasio y norepinefrina asi como la osmolaridad aumentaron tras cada inmersidn
(Stabenau and Vietti, 2003). Por otro lado, animales sometidos a 30 minutos de arrastre (sin TEDs) en
condiciones experimentales, sufrieron una marcada acidosis con un pH (corregido en base a
temperatura) por debajo de 7.0 en algunos casos y niveles de lactato de hasta 20 mmol/L (Harms et
al., 2003). Tras 30 minutos en superficie sobre la cubierta del barco se observé una recuperacién
sustancial de los niveles de acidosis a través de la compensacién respiratoria y las reservas de
bicarbonato, pero el lactato seguia siendo muy alto requiriendo mucho mds tiempo para su

normalizacion.

Uno de los hallazgos fisiopatoldgicos mas recientes asociados a la inmersidn forzada es la miopatia de

esfuerzo (o miopatia de captura). Esta fue diagnosticada por primera vez en una tortuga verde juvenil
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recuperada viva a partir de una red de trasmallo que permanecié sumergida toda la noche (Phillips et
al., 2015). El diagndstico se alcanzd en base a una combinacion de signos clinicos incluyendo el estado
acido-base, marcadas elevaciones del lactato plasmatico, elevaciones de las enzimas musculares y del
potasio y la presencia de necrosis aguda de las fibras musculares en los resultados de anatomia
patoldgica. Esta patologia has sido también detectada posteriormente en otros casos de captura
accidental (Parga et al., 2017). Dependiendo del grado de severidad, las tortugas afectadas pueden
llegar a morir horas después de la interaccidn siendo por tanto también esta una posible causa de

mortalidad retardada.

Hasta el momento, el ahogamiento ha sido considerado por regla general la principal consecuencia de
muerte tras la inmersién forzada en varios tipos de artes de pesca (Alessandro and Antonello, 2010;
Casale, 2011; Crowder et al., 1994; Gerosa and Casale, 1999; Henwood and Stuntz, 1987; Lutcavage
and Lutz, 1991; Poiner and Harris, 1996; Snoddy and Southwood Williard, 2010; Stabenau et al., 1991)

C.2- CUADRO CLINICO LESIONAL

Las tortugas marinas, tras las inmersiones forzadas muestran una amplia gama de efectos
clinicos que se agravan significativamente en caso de que se produzca aspiracién de agua de mar. El
cuadro clinico tras emerger a la superficie puede ir desde aquellas que no estan aparentemente
afectadas o incluso llegan a mostrar cierta hiperactividad, las que responden claramente a un estado
comatoso/estuporoso o las que emergen ya muertas (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Parga
et al., 2017). La aspiracién de tan sélo una pequenia cantidad de agua salada ya puede inducir cambios
fisiolégicos que exacerban el deterioro del metabolismo de intercambio de gases. Incluso después de
la reanimacidn, tras la aspiracion siempre se requiere de un estrecho control veterinario (Wyneken et
al., 2006). Algunas tortugas tras la inmersién forzada pueden llegar a sufrir un serio deterioro llegando
a un estado comatoso, perdiendo la sensibilidad al dolor profundo o incluso el reflejo corneal (Gilman
et al., 2009). En 1989, el NMFS sefialé en su informe del taller anual sobre la mortandad de tortugas
marinas asociada a pesquerias, la dificultad de evaluar la viabilidad de las tortugas en estado comatoso,
las cuales en muchos casos muestran una bradicardia severa y permanecen sin respiraciéon durante
periodos prolongados (Eckert et al., 1989). Por su parte, el US National Research Council (Council and
Conservation, 1990) recomendé incluir a esos animales dentro de las estimaciones de mortalidad

debido a la baja probabilidad de supervivencia si son devueltos al mar en esa condicion.
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Existen pocos cambios microscépicos o macroscdpicos exclusivos de este proceso en tortugas marinas
(Work and Balazs, 2002), aunque la presencia de agua o el sedimento en las vias respiratorias o
intrapulmonares si pueden llegar a considerarse como evidencia de diagndstico presuntivo como
consecuencia de la aspiracion durante la inmersion forzada, siendo esta observacidon mds frecuente en
pesquerias de arrastre bentdnico (Stacy et al., 2016). Sin embargo algunos estudios demuestran que
sélo un 32% de las tortugas ahogadas presentan patologia macroscdpica compatible con el
ahogamiento (Work and Balazs, 2002; Work and Balazs, 2010). Entre los signos descritos mas evidentes
se describen la imbibicion hemoglobinica de las vias respiratorias o los pulmones, presencia de espuma
o agua en latraquea o en los bronquios, atelectasia pulmonar regional y/o enfisema (Work and Balazs,
2002; Work and Balazs, 2010). Ademas de edema pulmonar, en el examen microscépico se pueden
encontrar hemorragias y zonas desprendidas del epitelio respiratorio columnar. Se ha sugerido que la
observacién de los cambios macroscdopicos en los pulmones o vias respiratorias de las tortugas marinas
pudieran no ser tan utiles para el diagndstico de ahogamiento como en seres humanos por presentar
un laringoespasmo fisioldgico durante el buceo resultando en una menor probabilidad de aspiracién

de agua de mar (Wolke and George, 1981; Work and Balazs, 2010).

Por otro lado, en animales que han aspirado agua de mar se pueden detectar aumentos extremos en
el sodio y cloro en el plasma/suero sanguineo y estos animales con frecuencia pueden ver su viabilidad
severamente comprometida tras la suelta (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Snoddy and

Southwood Williard, 2010).

C.3- DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

El examen externo del paciente, la anamnesis y la analitica sanguinea mostrando la alteracién
de algunos de los pardmetros previamente mencionados (y muy especialmente del lactato) serian
sugerentes para establecer un primer diagndstico de inmersidn forzada (Garcia-Parraga and Crespo-
Picazo, 2019; Lutz and Bentley, 1985a; Parga et al., 2017; Stabenau and Vietti, 2003). En animales que
llegan vivos procedentes de las capturas accidentales donde pueda haber sospecha de aspiracién de
agua, se puede hacer un diagnédstico presuntivo en base a signos clinicos como presencia de roncus en
la respiracién o la presencia de liquido espumoso saliendo por la boca y/o narinas especialmente si el
animal esta colocado con la cabeza ligeramente hacia abajo en un plano inclinado con un angulo de 45

a 90 grados (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).
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La salida de liquidos desde el aparato respiratorio puede ser aun mas evidente si nos ayudamos de la
intubacién endotraqueal. También es compatible con la aspiracién de agua, la imagen radioldgica
pulmonar de reticula o “en panal de abejas” (iError! No se encuentra el origen de la referencia.) e
specialmente evidente en proyeccidn dorso-ventral (DV) y en las secciones tomograficas del plumdn.

(Parga et al., 2017).

La presencia de estos signos clinicos en un contexto adecuado si se puede considerar sugerentes de
ahogamiento por inmersidn forzada pero su ausencia no excluye el ahogamiento. Hay que tener en
cuenta que estos hallazgos de espuma o liquido en vias respiratorias pueden ademas desaparecer post

mortem con los primeros signos de putrefaccion (Lunetta and Modell, 2005).

Figura 10: Imdgenes
tomogrdficas trasversales de 3
tortugas diferentes para la
evaluacion del campo
pulmonar. A. Animal sin
patologia pulmonar evidente.
B. Aspiracion moderada de
agua con incremento de la
intensidad a nivel trabecular en
algunas regiones del pulmoén
derecho. C. Animal con marcado
edema pulmonar e incremento
de la densidad del campo
pulmonar como consecuencia
de la aspiracion de agua marina
y edema asociado.
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Existen algunos protocolos y recomendaciones de aplicacién a bordo para la resucitacion de tortugas
comatosas o letargicas recuperadas del aparejo de pesca (Epperly et al., 2004; Stokes and Bergmann,
2019). Las tortugas se pueden colocar en un plano inclinado con la cabeza por debajo de la cola a unos
15 - 30 grados, reposando sobre su plastrdn, permitiendo que el posible liquido aspirado drene a través
de las vias respiratorias. Es importante mantener los animales a la sombra, a una temperatura similar
a la temperatura del agua, humedeciéndolas y supervisando periddicamente su capacidad de
respuesta y reflejos. Actualmente en ningln caso se recomienda voltear la tortuga sobre su caparazén
y presionar sobre su plastrén ya que puede causar dafios mayores. Sin embargo, la maniobra de
extender y comprimir ritmicamente las aletas delanteras dentro del caparazén en un movimiento
similar al de natacion si puede facilitar algo la circulacion y ventilacidn pasiva (Parga et al., 2017). En
USA, los barcos de pesca pueden mantener las tortugas a bordo hasta 24 h con el fin de proceder a su
resucitacién, periodo tras el cual se consideran resucitados o muertos de cara a su registro y pueden

ser devueltos al agua.

En el caso de que las tortugas capturadas accidentalmente se pudiesen llevar a un CR, se recomienda
la medida de electrolitos y gasometria con el fin de poder aplicar una fluidoterapia especifica, y en caso
necesario, incluyendo bicarbonato de sodio para compensar la acidosis severa. La aplicacion de
oxigeno puro mediante mascarilla, en un contenedor o a través de la intubacidn y ventilacion con ambu
o con ventilador automatico, puede mejorar la oxigenacion tisular y promover la compensacion
respiratoria de la acidosis. La estimulacidon del punto de acupuntura GV26 (en el philtrum nasal) con
una aguja hipodérmica puede contribuir al éxito de la resucitacion (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo,
2019). El tratamiento con antibidticos de amplio espectro es recomendable si se sospecha de
aspiracion de agua. Si el paciente estd suficientemente alerta y receptivo se beneficiard de poder estar
en el agua en vez de en seco, siempre que esté en una zona segura y controlada, con el fin de resolver

mas rapidamente la acidosis lactica (Hoopes et al., 2000).
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E—LAENFERMEDAD DESCOMPRESIVA

A titulo introductorio se ha considerado incluir en este apartado los aspectos mas relevantes sobre el

conocimiento actual de la enfermedad tanto en seres humanos como en otras especies animales.

E.1- DESCRIPCION Y ANTECEDENTES

La enfermedad descompresiva (también llamada DCS por sus siglas en inglés, enfermedad del
buzo, la enfermedad de Caisson o “the bends”) es un cuadro clinico-diagndstico que abarca una amplia
gama de manifestaciones relacionadas con la formacidn de burbujas de gas en el organismo como
consecuencia del fendmeno de sobresaturacién que acontece en los tejidos tras un fendmeno de
descompresion (Barratt et al., 2002; Francis and Mitchell, 2003). En medicina humana, las
manifestaciones clinicas van desde leves hasta la muerte, y frecuentemente implican sintomas
neuroldgicos y musculoesqueléticos que cursan con dolor (Francis and Simon, 2003; Vann et al., 2011),
entre otros dolor articular y de ahi su nombre en inglés “the bends” por el dolor que surge al mover
los miembros flexionando las extremidades. La gran cantidad de sintomas con los que cursa esta
enfermedad son causados directa o indirectamente por los dafios mecdnicos que inducen las burbujas
de gas al expandirse, el embolismo que lleva a la isquemia y falta de perfusion regional y los efectos
bioquimicos que ocasionan las burbujas intravasculares y extravasculares en los tejidos (Levett and
Millar, 2008; Vann et al., 2011). Los efectos directos incluyen la distorsion y pérdida de arquitectura
normal de los tejidos y obstrucciones vasculares, mientras que los efectos secundarios incluyen dafio
endotelial, agregacion plaquetaria, activacién de la cascada de la coagulacidn (conduciendo a una
coagulacién intravascular diseminada), activacién del complemento y del sistema inmunoldégico, fuga
capilar, extravasacion de plasma, y hemoconcentracidon (Francis and Mitchell, 2003; Levett and Millar,
2008; Mahon and Regis, 2014a; Vann et al., 2011). El diagnéstico definitivo de la DCS es complejo y
solo se confirma por el éxito en la respuesta al tratamiento de recompresidn en una cdmara hiperbarica

(Ferrigno and Lundgren, 2003).

El disbarismo se refiere a cualquier estado patoldgico resultante de la variacién en la presién ambiental.
En el caso de las especies acuaticas, estos cambios de presidon estdn generalmente asociados con
rapidos movimientos verticales a través de la columna de agua. Las complicaciones asociadas con los

cambios de presién en buceadores humanos son fundamentalmente: barotrauma, DCS, narcosis por
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nitrégeno, y sindrome nervioso de alta presién. De estas cuatro entidades patoldgicas, sélo la DCS y el

barotrauma se han descrito en especies acuaticas.

Por efecto de la Ley de Boyle, la presidén repercute sobre aquellos espacios y cavidades corporales
llenos de gas. Boyle afirma que en sistemas cerrados pero compresibles, la presion y el volumen del
gas son inversamente proporcionales. El barotrauma se refiere a las lesiones causadas por el efecto
que tiene la ley de Boyle en estos espacios causando la deformacidon mecanica y el trauma tisular
durante el ascenso (como consecuencia de la expansién del gas) o durante la bajada (a través de la

compresion de gas).

Por su parte, la Ley de Henry afirma que la cantidad de gas disuelto en un liquido es proporcional a la
presidon parcial del gas. Durante el descenso a profundidad, el aumento de presién produce un
aumento en la solubilidad de los gases dentro del cuerpo vy, la sangre y los tejidos, pueden absorber
mayores concentraciones de gas al estar comprimidos. A diferencia del O, y el CO,, el N, se comporta
como un gas inerte que no se metaboliza ni reacciona con los compuestos organicos, sino que
permanece disuelto e inactivo en el plasma y los tejidos. Durante el ascenso, cuando la tensidn del gas
disuelto excede la capacidad de solubilidad en la sangre o tejidos, se produce un fendmeno de
sobresaturacién y el gas puede salirse de la solucién (hacerse insoluble) y formar burbujas. En los
modelos de estudio con mamiferos terrestres, el riesgo de DCS se correlaciona con la profundidad
(presidn) de buceo, tiempo de buceo en profundidad (duracidn), tasa de ascenso (velocidad a la que
se reduccidn de presion), temperatura y variaciones alométricas en gasto cardiaco (Fahlman, 2017,

Gerth et al., 2007; Lillo et al., 2002; Mahon and Regis, 2014a).

Conceptualmente, es crucial diferenciar el EG y la DCS. El primero consiste en la presencia de burbujas
de gas en el interior de los vasos sanguineos, mientras que la DCS, por definicidn, son los casos
sintomaticos de EG asociados con una situacidon de descompresidn y que remiten ante la terapia de
recompresién. La red alveolo capilar del pulmén tiene cierta capacidad de actuar como filtro de
burbujas evitando que se produzca sintomatologia en los casos iniciales de embolismo (burbujas
silenciosas) (Butler and Katz, 1988). Si bien la relacion entre EG y DCS no es “directa” o “lineal” si que
se ha demostrado que a mayor grado de EG (también considerado como signo de estrés
descompresivo), hay una mayor probabilidad de desarrollar DCS (Gawthrope et al., 2015). El EG ha sido
documentado en cierta variedad de especies, pero hasta el momento no existia ningin informe
evidenciando la presencia de DCS en vertebrados marinos, siendo descrito por primera vez por nuestro

equipo en tortugas bobas (Garcia-Parraga et al., 2014).
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E.2- ENFERMEDAD DESCOMPRESIVA EN VERTEBRADOS BUCEADORES

El EG compatible con DCS en vertebrados buceadores fue descrito por primera vez en cetdceos
(Fernandez et al., 2005; Jepson et al., 2003). Estos trabajos fueron decisivos a la hora de poder llegar a
las conclusiones obtenidas en el presente estudio con tortugas, por lo que a continuacion se profundiza

en ellos.

En 2003 y posteriormente en 2005 se describieron por primera vez por el Prof. Fernandez y su equipo
de patdlogos de la ULPGC, lesiones sistémicas agudas de embolismo graso y gaseoso muy similares a
las observadas en humanos, asociadas al sindrome descompresivo en diferentes varamientos de zifios
en las Islas Canarias. Los varamientos que presentaban estas lesiones ademads coincidian en el espacio
y en el tiempo con la realizacién de maniobras militares que empleaban el uso de sonar antisubmarinos
en la zona (Fernandez et al., 2005; Jepson et al., 2003). Desde estos primeros estudios, se fueron
generando nuevos trabajos que aportaron una mayor evidencia cientifica sobre la posibilidad de
formacidn de burbujas de gas asociadas al buceo en mamiferos marinos. Inicialmente se incluyé
también la presencia de una posible osteonecrosis disbarica en cachalotes a principios de 2004 (Moore
and Early, 2004). Mas adelante se describid el EG en otros cetaceos varados muertos (Jepson et al.,
2005). A continuacidn, se describid el EG (probablemente peri o post mortem) asociado a la captura
accidental de cetdceos y pinnipedos (Bernaldo de Quirds et al., 2012; Bernaldo de Quirés et al., 2018;
Moore et al., 2009). Posteriormente se describieron los primeros casos de EG en algunos cetaceos
varados vivos (Dennison et al., 2012). Por ultimo y mas recientemente, también se han llegado a
describir casos de EG compatible con DCS en cetaceos varados presumiblemente por causas naturales
(Fernandez et al., 2017). Todos estos estudios evidenciaban de alguna manera la posibilidad de que, al
menos los mamiferos marinos, pudiesen llegar a descomprimirse ante determinadas circunstancias

acontecidas durante el buceo, no estando por tanto totalmente protegidos ante esta enfermedad.

Sin embargo, aunque ya los primeros hallazgos realizados hace ya mds de 15 afios pusieron en tela de
juicio nuestra comprension de la fisiologia del buceo en vertebrados buceadores, no se pudieron
obtener datos clinicos confirmatorios basados en un diagndstico y tratamiento “in vivo” de la DCS
debido a la complejidad del trabajo con los mamiferos marinos. Por definicidn, la DCS es una entidad
clinica que se diagnostica por la presencia de una serie de sintomas o lesiones que acontecen asociados
a un fendmeno descompresivo y que remiten clinicamente con la recompresion (tratamiento
hiperbarico). La principal limitacion al diagndstico confirmatorio por respuesta al tratamiento es que

este tipo de terapia es practicamente inviable de aplicar en mamiferos marinos si se plantea como la
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Unica via para poder confirmar la presencia de esta enfermedad en estos animales. Las tortugas
marinas en este sentido, siendo mas resistentes a la enfermedad y sobre todo mucho mas faciles de

manejar y tratar, abririan una nueva puerta para su investigacién.

E.3— EL COLAPSO ALVEOLAR PASIVO COMO PRINCIPAL MECANISMO PROTECTOR
FRENTE A LA DCS

Fue inicialmente Scholander (Scholander, 1940) quien propuso que la compresidon pasiva
diferencial del alvéolo de los vertebrados buceadores (con una elevada complianza) asociada a la rigidez
de las vias respiratorias reforzadas en cartilago tendria como resultado del buceo el cese del intercambio
gaseoso, impidiendo la absorcidn de nitrégeno y reduciendo el riesgo de EG y DCS asociada. Hasta
hace poco, este modelo de colapso alveolar por compresién pulmonar ha sido la principal hipdtesis de
trabajo en referencia a cdmo mamiferos marinos y tortugas evitarian la excesiva absorcidon de
nitrégeno y las complicaciones tipicas asociadas al buceo, incluyendo la DCS y la narcosis por nitrégeno.
Sin embargo, esta teoria no explicaria cdbmo prevenir la excesiva absorcion de nitrégeno durante las

inmersiones mas superficiales donde no se alcanza el colapso alveolar completo.

Uno de los mecanismos alternativos implicaria cambios en el gasto cardiaco (Q) el cual generaria
alteraciones en el intercambio de nitrégeno (Ponganis et al., 1999). De hecho, los estudios en base a
modelos tedricos coinciden en que la variacién en el flujo sanguineo y la distribucion de la perfusién
tendria un efecto marcado en los niveles de nitrégeno en sangre y tejidos (Fahlman et al., 2006;

Fahlman et al., 2007; Hooker et al., 2009).

La profundidad efectiva de colapso alveolar esta afectada por las propiedades estructurales del sistema
respiratorio, y la relacion entre el espacio muerto de la via respiratoria y el volumen alveolar y por
consiguiente el volumen total pulmonar durante el buceo (Bostrom et al., 2008; Fahlman et al., 2009;
Scholander, 1940). Las especies buceadoras de profundidad cuentan con un volumen pulmonar
relativamente menor en proporcién a su tamafio corporal cuando se comparan con especies de buceo
superficial. Se cree que estas caracteristicas tratan de reducir la absorcién de nitrégeno y el riesgo de
EG (Kooyman, 1973; Kooyman, 1989). La profundidad de la inspiracidn voluntaria inicial previa al buceo
podria ajustar el volumen pulmonar de oxigeno almacenado en el compartimento pulmonar pero también
minimizar la absorcion de nitrégeno y por lo tanto el riesgo de EG (Fahlman et al., 2009; Hooker et al.,

2005; McDonald and Ponganis, 2012). La variacién individual en tales ajustes implicaria diferencias
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importantes en la profundidad de colapso alveolary, por lo tanto, en el riesgo potencial de sufrir DCS

en caso de modificacion del comportamiento (Fahlman et al., 2017b).

El grado de shunt pulmonar, probablemente aumenta con la profundidad a través de la compresién del
pulmdén como se ha demostrado experimentalmente (Kooyman and Sinnett, 1982) y se ha predicho en
base a modelos tedricos (Bostrom et al., 2008; Fahlman et al., 2009; Fahlman et al., 2006). Los estudios de
modelizacidon han demostrado cémo las estimaciones tedricas pueden aportar ideas Utiles en sistemas
fisiolégicos complejos, donde la variabilidad de ciertos resultados obtenidos en diferentes estudios puede
explicarse sobre la base de una Unica teoria que los unifica (Falke et al., 1985; Hodanbosi et al., 2016;
Hooker and Fahlman, 2015; Kooyman et al., 1972; McDonald and Ponganis, 2012; Ridgway and Howard,
1979; Ridgway et al., 1969; Scholander, 1940). Sin embargo, es importante tener en cuenta que los
resultados de estos constructos tedricos, tales como la estimacién de la disolucién y distribucién de
gases en sangre y en los tejidos durante el buceo, estan muy limitados por la escasa disponibilidad de
informacidn bdsica fiable sobre los diferentes pardmetros cardiorrespiratorios en las diferentes

especies.

En mamiferos marinos, la presencia de EG en ejemplares capturados accidentalmente en redes de
pesca en profundidad se han considerado una prueba fehaciente de la presencia de una
sobresaturacién de nitrégeno en sangre durante el buceo (Moore et al., 2009), similares a los
resultados observados por Kooyman en su cdmara de presion hace casi 50 afios (Kooyman, 1973;
Kooyman et al., 1972). Sin embargo, a lo largo de este trabajo veremos que al menos en las tortugas,
la situacién de enmallamiento en los artes de pesca no necesariamente reflejan lo que ocurre durante
el buceo fisioldgico rutinario. Veremos como las tortugas marinas pescadas accidentalmente pueden
mostrar signos de DCS después del atrapamiento incluso a menores profundidades, durante tiempos
mas cortos de inmersidn y con tasas de ascenso mas lentas que los limites normales que pueden tener

lugar durante las inmersiones naturales (Byles, 1988; Hochscheid et al., 2005).

En base al conocimiento actual, los modelos tedricos complejos de compresion todavia son incapaces de
explicar cémo los mamiferos marinos y por ende muchos otros vertebrados buceadores, evitan la DCS
suponiendo que la compresidn pasiva del sistema respiratorio mediada por la presion hidrostatica sea el
principal mecanismo para lograr el colapso alveolar completo y por tanto el cese del intercambio gaseoso
a nivel pulmonar (Hooker et al., 2009; Zimmer and Tyack, 2007). Las tensiones de nitrégeno estimadas
al final de las secuencias de inmersién en diferentes especies de vertebrados marinos en base a los

modelos actuales sugieren que la probabilidad de sufrir lesiones graves asociadas a DCS seria del 50% o
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mas (Figura 11) (Hooker et al., 2009). Asi, y en base a estos modelos podriamos suponer que existen
adaptaciones durante el buceo fisioldgico que aun desconocemos y muy probablemente mecanismos
encaminados a reducir la captacidon de nitrégeno en sangre impidiendo alcanzar los niveles de

nitrégeno que se estimarian en sangre y tejidos en base a los modelos actuales.
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Figura 11: Grafico donde se representa el logaritmo del peso metabdlico promedio de las diferentes
especies (logMb)(kg) frente al logaritmo del valor medio de la presién venosa de nitrégeno (PvN;)
que causa sindrome descompresivo severo en el 50% de los pacientes tras una rdpida
descompresion (logeD50). En el modelo se incluyen un amplio rango de especies tanto terrestres
como buceadoras en base a datos experimentales y modelos matemadticos. La linea recta indica el
mejor ajuste para la mayoria de las especies enfrentando el logeD50 al logMb. Notese como PvN,
al final del buceo para el caso de los mamiferos marinos (representados en color gris) se encuentra
muy por encima de la linea que marca la ED50 segun el modelo predictivo de colapso alveolar por
compresion hidrostadtica, lo que indicaria que deben existir mecanismos alternativos para
minimizar la absorcién de nitrégeno. Fuente: (Hooker et al., 2009)
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Gracias al presente trabajo realizado con las tortugas y sobre la base de diversos estudios en mamiferos
marinos recogidos en la bibliografia, recientemente se propuso desde nuestro equipo de investigacién
una nueva alternativa sobre cémo los cetaceos y otros vertebrados buceadores podrian evitar la DCS
haciendo un shunt pulmonar funcional a través de la alteracion de la ventilacion (V) y la perfusion (Q)
alveolar, pero facilitando un cierto intercambio selectivo de gases (principalmente O, y CO3) durante
el buceo (Garcia-Parraga et al., 2018b). Este mecanismo puede de hecho ayudar a explicar cdmo las
perturbaciones generadas por eventos estresantes en animales buceadores podrian causar el fallo de

estos mecanismos, dando lugar a EG e incluso DCS.

Figura 12: Anatomia de los esfinteres de las arterias pulmonares en tortugas marinas. Mitad
proximal de la porcion extrapulmonar de las arterias tras su salida del tronco pulmonar. La porcién
mads distal se encuentra a la izquierda de la imagen mientras que la porcion proximal estd a la
derecha. A. Seccion longitudinal del vaso mostrando el engrosamiento de su pared en la
aproximacion al tercio medio de la region extrapulmonar. Cerca de la base del corazon la arteria es
mucho mas fina y eldstica (flechas blancas) que en su porcién mads distal donde la pared muscular
es mucho mds gruesa y el endotelio forma pliegues marcados. B. En la seccion transversal del vaso
fijado con formol podemos observar como en la region mds distal se produce una oclusion total de
la luz vascular como consecuencia de la retraccion de la musculatura lisa.
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Tratando de elucidar el mecanismo fisiopatoldogico de la descompresidon en estos animales, se
investigaron también las caracteristicas anatémicas y funcionales de la vasculatura arterial pulmonar
(y muy especialmente de los esfinteres de las arterias pulmonares), asi como del parénquima pulmonar
que podria aclarar la fisiopatologia de EG en las tortugas marinas, siendo este estudio el objeto de otro

trabajo de Tesis y de una publicacidn cientifica (Garcia-Parraga et al., 2018a).

Los resultados con tortugas y los del trabajo en curso sobre la funcién pulmonar de mamiferos marinos,
han dado lugar, como complemento de esta tesis, a una nueva hipdtesis que comentaremos en la
discusion final. Esta teoria, creemos que podria explicar cdmo los mamiferos marinos y las tortugas
consiguen gestionar los diferentes gases durante el buceo, y cdmo el fracaso de estos mecanismos (ya
sea por causas antropogénicas o por ciertas perturbaciones naturales) podrian alterar el intercambio

de gases y aumentar el riesgo de DCS.
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V- CAPITULO 1: EVIDENCIAS PARA EL
DESCUBRIMIENTO DE LA
ENFERMEDAD DESCOMPRESIVA
EN TORTUGAS MARINAS

| — INTRODUCCION

El presente capitulo se centra en el descubrimiento de la DCS en tortugas marinas aportando
las evidencias sobre la existencia de esta. Este hallazgo inicialmente tiene lugar de forma
practicamente fortuita en un contexto de estudio en profundidad de los casos admitidos con el fin de
mejorar la atencidn clinica asistencial por parte del equipo veterinario del Oceanografic. Nuestro
objetivo siempre ha sido el de maximizar el éxito de recuperacién de las tortugas marinas entregadas

por los pescadores al CR.

La descripcién de la DCS se hizo inicialmente a partir de los primeros 67 ingresos acontecidos
entre enero de 2011 y enero de 2014 en nuestro CR. Las evidencias se fueron consolidando a lo largo
de 10 aios de estudio hasta llegar a un total de 252 casos de embolismo de un total de 435 ingresos
hasta finales del 2020, todos ellos capturados accidentalmente por arrastreros y trasmalleros en aguas
de la Comunidad Valenciana y atendidos o necropsiados por el equipo de veterinarios del Oceanografic.
El estudio de los nuevos casos tras la descripcion inicial permitié mejorar la capacidad diagnédstica y
terapéutica, asi como conocer mejor el impacto de la enfermedad sobre los animales, aspectos que se

irdn abordando en los siguientes capitulos.
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Il — MATERIALES Y METODOS

A—ADQUISICION DE LOS ANIMALES

Los 67 animales incluidos en este estudio inicial que permitié el descubrimiento y descripcidn
de la enfermedad fueron entregados por pescadores en nuestro CR tras su captura accidental a lo largo
de un periodo de 3 anos entre el 1 de enero de 2011y el 2 de enero de 2014. En 2011 particularmente,
se inicid una campafia activa para promover la participacion de los pescadores de la costa valenciana
con el fin de que entregasen todos los ejemplares (vivos y muertos) de tortugas capturadas
accidentalmente por las redes de enmalle y de arrastre con el fin de que todos los animales pudieran
ser evaluados clinicamente antes de su devolucion al mar. Hasta 2014 se recibieron un total de 67
tortugas bobas capturadas accidentalmente por arrastre y trasmallo de las diferentes cofradias
ubicadas en las 3 provincias de la comunidad auténoma. En el siguiente cuadro resumen se incluyen

los animales que formaron parte de este primer estudio:

Rango
Origen Profundidad
(m)

Pesqueria Numero

Rango de Estado al

de Origen ejemplares temperatura (2C) ingreso

| 0 Alicante/ 4 Valencia / | | | | 11 Vivas /
Trasmallo 18 14 Castellén 25-61 10,5-50 13,4-24,5 7 Muertas

4 Alicante/ 14 Valencia/ 45 Vivas /
Arrastre 49 31 Castellon 28-74 25-75 13,6-25 4 Muertas

Las 56 tortugas que llegaron vivas al CR se sometieron a un examen clinico completo. En el caso de los
cadaveres (11 muertos al ingreso y 6 durante el proceso de recuperacidn) los animales se sometieron
a una necropsia ordenada, sistematica y completa y a una toma de muestras para un posterior estudio

histopatoldgico de los érganos y tejidos.

Adicionalmente en todos los casos se registré la fecha de captura y cuando fue posible los pardmetros
ambientales reportados por el pescador incluyendo tanto la profundidad de calado del aparejo como
los tiempos de arrastre o calado del trasmallo. De forma complementaria como una variable ambiental

adicional se registré para cada animal entregado la temperatura diaria de la superficie del mar en el
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puerto de origen de los barcos pesqueros de acuerdo con SeaTemperature (www.seatemperature.org;

visitada el 1 de diciembre de 2020).

Por ultimo, se registraron en cada entrega las observaciones de los pescadores relacionadas con la
situacién y el comportamiento de las tortugas a bordo inmediatamente tras la captura y su evolucion

en el tiempo hasta su entrega.

B— DIAGNOSTICO CLiNICO

Todas las tortugas capturadas vivas fueron examinadas en las primeras 24 h tras haber salido
a superficie (media de 12h desde la hora reportada de captura). Esto se debe a que muchos de los
ejemplares fueron capturados de madrugada y el barco se mantenia faenando varias horas mas con la
tortuga a bordo para posteriormente retornar a puerto. En ese momento en cuanto el pescador
recobraba cobertura mavil al acercarse a costa, daba el aviso al 112 y este a la Universidad de Valencia
gue se encargaba de activar el protocolo de recogida. Finalmente, el personal del Oceanogréfic o del
Servicio de Vida Silvestre de la Conselleria de Agricultura y Medio Ambiente se desplazaba a recoger
al ejemplar y traerlo de vuelta por carretera al hospital veterinario del acuario donde el animal era

atendido de inmediato por el equipo del Oceanografic.

La evaluacion clinica rutinaria llevada a cabo incluia un examen fisico y neurolégico completo segun lo
descrito en el trabajo de Chrisman et al. (1997) donde se evaluaba el estado general de
consciencia/actividad, postura de la cabeza, respuesta de mordida, reflejo palpebral, reflejo retractor
del cuello y aletas, sensibilidad al dolor superficial en aletas y reflejo cloacal. Asimismo, se incluian de
imagen mediante radiografia y ecografia y, en algunos casos, estudios de hematologia y bioquimica
completas. En algunos casos mas relevantes, se incluyeron ademads estudios complementarios
pormenorizados mediante tomografia computerizada con el fin de mapear y cuantificar mejor el grado

de embolismo.

Las muestras de sangre se tomaron de forma rutinaria del seno cervical dorsal con una jeringa de 5 ml
y aguja hipodérmica de 21G y 40 mm (Henry-Schein®) siendo posteriormente transferidas a tubos de
2ml (Aquisel®) de heparina de litio para su analisis/procesado inmediato. El tiempo maximo

transcurrido desde la extraccion hasta el analisis fue de 1 h.

La analitica incluyé hematologia automatizada con un hemocitometro Abbott Celldyn 3700SL

(Abbott®) o Sysmex XN-100 (Sysmex®), hematocrito manual estandar en microcentrifuga,
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determinacidn y estudio citoldgico incluyendo conteo diferencial manual y un panel de bioquimica

incluyendo electrélitos utilizando un autoanalizador Olympus AU400 (Olympus®).
Los estudios de diagndstico por imagen incluyeron los siguientes equipos:

e laevaluacion radiografica simple se llevd a cabo con un Philips Practix 400 (unidad de Philips®
Medical Systems) y un Kodak Direct View Classic (Sistema CR de Carestream Health®) con
Casetes de Kodak de 35 x 43 cm (Kodak PQ) y pantalla fosforescente de almacenamiento
ordinario y de 100 micrones (Carestream Health). Todos los ejemplares fueron radiografiados
con fines diagndsticos en las proyecciones dorso-ventral (DV), craneo-caudal (CC), y latero-
lateral (LL). Las distancias focales para el disparo de las placas variaron entre 1y 1,5 m,
utilizando un promedio en los valores de exposiciéon entre 75 y 120 kV y 7,2 a 20 mAs
dependiendo del tamafio del animal y la proyeccién. Las imagenes digitales fueron procesadas
posteriormente con el Software de Adquisicién de Kodak (Onyx-RAD Visor de Diagndstico) para
mejorar la visualizacidn y la interpretacién de las imagenes. Algunos ejemplares muertos
fueron también radiografiados de forma previa a la realizacion de la necropsia con el fin de

poder mapear y cuantificar la presencia intravascular de gas.

e Para el examen ecografico general se utilizé un equipo comercial General Electric Logiq E Vet,
incluyendo sonda lineal de alta resolucién, sonda convex y sonda microconvex (Modelos 12LRS

GE, 3S GE, y 8CRS GE respectivamente).

e 11 individuos seleccionados con signos compatibles con DCS (4 de trasmallo y 7 de arrastre)
fueron ademas examinados por tomografia computerizada (TC) utilizando una unidad Toshiba
Aquilion 16 CT (Toshiba Medical System). Los parametros de adquisicién a lo largo de la
exploracién de todo el cuerpo de la tortuga fueron de 5 mm de espesor de corte y el intervalo
de cortes de 5 mm, con 0,5 mm de adquisicion retro-recon en virtud de algoritmos pulmonares
y mediastinales. Las imagenes fueron post-procesadas con Osirix software versién 3.3.1
(Pixmeo) y algunas también con Philips Brilliance CT — Working Space software (Koninklijke
Philips). Con el programa Philips Brilliance CT, en algunos casos se procedid a segmentar el aire
y recrear reconstrucciones volumétricas 3D del volumen de aire en vasos y tejidos (volume
rendering) permitiendo ademads su cuantificacion de gas intravascular en algunos ejemplares

de interés.
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A su llegada al CR, en base a la cantidad y distribucidn de gas intravascular y en tejidos detectado por
las técnicas de diagndstico por imagen en animales vivos o durante la necropsia, los casos de EG se

categorizaron en 3 grupos:

1. Embolialeve: cuando sdlo se detectd una pequefia cantidad de gas en la regién del rindn mediante
ecografia y la proyeccion radiogréfica LL. En algunos casos, el gas fue minimamente detectable

también en proyeccion DV, pero generalmente pasé desapercibido.

2. Embolia moderada: cuando se detecté un mayor volumen de gas en la region del rifidn, siendo
éste muy evidente tanto en ecografia como en radiografia LL, pero también en proyeccién DV. En
esta Ultima proyeccién también se evidencié el EG (mediante la presencia de angiogramas) en
otros vasos de menor calibre ubicados en la periferia del celoma o del higado. Mediante ecografia,
también se observaron algunas burbujas de gas libre en el lumen de los grandes vasos, en el

parénquimay vasculatura renal y en las cdmaras cardiacas (muy especialmente en el atrio derecho).

3. Emboliasevera: la presencia de gas fue muy evidente en radiografias DV a nivel del rifidn, el higado,
los grandes vasos sistémicos, e incluso en las propias camaras cardiacas. Las imagenes ecograficas
renales y cardiacas generalmente se vieron impedidas por la enorme cantidad de gas infiltrado en
los tejidos que generd un gran artefacto impidiendo la penetracidn de los ultrasonidos. Cuando se
pudo conseguir una buena ventana ecografica, se observaron abundantes burbujas de gas en el
torrente sanguineo y acumulaciones de gas presentes en la mayoria de las cdmaras cardiacas y
grandes vasos. Los campos pulmonares generalmente casi desaparecieron en proyeccidn
radiografica DV por el colapso pulmonar como consecuencia de la expansién del higado y los

grandes vasos por el gas.
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C-TRATAMIENTO

Inicialmente, los individuos sin signos clinicos o con un grado de embolismo leve detectado

mediante las técnicas de imagen no recibieron ningun tratamiento especifico de apoyo a su llegada.

Los individuos letargicos o apaticos o que exhibian signos neuroldgicos, como estupor, atonia muscular
en ciertas regiones o retardo en la retraccidn de las extremidades tras el pinzamiento de la piel con un
forceps, recibieron terapia de apoyo, incluyendo oxigenoterapia a través de una madscara facial
(Kruuse®), de una unidad de cuidados intensivos (UCI, Vetario Productos Brinsea) o en animales
inconscientes a través de un tubo endotraqueal (Riisch®). Algunos de estos ejemplares también
recibieron fluidoterapia de soporte con suero salino fisioldgico (solucion salina FisioVet®, B. Braun
Medical SA; 10-15 ml-kg BW (peso corporal por sus siglas en inglés) por via intravenosa (IV) y/o por
via subcutdnea (SC)). Otros medicamentos comuUnmente utilizados en funcion de la gravedad de los
sintomas incluyeron: cardiotdnicos (atropina 0,1 mg- kg BW por via intramuscular [IM]; Atropina
Braun, B. Braun Medical SA), estimulantes respiratorios (clorhidrato de doxapram 5-10 mg- kg BW IM,
Docatone-V® Fort Dodge Veterinaria SA), analgésicos ((meloxicam 0.2 mg- kg* BW IM, Metacam®
Boehringer Ingelheim Vet-Medica GmbH); tramadol (5-10 mg- kg BW IM, Tramadol, Laboratorios

Normon, Normon)) o corticoides (dexametasona 0,5-1,2 mg- kg™t BW IM, Fortecortin® 4 mg, Merck SL) .

La recompresion con oxigeno hiperbdrico se aplicd por primera vez en enero de 2013 a 2 tortugas
claramente letdrgicas y con déficit de sensibilidad en la exploracion neurolégica, afectadas en un grado
moderado de embolia en base a las técnicas de imagen. Una de ellas presentaba ademds una paresia
evidente y retraccion de las extremidades posteriores debajo del caparazéon. Como inicialmente no
contabamos con camara hiperbarica en la clinica, la presurizacidon en estos primeros casos se logré
mediante la introduccién de los animales en un autoclave convencional (Selecta, Presoclave 30, J.P.
Selecta SA) desconectado del suministro eléctrico y modificado para funcionar como una cdmara
hiperbarica por medio de una conexién a un cilindro de oxigeno medicinal presurizado a través del
tubo de desagiie del autoclave. Previamente a su presurizacion, se estimuld la respiracién animal con
una inyeccion de clorhidrato de doxapram a 5 mg- kg y la insercién de una aguja en el punto de
acupuntura GV26 (Litscher, 2010). Debido a la falta de experiencia previa en la recompresién de
reptiles en cdmara hiperbarica, se emplearon inicialmente los protocolos de recompresion-
descompresion mas comunmente utilizados en medicina humana (Vann et al. 2011). En nuestro caso,

empleamos oxigeno puro para todo el procedimiento ya que no teniamos posibilidad de aplicar mezcla
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de gases. Inicialmente se presurizaron los animales a 1,8 atm (2,8 ATA) durante 1 h para luego ir
disminuyendo la presion a 1 atm (2 ATA) a lo largo de los siguientes 30 min hasta estabilizar la cdmara

en 1 atm (2 ATA) durante otras 3h.

Finalmente se procedié a una descompresion gradual, lenta y progresiva hasta alcanzar la presién de
superficie (0 atm de presién relativa, 1 ATA) a lo largo de otros 30 min. En el caso del autoclave la

vigilancia de los animales en el interior de la cdmara no era posible al no contar con ventanas.

Figura 13: Adaptacion de un autoclave convencional de uso hospitalario para funcionar a modo de
camara hiperbdrica en tortugas marinas.

Los 2 animales tratados con terapia de oxigeno hiperbdrico (HBOT) fueron evaluados mediante
radiologia simple y ecografia antes e inmediatamente después del tratamiento. Al segundo animal
tratado, también se le pudo realizar un estudio tomografico. Inicialmente sélo aquellas tortugas con
un ancho de caparazén en recto menor de 30 cm eran susceptibles de ser tratados con HBOT debido
al limitado tamano del autoclave, pero este tratamiento experimental fue suficiente al menos para
concluir las primeras pruebas de concepto que permitirian confirmar la presencia de DCS en las

tortugas.
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D— EXAMEN POST MORTEM

Las necropsias fueron realizadas (salvo en contadas excepciones) dentro de las primeras 24
horas tras la recuperacion de las tortugas de las artes de pesca o en menos de 12 horas tras la muerte
en aquellos casos que causaban baja en el centro de rehabilitacion del Oceanografic. Las necropsias se
realizaron de forma sistematica siguiendo un protocolo adaptado para tortugas marinas (Flint et al.,
2009), con mucho cuidado para minimizar la generacidon de artefactos por infiltracién de aire
atmosférico debido a la traccion sobre los tejidos (especialmente durante la retirada del plastrén) y
con la seccién de vasos sanguineos. Se tomaron fotos y registros de la presencia de gas intravascular
en las diferentes regiones anatdomicas. Se tomaron ademas de forma rutinaria muestras para
histopatologia de piel, musculo, grasa prefemoral, higado, bazo, corazén, grandes vasos cardiacos,
cerebro, intestino, glandula de la sal, plastrén, glandula tiroides, ambos rifiones, ambos pulmones,
ambas gonadas y de cualquier lesién macroscdpica observable. Todos los tejidos fueron fijados en
formol tamponado al 10%, procesados de forma rutinaria en blogues de parafina para histopatologia,

y tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E).

Con el fin de confirmar el origen del gas en los primeros casos, en uno de los animales afectados
inicialmente por EG, se procedié también al muestreo y analisis de gases en el IUSA de la ULPGC, de
acuerdo con el protocolo descrito y publicado anteriormente para casos sospechosos de
descompresion (Bernaldo de Quirds et al. 2011). La composicidn del gas intravascular o procedente de
las cdmaras cardiacas, debia ser coherente con la embolia por descompresién, debiendo descartar la
putrefaccion o infiltracién de gas atmosférico como artefacto de la necropsia (De Quirds et al., 2013).
El muestreo se realizé6 tomando muestras del gas intravascular en 13 puntos diferentes del mismo

individuo, en este caso aproximadamente 36 h post mortem.
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Il — RESULTADQOS

Los resultados de este primer estudio demostrativo de la presencia de DCS en tortugas fueron

publicados en 2014 y quedan resumidos a continuacion (Garcia-Parraga et al., 2014).

La mayoria de las capturas accidentales y muy especialmente los ingresos procedentes de arrastreros

se produjeron durante los meses de otofio-invierno (de noviembre a marzo) cuando las temperaturas

del agua fueron mas bajas.

A—DIAGNOSTICO CLINICO Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO

INICIAL

De los 67 casos entregados inicialmente por pescadores, el EG fue detectado en 6 de 18

ejemplares procedentes del trasmallo (33,3%) y en 23 de los 49 casos de arrastre de fondo (46,9%).

Esto supuso en aquel momento un 43.3% de todos los casos entregados (Tabla 1:

Tabla 1: Tabla resumen sobre los distintos casos tratados

. Numero Numero Evaluacion . .
Pesqueria . . Severidad del EG Tratamiento Resultado
; Total ejemplares Clinica casos
de Origen . RX EG casos EG
ejemplares| conEG EG
1L i
2 Comatosos eve Ninguno Muere
+ S g
Trasmallo 18 6 1 Leve + Aspiracion Médico Muere
3 Moderado Ninguno Mueren
4 Muertos g
1 Severo Ninguno Muere
8 Asintomaticos 8 Leve Médico Sobreviven
4 Leve Médico Sobreviven
1 Médico Muere
9 Neuroldgicos 3 Moderado
2 HBOT+ Med | Sobreviven
Arrastre 49 23
2 Severo Médico Mueren
2 Comatosos |2 Leve + Aspiracion Médico Sobreviven
2 Moderado Ninguno Mueren
4 Muertos
2 Severo Ninguno Mueren
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De los 29 casos totales de EG, se evaluaron como leves 16 casos, 8 casos como moderados, y 5 casos

como severos.

Segun nos informaron los pescadores, las tortugas que no se mostraron con un comportamiento
normal desde el inicio, exhibieron clinicamente 2 tipos de conducta claramente distinguibles al salir a
superficie: 1) tortugas comatosas que fueron recuperandose a medida que se mantuvieron en
superficie y 2) ejemplares aparentemente normales o incluso inicialmente hiperactivos que
progresaron a estuporosos al permanecer en superficie en lo que el barco regresaba a puerto. Algunos
de los animales comatosos presentaron aspiracion de agua de mar en el aparato respiratorio, aunque
ésta no siempre estuvo presente. En casos de aspiracion, al llegar al CR se observd un patrén alveolar
tipico en “panal de abeja” en la radiografia dorso-ventral y generalmente los animales mostraron
espuma en boca o narinas o expulsaron abundante liquido después de intubacién endotraqueal
durante la reanimacién. Estos animales con aspiracion de agua se categorizaron en base a su

diagndstico inicialmente como ahogamientos y generalmente respondieron bien al tratamiento de

emergencia convencional (Norton 2005) siempre y cuando no existiesen comorbilidades.

Figura 14: Radiografia simple en proyeccion DV de ejemplares de tortuga boba a su llegada al CR.
A. Animal normal. Notese la buena definicion del campo pulmonar. B. Animal con imagen
pulmonar tipica en panal de abeja por aspiracion de agua. C. Tortuga con imagen tipica de EG
severo. Notese la desaparicion del contraste del campo pulmonar y la presencia de angiogramas
como consecuencia de una masiva presencia de gas intravascular. El corazén también queda
completamente delimitado por la abundante presencia de gas (asteriscos). Fuente: adaptado de
(Garcia-Pdrraga et al., 2014).
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Durante todo este periodo, 21 ejemplares llegaron vivos al centro de rehabilitacidn para ser evaluados
clinicamente. La inmensa mayoria de los individuos ingresaron con buena condiciéon corporal y
depdsitos grasos de reserva normales o abundantes. 8 exhibieron un comportamiento normal, 4
llegaron en estado comatoso, y 9 fueron reportados como muy activos/hiper-reactivos tras salir a
superficie o desarrollaron sintomas neuroldgicos progresivos, incluyendo paralisis de las extremidades
o pérdida de sensibilidad al dolor (nocicepcidn). De este ultimo grupo fueron todos capturados por
arrastreros y en algunos casos llegaron en fase agdnica-terminal. Los ejemplares mostraron una
disposicion tipica retrayendo las aletas posteriores o recogiendo las aletas delanteras bajo el plastrén
(Figura 15). Algunas de estas tortugas también mostraron un aumento considerablemente el
hematocrito en la analitica inicial y en caso de introducirlas en los tanques de recuperacién, se
mantuvieron en flotacidn positiva y con una natacion erratica y descoordinada. Si no se sometian a
tratamiento hiperbarico, en algunos casos los signos neuroldgicos iban progresado gradualmente
hasta alcanzar un estado comatoso y muerte, la cual tenia lugar generalmente dentro de las primeras
72h tras la captura. En base a la gravedad del cuadro descompresivo, algunos ejemplares pudieron
haber mostrado sintomatologia neuroldgica inicialmente en el barco tras la captura, y llegar ya a

nuestro centro en fase comatosa o incluso ya muertos.

Figura 15: Signos clinicos en tortugas bobas a su llegada al CR: (a) ejemplar vivo con EG sistémico
moderado. Nétese la espasticidad de las extremidades posteriores retraidas bajo el caparazon
antes de terapia de recompresion. Estos signos se resolvieron inmediatamente después del
tratamiento con oxigeno hiperbdrico.
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5 de los 49 individuos (un 10,2%) que llegaron al CR procedentes de la pesca accidental por arrastre se
mostraron activos en un principio al sacarlos del aparejo aun confirmandose posteriormente como
casos de embolismo moderado a severo en base a las pruebas de imagen. Algunos de estos casos de
embolismo moderado o severo inicialmente activos, terminaron muriendo antes de llegar al CR.
Inicialmente, la mayoria de estos casos de EG terminaron con la muerte del paciente a lo largo de las
primeras 48 a 72 h post-captura a pesar del tratamiento médico convencional de soporte. Unicamente
2 de estos 5 animales sobrevivieron al ser sometidos a un tratamiento especifico con oxigeno
hiperbarico (HBOT) (Tabla 1) que resulté ser el Unico efectivo en estos casos de mayor gravedad. De
hecho, los casos de embolismo mas severos fueron generalmente letales en las primeras 6 a 8 horas,
reduciendo asi las posibilidades de tratamiento hiperbarico al ingresar en su mayoria ya muertos. Tras
la aplicacién del HBOT a los afectados, los signos neuroldgicos se resolvieron y las tortugas recuperaron
la actividad normal. Las radiografias y el TC posterior al tratamiento revelaron la desaparicién de la
mayoria del gas intravascular y la reexpansion pulmonar (Figura 16). Tras un periodo de observacién
de 60 dias y la normalizacién de todos sus pardmetros clinicos y comportamentales, los animales

tratados se consideraron clinicamente sanos y fueron devueltos al mar.

Radiograficamente, el gas intravascular se observa como radioldcido marcando el contorno e incluso
generando la distensidn de las camaras cardiacas y de los grandes vasos (Figura 14 C). En los individuos
gravemente afectados de EG, los pulmones se encontraron parcialmente colapsados en base a la
reduccion de la extensién del campo pulmonar normaly el incremento en su radiopacidad. En los casos
leves de embolismo donde la cantidad de gas intravascular era escasa, las proyecciones radiograficas
LL resultaron ser las mas diagnosticas, proporcionando una mayor sensibilidad que las DV para

visualizacidn de gas dentro de los vasos renales.

Las burbujas de gas intravasculares fueron detectadas por ecografia como manchas hiperecoicas,
generalmente asociadas a la generacién de artefactos en cola de cometa en aquellas regiones donde
los acimulos de gas eran mayores. En todos los individuos afectados en base a radiografia, la ecografia
renal reveld la presencia de gas en el interior del parénquima y vasos renales (Figura 18). La
ecocardiografia mostré una mayor presencia de burbujas en el atrio derecho que en el izquierdo, tal y
como también se evidencié en las necropsias y de forma similar al patrén observado en los
submarinistas ya que el pulmdn se entiende que actia como filtro de burbujas (Francis and Simon,

2003).
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Figura 17: Vista dorsal de la representacién 3D de los espacios llenos de aire/gas de una tortuga
con EG sistémico moderado antes (A) y después (B) de HBOT. Las imdgenes se obtuvieron con un
intervalo de 6 horas. Todo el gas se muestra en un color mds evidente, y el gas intravascular estd
marcado con asteriscos. En (A) se puede observar la demarcacion de las venas hepdticas y los vasos
renales por la presencia de gas intraluminal antes del tratamiento. La expansion pulmonar estad
reducida. En (B), la mayoria de gas contenido en los grandes vasos casi ha desaparecido tras el
tratamiento hiperbdrico, indicando la reabsorcién/eliminacion del gas, mientras que la expansion
pulmonar ha vuelto a la normalidad. Algunos vasos menores todavia contienen gas en la periferia
de las dreas de proyeccion hepdtica y renal que no ha terminado de desaparecer con el
tratamiento. Fuente: (Garcia-Pdrraga et al., 2014)

LOA l“\‘)l
Figura 18: Ecografia renal
de un animal afectado de
EG moderado mostrando
la presencia de pequeiias
manchas hiperecogénicas
(blancas) compatibles con
la existencia de burbujas
de gas dispersas en el
parénquima renal y en
vasos renales 'y
perirrenales.
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Para este primer trabajo se utilizaron técnicas de TC en 11 casos con el fin de discriminar mejor la
presencia y distribucion del embolismo (Figura 19 y Figura 44). La embolia fue evidenciada en los
rifiones, higado, corazén, bazo y sistema nervioso central (Figura 19). En las imagenes de TC simple
(sin contraste), el gas fue detectado en diferentes vasos como areas hipoatenuadas (negras) en
comparacion con los tejidos circundantes. Como en las radiografias, los pulmones de los casos graves
estaban hiperatenuados (mas blancos) y su expansién estaba reducida debido al colapso parcial. En
particular, la reconstruccidn sagital multiplanar de las imagenes tomograficas reveld claramente una
sefial compatible con la presencia de gas dentro del canal vertebral y el sistema nervioso central que
no fue detectado por ecografia o mediante radiografia. La presencia de gas dentro o alrededor del
sistema nervioso en el canal vertebral fue evidente incluso en algunos casos leves. Estos hallazgos
fueron en muchos casos compatibles con la supervivencia de las tortugas incluso sin recibir
tratamiento especifico alguno. Sin embargo, el que los animales no muriesen no descarta el posible
dafio renal y/o dafio neuroldgico o el deterioro funcional asociado al embolismo de los diferentes vasos

en diferentes érganos y tejidos del animal.

Figura 19: Evidencia de EG en Caretta caretta mediante tomografia computarizada. Imagen
transversal del celoma a la altura del corazon (C) en un caso con EG sistémico severo, mostrando
zonas evidentes de gas intraluminal (negro) en el interior de los principales vasos sanguineos. El
gas estd presente en el sistema venoso hepdtico (H), las aortas derecha e izquierda (A), arterias

pulmonares (AP), venas pulmonares (VP) y en el canal vertebral (CV). Los pulmones (P) estdn hiper
atenuados (blancos) debido al colapso parcial. El estémago (E) en este caso estd distendido por la
posible ingestion de agua de mar.
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B— DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

En el presente trabajo se realizaron necropsias completas a un total de 16 animales muertos
tras la captura accidental (8 muertos en el aparejo, 3 muertos durante el transporte, y 5 muertos en el
centro de rehabilitacién). El EG fue detectado en 13 de estas tortugas (81%): en 8 de las 11 que llegaron

muertas y en 5 (100% de los casos) de los que murieron tras su hospitalizacion.

En caso de sospecha de DCS, es fundamental prestar maxima atencidn para detectar cualquier
acumulacidn patoldgica de gas, asi como para evitar la creacién de artefactos de gas durante la
necropsia por infiltracién a través del tejido y la traccion tras el seccionamiento de los vasos sanguineos.
En los casos severos de EG, el gas fue inicialmente visible ya en el interior de la vena media abdominal
(nada mas retirar el plastréon) y posteriormente fue evidenciable en los atrios (especialmente el atrio
derecho en casos moderados y en ambos atrios en casos graves) asi como en el seno venoso (Figura
18). Las burbujas de gas llegaron a ser perceptibles también en algunos casos a nivel de la vasculatura
coronaria. Posteriormente segun se avanzaba con la necropsia, el gas se pudo evidenciar a nivel de los
vasos mesentéricos, vasculatura del estémago, pancreas e higado, asi como en la postcava y otros
grandes vasos (Figura 22). A nivel intestinal en algunos casos se observd una congestidn segmentaria
de la mucosa intestinal en bandas de 1-3cm de ancho, a lo largo de diferentes secciones intermedias
del intestino delgado principalmente (Figura 22). El gas también pudo evidenciarse en las venas renales,
pero con algo mas de dificultad debido a la disposicién retrocelémica del rifién. En los casos mas
severos, el bazo llegd a estar completamente enfisematoso y dilatado por el gas. En la mayoria de los
casos letales, los rifiones presentaron extensas zonas hemorragicas y/o congestivas de forma
multifocal (Figura 23). Los pulmones de algunos animales se encontraron parcialmente colapsados con
enfisema pulmonar en su region mas craneal. En algunos individuos se detectd la presencia de cierta
cantidad de liquido y espuma dentro de las vias respiratorias y parénquima pulmonar compatible con
aspiracion de agua. Otros hallazgos incluyeron la presencia de trasudado celémico en individuos con
EG grave y la presencia de una considerable cantidad de alimento y contenido digerido en el estémago
e intestino, en la mayoria de las tortugas. En los casos moderados, el EG no fue tan obvio en la
necropsia como lo era mediante las técnicas de diagndstico por imagen, por lo que la necropsia

requeriria un cuidadoso examen para su deteccidn.
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Generalmente, el gas fue mas facilmente detectable dentro de los vasos renales y mesentéricos, asi
como en la postcava y en el seno venoso. En 1 caso leve de embolismo concurrente con ahogamiento
como presunta causa principal de la muerte, no se encontraron burbujas ni lesiones macroscdpicas

asociadas a la presencia de gas intravascular en ninguno de los drganos o tejidos explorados.

Figura 20: La presencia de gas en la vena abdominal media (flecha) fue detectable en los casos mds
severos inmediatamente tras la retirada del plastrén. En este caso también se puede observar tras
la retirada del pericardio, la distension importante de ambos atrios como consecuencia de la
acumulacion de gas en su interior. Atrio Derecho (AD). Atrio Izquierdo (Al).

Figura 21: Presencia de burbujas de gas en la vasculatura coronaria (flecha). Atrio Derecho (AD).
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Figura 22: Presencia de burbujas de gas en la vasculatura mesentérica. Congestion segmentaria de
la mucosa intestinal.

g
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Figura 23: Lesiones de congestion/hemorragia a nivel del parénquima renal.

Los hallazgos histopatoldgicos preliminares de los casos estudiados incluyeron una congestion
multisistémica de moderada a severa con la presencia de burbujas de gas intravascular en multiples
érganos incluyendo el pulmén, el higado, el rifidn y el corazén (Figura 24). Asimismo, se evidenciaron
hemorragias y edema perivascular, variando en funcion de su magnitud y gravedad, segun los animales
estudiados y los diferentes tejidos. Adicionalmente también se describié de forma frecuente una
necrosis miocardica aguda multifocal con degeneracion vacuolar de miocitos, edema alveolar,
degeneracion hepatocelular microvacuolar difusa, edema sinusoidal y presencia de glébulos hialinos

dentro de los hepatocitos.
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1 mm

Figura 24: (A) Atrio derecho de un caso con EG severo. El lumen auricular muestra émbolos de gas
coalescentes de forma multifocal (asteriscos), de tamario variable, redondos u ovalados, negativos
a la tincion grasa y comprimiendo el miocardio adyacente. Tincion H&E. (B) El rifién de un caso con
EG moderado. Venas interreniculares multifocalmente ocupadas por émbolos de gas no grasos
redondos u ovalados, de tamaino variable. Tincion H&E. (C) Pulmon de un caso con EG sistémico
severo. Las venas pulmonares muestran émbolos de gas intravasculares de tamano variable,
redondos u ovalados, no grasos. Tincion H&E. Fuente: (Garcia-Pdrraga et al., 2014)

El analisis de la composicidon del gas intravascular solo se realizd6 en 1 caso severo como medida
probatoria de que el gas procedia del fendmeno descompresivo, confirmado que el principal
componente era el nitrégeno (media = SD = 75,31 0,9% pmol), seguido por el diéxido de carbono (18.6

+2,0% umol) y oxigeno (6.0 £ 1.3% pmol).

Figura 25: Para confirmar el nitrogeno como principal componente y la causa de la EG y poder
descartar la putrefaccion o los artefactos generados por infiltracion de gas atmosférico durante la
necropsia o el manejo del caddver, se puede proceder a la recoleccion gas intravascular siguiendo

los mismos protocolos definidos para otras especies (Bernaldo de Quirés et al. 2011).
Fuente:( Parga et al., 2017)
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IV — DISCUSION

Las tortugas marinas habian sido consideradas tradicionalmente como de bajo riesgo de sufrir
el sindrome descompresivo asociado al embolismo gaseoso (Berkson, 1967; Lutcavage and Lutz, 1997);
sin embargo, en este primer trabajo se demostrd por primera vez que al menos las tortugas bobas
(Caretta caretta) capturadas en redes de enmalle y de arrastre se podrian llegar a ver afectadas con
relativa frecuencia por EG (Garcia-Parraga et al., 2014). Aunque la deteccién de EG no implica un
diagndstico de DCS, grandes cargas de burbujas en sangre y tejidos si que se correlacionan con la
probabilidad de DCS (Gardette, 1979; Neuman et al., 1976; Sawatzky, 1993). Los casos que se trataron
en el presente estudio revelaban cantidades de gas muy significativas en el lecho vascular y los tejidos
de los animales afectados, llevando a sintomas y lesiones muy severas compatibles con DCS, después
de ser ascendidas a la superficie (Garcia-Parraga et al. 2014). Las conclusiones de cara al diagndstico
se basaron en los signos clinicos, las técnicas de diagnéstico por imagen, los hallazgos patoldgicos
asociados, y la resolucidon del cuadro clinico y las evidencias de embolia tras el tratamiento
recompresivo-descompresivo gradual con oxigeno hiperbdrico. Hasta la fecha, este fue el primer
hallazgo y desde entonces sdlo se han reportado casos de DCS por nuestro grupo de trabajo en tortugas
marinas capturadas accidentalmente en el Mediterraneo (costa valenciana) y en el Adriatico italiano o
en aguas del Atlantico Sur (Brasil) como veremos en los siguientes capitulos. Era por tanto muy
necesario continuar con la investigacion en busca de evidencias de la enfermedad en pesquerias por
todo el mundo, en nuevas especies, asi como poder comprender mejor los distintos factores que
podrian afectar la aparicidn de la enfermedad en las tortugas, incluyendo la tipologia de pesca
(profundidad y tiempos de calado), area geografica, las condiciones oceanograficas, susceptibilidad

especifica, y las caracteristicas individuales de los animales que pudieran influir.
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A-DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES Y FACTORES DE CONFUSION

Desde un inicio cuando se detectaron los primeros casos de EG asociados a descompresién, se
trataron de descartar otras causas que pudiesen generar la aparicién de burbujas de gas
intravasculares como el embolismo de origen traumatico y el posible origen en la generacién de
artefactos como consecuencia de la putrefaccién. Sin embargo, estas causas se descartaron desde un
principio en base a clara demostracién de la ocurrencia del embolismo antemortem (en tortugas vivas)
y la ausencia de cualquier lesién traumatica aparente asociada a los procedimientos de pesca o manejo.
El barotrauma pulmonar también podria llegar a causar un embolismo arterial por aire atmosférico
(Vann et al., 2011); sin embargo, los requisitos fisicos para el barotrauma no se cumplen en el caso de
las tortugas capturadas accidentalmente. Las tortugas son buceadores en apnea, lo que significa que
la presién interna en los ediculos o faveolos al comienzo y al final de la inmersién seria la misma o
incluso inferior al final de la inmersién debido al consumo de oxigeno. Asi, la expansidn excesiva de los
pulmones que se da en los buceadores que respiran aire comprimido, es muy improbable en el caso
de los animales buceadores en apnea. Ademads, en el caso que nos afecta, el gas se encontrd
fundamentalmente en el compartimento venoso de la circulacion (como en la DCS en humanos) en
lugar de en el sistema arterial. En las necropsias realizadas, las tortugas estaban en buen estado de
conservacién, y el EG sistémico era consistente con los hallazgos patoldgicos descritos anteriormente
en DCS en humanos y en los casos de varamientos de zifios (Fernandez et al., 2005; Francis and Simon,
2003; Jepson et al., 2003). Ademas, el hidrégeno, un marcador de la putrefaccién (Bernaldo de Quirds
et al., 2013a), no se detectd en las muestras de gas recogidas durante la necropsia. Adicionalmente, el
EG observable y su sintomatologia asociada se consiguieron revertir mediante tratamiento hiperbdrico,
lo que por definicidn apuntaria a un diagndstico de DCS (Vann et al., 2011). De hecho, es la desaparicién
del EG y la mejoria en respuesta clinica lo que haria cumplir los criterios exigibles en medicina humana
para el diagnéstico de DCS (Paulev, 1965; Vann et al., 2011). La DCS es un diagndstico clinico (Barratt
et al,, 2002), y el diagnéstico clinico se establece en base a la parsimonia como la explicacion mas
sencilla que puede justificar un suceso. Por lo tanto, habida cuenta de nuestras conclusiones, la DCS
seria la explicacién mas plausible a la hora de justificar los signos clinicos observados y resto de

hallazgos que se presentaron.
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B— ELEMENTOS CLAVE PARA EL DESCUBRIMIENTO DE LA
ENFERMEDAD

De algin modo sorprende que, hasta nuestra descripcién en 2014, ningun trabajo con tortugas
vivas o con caddveres procedentes de pesca accidental hubiese detectado la presencia de EG en estos
animales. De hecho, la mayor parte de la literatura cientifica y las investigaciones realizadas hasta la
fecha consideraban esta posibilidad como altamente improbable en base a las diferentes adaptaciones
anatdomicas y fisioldgicas que presentan las tortugas marinas al buceo. Este primer trabajo de hecho
contd con numerosas trabas y objeciones para su publicacidon precisamente argumentando que no
parecia demasiado creible que un fenémeno asi, tan evidente en base a la informacidn presentada,
hubiese podido pasar desapercibido hasta el momento a pesar de todo el trabajo realizado por

numerosos grupos internacionales con tortugas capturadas accidentalmente.

Los mecanismos fisioldgicos y adaptaciones asociadas al buceo en tortugas marinas han sido objeto de
un gran interés durante muchos afios: desde los primeros estudios sobre la respuesta a la inmersidn
forzada en condiciones de laboratorio realizados por Berkson tratando inducir la descompresion
(Berkson, 1966), hasta los estudios fisiolégicos mas recientes basados en sofisticadas tecnologias de
monitorizacidon remota con tortugas marinas en libertad (Gredzens and Shaver, 2020; Hochscheid et
al., 2007; Omeyer et al., 2019; Southwood, 2013; Thomson and Heithaus, 2014). Berkson (Berkson,
1966) presurizo tortugas verdes a distintas profundidades en una camara hiperbarica, tratando de
evaluar su tolerancia a las condiciones ambientales del buceo durante periodos de mds de 100 minutos
de inmersién forzada, entre 18 y 25°C, y hasta 22 atm de presidn. Dos animales comprimidos a 18,7
atm murieron varias horas después de la descompresion rapida subsiguiente mostrando numerosos
émbolos de gas en los capilares de la fascia cervical y en el atrio derecho. La muerte de hecho fue
atribuida al embolismo gaseoso sistémico que alcanzaria el cerebro después de la emergencia. El
estudio concluyd que el equilibrio de presiones en base a la solubilizaciéon progresiva de nitrégeno
nunca se llegaria a alcanzar incluso durante una prolongada inmersién a profundidad (se realizaron
pruebas a diferentes profundidades), y que por tanto los animales debian disponer de algln tipo de
mecanismo de proteccion subyacente frente a la DCS. Sin embargo, se comprobd que, en
circunstancias muy extremas, al menos en el caso de la tortuga verde, el nitrégeno podria llegar a
difundir en sangre en la suficiente cantidad como para generar un embolismo a nivel cerebral y causar

la muerte del animal tras el ascenso a superficie. Sin embargo, nuestras observaciones con individuos
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silvestres en condiciones de pesca accidental son bastante diferentes. Se han observado lesiones
dramdticas asociadas a la descompresién tras una inmersidon forzada, no sélo limitandose a la
deteccidn de unas pocas burbujas intravasculares sino llegando a acumular varios centimetros cubicos
de gas (a veces cientos de mililitros en base a la cuantificacidon por post-procesado de imagen de TC)
en animales atrapados en redes a profundidades muy inferiores a las empleadas por Berkson en sus
estudios de laboratorio. Se sigue tratando de buscar argumentos cientificos para dar explicacién a esta
disparidad ya que existen multiples factores que podrian influir, incluyendo la especie de tortuga (en
este caso se trabaja fundamentalmente con tortugas bobas), el tiempo total de inmersion, la
temperatura del agua en el momento del atrapamiento y diferencia con la temperatura en superficie,
la capacidades de movimiento estando sumergidas (Berkson de hecho fija los animales a una plancha
restringiendo el movimiento en el interior de la cdmara), la velocidad de ascenso o el perfil de buceo
previo antes de sufrir el atrapamiento entre otros. A nuestro entender, los mecanismos de respuesta
fisiolégica y comportamental en las tortugas marinas salvajes cuando sufren una inmersién forzada
como consecuencia de su atrapamiento en aparejos de pesca pueden diferir drasticamente de las
observaciones realizadas en condiciones controladas de laboratorio (Berkson, 1966; Harms et al., 2003;
Lutz and Bentley, 1985a; Lutz and Dunbar-Cooper, 1987; Southwood, 2013). De hecho, varios estudios
han revelado que el enmallamiento en los aparejos de pesca tiene efectos significativos en la fisiologia
de las tortugas marinas (Harms et al., 2003; Lutz and Dunbar-Cooper, 1987; Snoddy et al., 2009; Snoddy
and Southwood Williard, 2010; Southwood, 2013) pero nunca antes se habia descrito la DCS. Estudios
recientes apuntan a una correlacion directa entre la actividad fisica en los animales y el gasto cardiaco

gue podria conllevar al exceso de nitrédgeno solubilizado en profundidad (Williams et al., 2019).

Diversos factores pueden haber contribuido al descubrimiento de esta enfermedad por nuestro grupo,
incluyendo: 1) las oportunidades que ofrece una estrecha colaboracién con los pescadores en nuestra
region, lo que permite un acceso rapido a los animales vivos y a los cadaveres frescos, 2) la capacidad
de una evaluacién médica exhaustiva tras la captura, 3) la disponibilidad de una amplia tecnologia de
diagnéstico por imagen aplicable a los diferentes casos, y 4) la familiaridad y el conocimiento de las

bases de la fisiologia del buceo en animales y las patologias relacionadas con el EG.
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C—-MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS

Desde este primer descubrimiento, se trabajo en base a la hipdtesis de que las tortugas
sumergidas forzosamente durante su atrapamiento en aparejos de pesca podrian no solo ahogarse
sino también llegar a desarrollar EG y DCS como consecuencia de una mayor actividad en un intento
de liberarse del aparejo y de una induccién simpdtica. Esta, llevaria a su vez a una liberacién de
catecolaminas y a un incremento del gasto cardiaco y de la perfusién pulmonar, lo que incrementaria
la difusidn de nitrégeno en los pulmones y hacia el resto de los diferentes tejidos, proceso que se veria
facilitado en medio hiperbdrico. Estudios posteriores también realizados por nuestro grupo sobre la
respuesta vascular in vitro de las arterias pulmonares de tortugas marinas ante diferentes
neurotransmisores simpdatico-miméticos y parasimpatico-miméticos reforzarian esta hipétesis (Garcia-
Parraga et al., 2018a). Este articulo en particular, tratd de dar explicacidn a la fisiopatologia del proceso
mediante el estudio de la funcionalidad in vitro de los esfinteres musculares presentes de forma
exclusiva en la arteria pulmonar de las tortugas marinas tal y como se describen en nuestro trabajo
mas reciente sobre la anatomia cardiovascular de estas especies (Garcia-Parraga et al., 2017). Con el
atrapamiento prolongado en profundidad y la estimulacién traumatica producida durante el arrastre,
se podria solubilizar y acumular suficiente nitréogeno en los tejidos como para generar un grado de EG
suficiente que pudiese ocasionar dafios en el animal llevandolo incluso a una muerte retardada. A raiz
del estudio de estos mecanismos de bypass pulmonar para evitar la descompresién en las tortugas,
también publicamos en 2018 una nueva teoria sobre un posible mecanismo analogo al de las tortugas
a nivel funcional, que se podria dar en el caso de los mamiferos marinos, a pesar del impedimento

anatomico para inducir un shunt intracardiaco (Garcia-Parraga et al., 2018b).
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D-FACTORES DE RIESGO, IMPACTO POBLACIONAL Y FUTUROS
ESTUDIOS DE INTERES

A raiz de este primer estudio demostrando la existencia de enfermedad, entendemos que la
DCS se deberia considerar y tratar de descartar para todas aquellas tortugas marinas que hayan sido
capturadas accidentalmente en profundidad. En base a nuestra experiencia inicial, no parecian
requerirse grandes profundidades para que se pudiera llagar a dar la descompresién de los animales,
ya que contamos con casos diagnosticados capturados en aparejos fondeados a solo 10 m de
profundidad. A lo largo de estos afios hemos podido generar nueva informacidn en este sentido que
presentaremos en los siguientes capitulos. A dia de hoy, desconocemos el limite exacto y las
condiciones ambientales precisas bajo las cuales se produce la DCS, pero ya contamos con informacién
preliminar relevante sobre algunos posibles factores de riesgo que publicamos de forma preliminar en

2017 (Fahlman et al., 2017a) y desarrollaremos mas adelante a lo largo de esta Tesis.

La susceptibilidad a la DCS en tortugas marinas y su falta de consideracién hasta el momento, implicaria
gue las estimaciones actuales de mortalidad causada por pesquerias podrian ser muy inferiores a las
reales. Esta informacion sobre el posible impacto de la enfermedad seria por tanto de gran
trascendencia de cara al establecimiento de nuevas estrategias de mitigacién para la conservacion de
las poblaciones de tortugas y supone el trabajo de continuacion de esta Tesis. Como esta afeccién
puede llevar a reducir su supervivencia, existe una necesidad real de continuar realizando estudios
adicionales que evallen la incidencia de la EG en tortugas marinas incluyendo todas las tipologias de
pesquerias que puedan producir un atrapamiento en profundidad y a todas las especies de tortugas
marinas a nivel global. A su vez, este conocimiento ayudara a mejorar las estimaciones de mortalidad
asociada a la pesca en las tortugas marinas y orientar las acciones de gestidn para su conservacion
(Lewison et al., 2004a). Se debe continuar trabajando en el desarrollo de nuevas medidas efectivas de
mitigacidn, asi como en su aplicacidn, prestando especial consideracién a los tipos de artes de pesca,
las profundidades y tiempos de calado, asi como en las zonas donde existe mayor probabilidad de

interaccion que puedan llevar al EG/DCS.
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V — CONCLUSIONES

Este primer capitulo trata de aportar toda la informacidn necesaria para evidenciar y demostrar
con el menor margen de duda, la existencia de la DCS en las tortugas marinas e indagar sobre los
posibles mecanismos para su desencadenamiento. Aportamos pruebas sdélidas de que las tortugas
marinas capturadas accidentalmente pueden desarrollar EG y morir como consecuencia de la DCS. El
diagndstico se basa en los signos clinicos, la deteccién de gas intravascular mediante técnicas de
imagen y la necropsia, el analisis de la composicidon del gas, y el éxito en la resolucion del gas

intravascular y la sintomatologia clinica asociada mediante tratamiento hiperbarico.

Como esta afeccion puede llevar a reducir su supervivencia, existe una necesidad real de continuar
realizando estudios adicionales que evalten la incidencia de la EG/DCS en tortugas marinas incluyendo
todas las tipologias de pesquerias que puedan producir un atrapamiento en profundidad y a todas las
especies de tortugas marinas a nivel global. A su vez, este conocimiento ayudara a mejorar las
estimaciones de mortalidad asociada a la pesca en las tortugas marinas y orientar las acciones de

gestidn para su conservacion (Lewison et al., 2004a).

Este descubrimiento tiene implicaciones importantes para la conservacién de las tortugas. Seria
relevante a la luz de estos hallazgos, la realizacién de una nueva revision general de las capturas
accidentales de tortugas marinas en todo el mundo contemplando la posibilidad de esta nueva
enfermedad como una nueva causa de muerte subyacente. Es esencial disponer de mas datos sobre
la incidencia real de la afeccidén asociada a diferentes artes de pesca, zonas geograficas, condiciones
oceanicas, especies de tortugas marinas y caracteristicas individuales para conocer su verdadero
alcance y poder establecer medidas para cuando sea posible evitar o al menos mitigar sus efectos. Es

precisamente en este dmbito en el que se desarrollardn los proximos capitulos de esta tesis.
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CAPITULO 2

VI- CAPITULO 2: CONSIDERACIONES
CLINICAS SOBRE LA
ENFERMEDAD: AVANCES EN EL
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

| — INTRODUCCION

El presente capitulo responde al segundo de nuestros objetivos: cuales son los aspectos clave
para el diagndstico adecuado y el tratamiento de la DCS en tortugas marinas. Como hemos venido
mencionando, esta es una nueva entidad patoldgica descrita en tortugas y como tal, no esta bien
caracterizada a nivel clinico. A continuacién, trataremos de compilar la experiencia acumulada a lo
largo de los ultimos 10 afios tratando tortugas marinas afectadas procedentes de la pesca accidental,
con el fin facilitar el trabajo de los veterinarios de centros de recuperacién que reciben animales
capturados accidentalmente para asi maximizar las posibilidades de éxito. Del mismo modo, este
capitulo también recopila y hace una revisidn del diagndstico post mortem identificando las principales
lesiones macroscopicas y hallazgos de necropsia observados en animales que han muerto o que se han
visto afectados por la enfermedad. Esto es especialmente importante en los estudios para el
establecimiento de causas de muerte en especies amenazadas, con el fin de poder cuantificar mejor el

verdadero impacto de las pesquerias en estas poblaciones.

El presente capitulo parte por tanto de las técnicas de estudio iniciales referenciadas en el capitulo
anterior donde se describe por primera vez la enfermedad (Garcia-Parraga et al., 2014), pero
caracterizando mucho mejor y con mds detalle la enfermedad a partir del estudio de un nimero de
casos muy superior. Se estudiaran tanto los signos clinicos como las lesiones mas frecuentes y se
describirdn nuevas técnicas tanto de diagndstico como de tratamiento con el fin de generar

conocimiento que permita maximizar el éxito de recuperacion.

En medicina hiperbdrica, las técnicas mds comunes empleadas para detectar burbujas de gas

intravasculares son los transductores de flujo Dopplery la ecocardiografia bidimensional (Mgllerlgkken
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et al.,, 2016). Estas dos técnicas se utilizan como indicadores de estrés de descompresion en
buceadores (Mgllerlgkken et al., 2016; Pollock, 2007). A nivel clinico, ademas de la radiologia y la
ecografia, el EG y muy especialmente sus consecuencias orgdnicas también son detectables por otras
técnicas de diagndstico por imagen mas avanzadas, incluyendo el TC y la resonancia magnética (James
and Jain, 2017; Plattner et al., 2003). Estas técnicas, asi como la informacién que se puede extractar

de las mismas, también se discutirdn en el presente capitulo.

Como hemos visto, el diagndstico ante mortem de DCS, por definicién, sélo se puede alcanzar
mediante la reversion de los signos clinicos tras el tratamiento en cdmara hiperbarica (Ferrigno and
Lundgren, 2003). No es por tanto una enfermedad que se pueda confirmar en base a un diagnéstico
post mortem, sélo sugerir en base a la historia clinica y las lesiones observadas. La efectividad de la
terapia hiperbdrica en el tratamiento de las tortugas afectadas por la enfermedad se pudo evidenciar
desde un primer momento incluso aplicando protocolos de recompresién muy similares a los
empleados en humana como ya se expuso en el primer capitulo (Garcia-Parraga et al., 2014). Sin
embargo, el presente capitulo, parte de la demostracidon de la enfermedad y propone las mejoras y
modificaciones necesarias para mejorar la eficacia del tratamiento, asi como alternativas terapéuticas

para cuando esté no estuviera disponible.

El diagndstico post mortem en algunos casos puede ser complejo sin una historia previa de
descompresion y la demostracidn previa de la embolia mediante técnicas de imagen en el paciente
vivo o en los cadaveres frescos antes de su diseccién. El gas puede penetrar faciimente en los vasos
sanguineos y algunos tejidos durante la diseccién y algunas bacterias generadoras de gas también
podrian producir artefactos (Bernaldo de Quirds et al., 2012; Bernaldo de Quirds et al., 2013a). De ahi
que la realizacion de pruebas de imagen en cadaveres antes de la necropsia es otra de las técnicas que
abordaremos ya que puede ayudar mucho en el diagndstico a la hora de dilucidar la significatividad

clinica ante la aparicidn de gas intravascular (Plattner et al., 2003; Varlet et al., 2015).
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Il — MATERIALES Y METODOS

El presente capitulo parte de la misma metodologia presentada en el capitulo anterior pero
amplia basicamente el periodo de estudio tras el descubrimiento de la enfermedad, de 4 a 10 afios y
el nimero de animales estudiados de 67 a 435. Asimismo, a lo largo de este periodo, también se van
mejorando y completando las técnicas de diagndstico y tratamiento que son de hecho los aspectos

gue destacaremos principalmente en este apartado sobre la metodologia.

A—ADQUISICION DE LOS ANIMALES

Al igual que sucediera en el capitulo anterior, todas las tortugas marinas incluidas en este
proyecto procedieron de aguas de la Comunidad Valenciana bajo la autorizacidn pertinente que ofrece
el Acuerdo Oficial de Colaboracidn entre la Conselleria de Agricultura, Desarrollo Rural, Emergencia
Climaticay Transicidn Ecoldgica de la Comunitat Valenciana y el Oceanografic de la 'Ciudad de las Artes
y las Ciencias de Valencia' para la rehabilitacidn y posterior liberacién de los animales recibidos heridos
o enfermos asi como para la realizacion de necropsias y estudios post mortem de los ejemplares

muertos.

Los casos incluidos en este recopilatorio sobre el diagndstico y tratamiento de la enfermedad proceden
de las tortugas entregadas por los pescadores tras su captura accidental a lo largo de un periodo
establecido entre el 1 de enero de 2011 al 31 de diciembre de 2020. Durante este periodo se recibieron
un total de 435 tortugas bobas capturadas accidentalmente fundamentalmente por artes de trasmallo
y arrastre a profundidades que variaron desde los 3 a los 100m. Unicamente 3 ejemplares fueron
entregados por una pesqueria de palangre de fondo y otros 4 aparecieron varados o flotando muertos
en puertos pesqueros con signos de interaccién evidente con pesquerias por lo que se decidié su
inclusidon en el estudio como capturas accidentales. En el siguiente cuadro resumen se incluye el

numero de ejemplares que ingresaron vivos y muertos segln la pesqueria a lo largo de todo el periodo:
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Tabla 2: Numero de ingresos dependiendo de la pesqueria. Los casos de arrastre son mds
numerosos pero la mortalidad de tortugas asociada al trasmallo es muy superior probablemente
porque las artes permanecen muchas mds horas sumergidas.

‘ Arrastre Trasmallo Otros Total
Numero de Ingresos totales 272 156 7 435
Muertes al ingreso 18 43 2 63
% Muertes al ingreso 6,62% 27,56% 28,57% 14,48%

En el siguiente grafico se muestra el origen de las capturas entregadas en funcion de su procedencia:

Procedencia de las Capturas

8%

m Capturas Castellon
B Capturas Valencia
Capturas Alicante

Figura 26: Distribucion de los casos en funcion de su origen. Notese como la mayoria de los ingresos
de tortugas a lo largo de los ultimos 10 afios procedieron de la region de Castellon, donde la
plataforma continental se extiende aguas adentro y se permite el arrastre a profundidades

menores de 50m.

Las 372 tortugas recibidas vivas se sometieron a un examen clinico completo. En el caso de los
cadaveres (63 muertos al ingreso y 15 durante el proceso de recuperacion) los animales se sometieron
a una necropsia ordenada, sistematica y completa y a una toma de muestras para un posterior estudio
histopatoldgico de los érganos y tejidos. Siempre que se pudo, se aplicaron también técnicas de imagen
en los cadaveres (fundamentalmente radiografia y tomografia) con el fin de poder evidenciar la

presencia, cantidad y distribucion de gas intravascular antes de iniciar la necropsia.

Adicionalmente en todos los casos se tratd de registrar la maxima informacién incluyendo la fecha de
captura, tamafio del animal, y cuando fue posible los parametros ambientales reportados por el
pescador incluyendo tanto la profundidad de calado del aparejo como los tiempos de arrastre o calado
del trasmallo. De forma complementaria como una variable ambiental adicional se estimé para cada

animal entregado la temperatura diaria de la superficie del mar en el puerto de origen de los barcos
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pesqueros de acuerdo con SeaTemperature (www.seatemperature.org; visitada el 1 de febrero de
2021). Esta informacidn serd relevante para el establecimiento de los posibles factores de riesgo de la

enfermedad que trataremos en el capitulo 3 de esta Tesis Doctoral.

Por ultimo, se registraron las observaciones de los pescadores relacionadas con la situacién vy el
comportamiento de las tortugas a bordo inmediatamente tras la captura y su evolucién en el tiempo,

informacidn que es relevante desde el punto de vista del diagndstico y la evolucidn clinica.

B— DIAGNOSTICO CLINICO

Como ya viéramos en el capitulo anterior, todas las tortugas entregadas vivas fueron
examinadas en las primeras 24 h (en un promedio estimado de 12h desde la hora reportada de

captura).

La evaluacion clinica rutinaria a la llegada al centro incluia el examen fisico y neurolégico completo
basado en Chrisman et al., (1997) asi como los estudios de hematologia y bioquimica completas y de
imagen mediante radiografia y ecografia. En 42 de los casos mas relevantes compatibles con DCS (14
de trasmallo y 28 de arrastre) se incluyeron ademas estudios complementarios pormenorizados
mediante tomografia computerizada con el fin de mapear y cuantificar mejor el grado de embolismo
y la eficacia del tratamiento. La mayoria de estas adquisiciones se realizaron desde 2018 en adelante,

fecha en la que se instalé un tomdgrafo en el hospital veterinario del Oceanografic,

Las muestras de sangre se tomaron y analizaron de forma rutinaria de todos los animales en los que
fue posible el mismo dia del acceso y siguiendo el procedimiento ya mencionado en el capitulo
anterior, incluyendo un total de 140 individuos (66 sin EG, 30 con EG leve, 33 con EG moderado y 11
con EG severo). Los parametros medidos incluyeron tanto pardmetros de hematologia como de
bioquimica sanguinea. En hematologia se incluyé: hemoglobina, hematocrito (por
microcentrifugacién), RBC, WBC total (manual), heterdfilos, linfocitos, monocitos y eosindfilos. En
bioquimica plasmatica: glucosa, BUN, creatinina, bilirrubina total, bilirrubina directa, colesterol,
proteinas totales (por colorimetria), albumina, fosfatasa alcalina (ALKP), alanin-aminotransferasa
(ALT), aspartato amino transferasa (AST), gamma glutamil transferasa (GGT), creatin kinasa (CK),
lactato deshidrogenasa (LDH), calcio, fésforo, ratio Ca/P, sodio, potasio, cloro, hierro, acido urico y

triglicéridos.

Con el fin de ver si existian diferencias significativas en la paramétrica sanguinea entre los diferentes
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grados de embolismo y con la mortalidad, se hizo un analisis estadistico univariante de los resultados
de 140 animales procedentes de pesquerias agrupando los diferentes ejemplares en 4 categorias en
base a su grado de afectacién: sin embolismo, leve, moderado o grave. Posteriormente se repitio el
analisis univariante de cada uno de los diferentes pardmetros sanguineos agrupados en base a la

supervivencia del paciente.

Inicialmente se realizd un analisis de completitud, seguido de un analisis descriptivo de las variables,
tanto visual como numérico calculando la frecuencia, media, desviacién estdndar, minimo, maximo, y
percentiles (25, 50 y 75) para cada uno de los parametros sanguineos. Posteriormente, se realizaron

diferentes analisis estadisticos:

o La condicidn de normalidad de cada uno de los parametros sanguineos se determiné mediante
los métodos Shapiro (Shapiro and Wilk, 1965) y D’ Agostino (D’Agostino and Pearson, 1973; D’Agostino,
1971).

. La asociacidn de las variables analiticas con la mortalidad total y la presencia de EG se analizé

mediante la prueba de Mann-Whitney (Mann and Whitney, 1947).

o Para estudiar la asociacién entre la paramétrica sanguinea y la severidad de EG se utilizé el test
de Kruskal-Wallis (Kruskal and Wallis, 1952), seguido de un analisis post hoc de las variables que

resultaron significativas (Nemenyi, 1963).

o Finalmente, el grado correlacion entre las distintas variables se determiné mediante el método

Spearman (Dodge, 2008).
Se determind que un resultado es significativo si el valor p obtenido es menor que 0.05.

Tanto el procesado de la base de datos como los analisis estadisticos se realizaron mediante el software
Spyder (v4.1.4) con la version 3.8.3 de Python y los paquetes pandas (v1.0.5), numpy (v1.18.5), scipy
(v1.5.0) y matplotlib (v3.2.2).

Los estudios de diagndstico por imagen se realizaron siguiendo los protocolos e incluyendo los mismos
equipos anteriormente mencionados en la fase de descubrimiento de la enfermedad, pero ademas se

incluyeron los siguientes equipos nuevos:

e Un flat panel de radiologia directa Varex XRPad2 4336 HWC de 35x43cm (Varex Imaging) y un
programa de procesado de imagen Capture&View Aqua desarrollado por Digirad y adaptado

para nosotros desde febrero de 2019
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e Tomografo Siemens Somatom Volume Zoom 4 (Siemens Medical) instalado en el propio

hospital veterinario del Oceanografic en enero 2018.

e Resonancia Magnética Philips Diamond Select Achieva 3.0T-TX (Philips Medical) instalada en la
Plataforma de Radiologia Experimental del Instituto de Investigacién Sanitaria la Fe de

Valencia.

En complemento a las técnicas de radiologia simple y TC, se realizaron estudios de resonancia
magnética tras el tratamiento hiperbarico a 6 ejemplares supervivientes a DCS (2 de trasmallo y 4 de

arrastre) con el fin de poder evidenciar la presencia de secuelas o lesiones subletales.

Figura 27: El autor preparando una tortuga dias después de su recuperacion del accidente
descompresivo para su exploracién en la Resonancia Magnética Nuclear ubicada en la Plataforma
de Radiologia Experimental del 11S-La FE con el fin de poder detectar posibles secuelas.

Los criterios de clasificacion de severidad del embolismo a su llegada al CR en base a la cantidad y
distribucidn de gas intravascular y en tejidos detectado por las técnicas de diagndstico por imagen que
se describieron en el capitulo anterior seglin nuestra publicacion de referencia (Garcia-Parraga et al.,
2014), se mantuvieron a lo largo de los 10 afios de estudio categorizando los animales ingresados

como: sin embolismo, o con embolismo leve, moderado o severo.
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C—TRATAMIENTO

Durante los primeros anos de estudio y hasta la publicacion sobre la presencia de la
enfermedad en tortugas en 2014, los individuos sin signos clinicos o con un grado de embolismo leve
detectado mediante las técnicas de imagen no recibieron ningln tratamiento especifico de apoyo a su
llegada. Sélo recibian tratamiento de soporte temporal con oxigenoterapia normobarica, fluidoterapia
o terapia medicamentosa de emergencia (segln se describe en la metodologia del capitulo anterior)

los individuos letargicos o apaticos o que exhibian signos neuroldgicos.

La adaptaciéon de un autoclave como camara hiperbdrica para realizar la primera recompresion
experimental con oxigeno puro tuvo lugar en enero de 2013 (Garcia-Pdarraga et al., 2014), y se aplicé a 2
tortugas con embolismo moderado empleando el protocolo de recompresidon-descompresion mds
comunmente usado en medicina humana (Vann et al. 2011): inicialmente se presurizaron los animales
a 1,8 atm (2,8 ATA) durante 1 h para luego ir disminuyendo la presién a 1 atm (2 ATA) a lo largo de los
siguientes 30 min hasta estabilizar la cdmara en 1 atm (2 ATA) durante otras 3h. Finalmente se procedid
a una descompresion gradual y progresiva hasta alcanzar la presién de superficie (0 atm de presidn

relativa, 1 ATA) a lo largo de otros 30 min.

Posteriormente se encargd la construccion de una camara hiperbarica de tratamiento de mayor
tamanfio que pudiese alojar tortugas mas grandes (hasta 61cm de LCC y unos 30 kg de peso) y dotado
de una ventana de acrilico en la tapa (superior) para poder hacer seguimiento del paciente (Figura 28).
Con esta camara adquirida en 2014, se empezaron a tratar ya todas las tortugas en las que se confirmo
la presencia de gas intravascular (aunque fuesen casos leves), independientemente de que
presentasen o no sintomatologia clinica. En esta segunda cdmara la presién maxima alcanzada era
también de 1,8 atm (2,8 ATA) la cual se mantenia por 2 horas para caer progresivamente a lo largo de
las 4 horas siguientes para estabilizarse en 0,9 atm (1,9 ATA). En esta segunda camara los tratamientos
se mantuvieron periodos mas largos de tiempo pues con el ciclo estandar de 5 h los animales seguian
saliendo con algo de gas intravascular. Los tratamientos promedio se mantuvieron por tanto un

periodo de 12-14 horas en total: 12 horas entre 2,8 y 1,9 ATAy 2 horas mas para bajar de 1,9 a 1 ATA.



CAPITULO 2

Figura 28: Ejemplar mediano de tortuga boba en el interior de una cémara hiperbdrica
especificamente adaptada para el tratamiento en tortugas marinas. La cdmara cuenta con
mandmetro, vdlvula de seguridad y conexion al cilindro de oxigeno. La presencia de una ventana
de acrilico reforzada en la tapa permite observar la evolucién del animal durante el tratamiento.
Mads recientemente (mediados de 2020) se adquirié una nueva camara hiperbdrica homologada para
su uso en personas Oxylife 90 (Oxybarica) (Figura 29). A esta cdmara también se le realizaron algunas
adaptaciones para poder introducir tortugas de todos los tamafios (incluidas las adultas) y en principio
se mantiene operativa hasta dia de hoy trabajando de momento con el mismo protocolo que la
anterior. Esta nueva camara de reciente adquisicion podria soportar presiones algo mas elevadas (de

hasta 3 ATA) y facilitar también la recirculacidon/renovacién del gas comprimido o emplear mezcla de

gases en futuras investigaciones sobre la terapia hiperbarica en estos y otros animales.

Los 135 animales tratados con terapia HBOT durante todos estos afios de trabajo (110 procedentes de
arrastre y 25 de trasmallo) que se sometieron a los ciclos de recompresion-descompresion fueron
evaluados en todos los casos mediante radiologia simple y ecografia antes e inmediatamente después
del tratamiento. Adicionalmente 16 de estos casos también fueron evaluados mediante estudios de
TC. Inicialmente cuando sélo contdbamos con el autoclave adaptado como cadmara hiperbdrica, sélo
aquellas tortugas con un ancho de caparazén en recto menor de 30 cm eran susceptibles de ser
tratados con oxigeno hiperbarico (HBOT) debido al limitado tamafio de la boca del autoclave.
Posteriormente con la segunda cdmara pudimos tratar ejemplares bastante mas grandes (de hasta
61cm de LCC). Los individuos mas grandes que no cabian en las cdmaras disponibles en cada momento
recibieron tratamiento médico de soporte y oxigeno normobdrico durante varias horas en cubas de
transporte selladas con film pldstico y conectadas a un concentrador de oxigeno. Los ejemplares
adultos o con longitudes de caparazén superiores 61cm no se pudieron someter a recompresion

hasta la llegada de la dltima cAmara de mayores dimensiones.
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Figura 29: Camara hiperbdrica Oxylife 90 de uso comercial para su empleo en medicina humana.
Esta cdmara de nueva adquisicion cuenta con una adaptacion en la que se sustituye la camilla por
una bandeja de inoxidable y permite tratamientos de ejemplares de gran tamaiio, a presiones mds

elevadas y con mezcla de gases. Cuenta demds con ventanas que son de vital importancia porque

permiten la observacion y monitorizacion del paciente durante el proceso.

D - EXAMEN POST MORTEM

Las necropsias fueron realizadas de forma estandarizada siguiendo el protocolo de Flint et al.,
(Flint et al., 2009). Todos los casos de muerte (79 en total a lo largo del periodo), se necropsiaron en la
mayoria de los casos dentro de las primeras 24 horas tras la recuperacion de las tortugas de las artes
de pesca o en menos de 12 horas en los 16 casos de muerte que causaron baja en el centro de
rehabilitacion. Se prestd especial atencion para evitar la formacién de artefactos por infiltracion de
aire atmosférico y se documentaron todos los hallazgos patoldgicos y lesionales con fotografias.
Asimismo, se tomaron muestras de histopatologia rutinarias de multiples drganos y tejidos incluyendo

piel, musculo, grasa prefemoral, higado, bazo, corazén, grandes vasos cardiacos, cerebro, intestino,
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glandula de la sal, plastrén, glandula tiroides, ambos rifiones, ambos pulmones, ambas génadas y de
cualquier lesidén macroscdpica observable. Los tejidos fueron fijados en formol tamponado al 10% y
almacenados en el banco de tejidos para su posterior andlisis histopatoldgico. Los resultados de la
histopatologia no son objeto de este trabajo de Tesis Doctoral que se centra mds en el diagndstico

clinico-patolégico (a nivel macroscdpico) y tratamiento inicial de la enfermedad.
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Il — RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente apartado trataré de extractar la mejor aproximacién clinica frente a la
enfermedad en lo referente al diagndstico y el tratamiento en el paciente afectado en base a la
experiencia y conocimiento generados a lo largo de estos 10 anos de estudio. De las 435 tortugas
entregadas por pescadores, 249 (un 57,24%) presentaban algin grado de EG a su llegada al CR. En base
a nuestra experiencia con estos 249 casos, hemos querido desarrollar este capitulo sobre los criterios

y las mejores herramientas diagndsticas y terapéuticas en el manejo de la enfermedad.

Con el fin de hacer la lectura mds comoda y sencilla para el veterinario clinico de tortugas como
principal usuario de la informacién presentada en este capitulo, he decidido incluir los resultados e ir
comentandolos a lo largo del texto fusionando resultados y discusién. Relacionado con este objetivo,
publiqué en 2017 como coautor un capitulo sobre tortugas marinas y pesquerias en el Unico libro de
referencia existente sobre medicina de tortugas marinas, donde tratamos bastante en profundidad los
conocimientos hasta el momento de la DCS en estas especies (Parga et al., 2017). Posteriormente, ya
en 2019, escribi como autor principal un capitulo en la dltima edicidon del libro de referencia en
medicina de zoo y fauna salvaje: Fowler's Zoo and Wild Animal Medicine Current Therapy, sobre
medicina hiperbarica en especies acuaticas (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019). Adicionalmente
en el campo diagnostico también participé en la publicacion de un articulo cientifico que se centra mas
concretamente en el uso de la técnica de espirometria en tortugas marinas como herramienta
diagndstica a la hora de detectar la enfermedad y grado de afectacion del animal, asi como para medir

la adecuacién de la respuesta al tratamiento hiperbdarico (Portugues et al., 2018).
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A— APORTACIONES CLINICAS AL DIAGNOSTICO IN VIVO

El diagndstico de la enfermedad incluye la historia clinica de los animales proporcionada por el
pescador (tipo de arte de pesca, duracidén del lance del aparejo (asociado al tiempo de inmersidn),
profundidad, temperatura del agua, condicién inicial del animal tras la recuperacién del arte y la
progresion a través del tiempo, los signos clinicos observables en la exploracién clinica externa, y las
pruebas diagndsticas complementarias). A dia de hoy, las pruebas de diagndstico por imagen
incluyendo radiografias, ecografia y la tomografia computada (TC) suponen la aproximacidn clinica mas

practica y fiable para diagnosticar con precision el EG en estos animales.

A.1- LA HISTORIA CLINICA Y EXAMEN F[SICO GENERAL

Las tortugas vivas afectados por DCS en general, muestran escasos signos clinicos observables
y estos pueden ser facilmente pasados por alto o incluso pueden ser confusos. Es por tanto esencial
gue exista un alto grado de cooperacién entre el pescador y los veterinarios que se encargan de la
atencién y rehabilitacidn del animal, ya que los primeros pueden ofrecer una valiosa informacion que
ayude a los segundos al diagndstico y tratamiento precoz. Es de gran ayuda en el diagndstico poder
contar con la maxima informacién proporcionada por el pescador sobre la condicidn inicial en la que
se recuperd al animal del aparejo, los signos clinicos y su progresion en el tiempo (en especial porque
normalmente se tarda varias horas desde que son capturados hasta su ingreso en un centro de
rehabilitacion). De forma similar a lo que se observa en los seres humanos con DCS (Vann et al., 2011),
los sintomas de la DCS son causados de forma directa o indirectamente por los dafios mecanicos,
embdlicos/ isquémicos y los efectos bioquimicos de la formacidn de burbujas intra y extravasculares
que se van formando con el paso del tiempo por lo que la cronologia en esta enfermedad es muy

importante.

En cuanto al examen fisico general, la gran mayoria de los ejemplares procedentes de la pesca suelen
presentar una buena condicién corporal con unas reservas grasas adecuadas salvo que presenten
algun otro proceso concomitante. Ademas, pueden mostrar lesiones externas tipicas asociadas con
traumatismos como consecuencia del enmallamiento en la red, la friccion por arrastre o los golpes en
la cubierta del barco (Figura 30). La evaluacién de este tipo de lesiones es también importante para la

interpretaciéon del estado general del animal en su conjunto.
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Figura 30: Principales hallazgos externos en tortugas marinas capturadas accidentalmente por
pesquerias de arrastre en la Comunidad Valenciana. A) Escoriaciones tipicas a nivel del espaldar
asociadas al proceso de arrastre. Notense las lineas a modo de arafiazos por todo el caparazén. B)
Lesiones traumaticas en la piel del cuello y en la insercion de la aleta pectoral izquierda. C)
Escoriaciones a nivel de la piel del borde palpebral. D) Lesion traumdtica en la parpado superior. La
piel de los parpados es muy fina y de forma frecuente puede evidenciar lesiones en animales
procedentes de pesca de arrastre.
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Figura 31: Lesiones sufridas por el arrastre en la region ventral de las tortugas. A heridas en las
placas corneas del plastron en la region axilar. También se pueden observar zonas de abrasion
dérmica con pérdida del estrato corneo superficial en la region ventral del cuello y base de la aleta
pectoral. B Heridas por abrasion en la region ventral posterior del plastron (zona inguinal), donde
ha desaparecido todo el espesor del escudo corneo dejando expuesto el hueso subyacente.

Figura 32: Presencia de edema y prolapso cloacal en ejemplares procedentes de pesca de arrastre.
Este hallazgo es poco frecuente y podria estar asociado con el incremento de presion intracelémica
durante el arrastre o durante el izado del copo y la descarga de la pesca en cubierta o bien con un
déficit del retorno vascular como consecuencia del sindrome descompresivo.
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Figura 33: Evidencia de espuma saliendo por narinas como consecuencia de la aspiracion de agua
de mar durante la inmersion y el edema pulmonar.

Ademas, y muy especialmente en animales que han permanecido muchas horas en inmersion forzada,
se pueden signos de aspiracién de agua de mar consistentes en la aparicion de espuma en boca o
narinas o incluso en eliminacién de agua durante la respiracion al poner al animal en un plano inclinado
45-60 grados durante la exploracidn. Esta circunstancia se da especialmente en trasmallo donde se

observd en un 35,26% de los casos frente a solo un 1,84% de los animales ingresados por arrastre.

En base a nuestras observaciones a lo largo de estos afios en Comunidad Valenciana, las tortugas
procedentes de pesquerias mostraron cuatro tipos comportamientos diferentes en el momento de ser

ascendidas a superficie o poco tiempo después:
1. Animales aparentemente normales, con respuesta al manejo y movimientos coordinados

2. Animales hiperactivos o hiperexcitados con diferente sintomatologia neuroldgica. En este caso

los pescadores describian que eran animales muy activos inicialmente, desplazandose
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activamente por la cubierta, intentando morder, en ocasiones con movimientos de aletas

descoordinados.

3. Animales en estado estuporoso/comatoso, donde se percibia una clara reduccién del nivel de

consciencia o respuesta a los estimulos.

4. Animales aparentemente muertos con ausencia total de respuesta a cualquier estimulo y

pardlisis flacida de cabeza y miembros.

Los animales con EG en sus diferentes grados, pueden aparecer de inicio en cualquiera de estas 4
formas ya que en muchos casos concurren otras patologias asociadas a la inmersidn forzada, no
encontrando tipologias puras de embolismo, hipoxia, aspiracién o traumatismo, por ejemplo. Sin
embargo, un signo bastante sugerente de la posibilidad de EG y DCS asociada (a diferencia con otras
patologias asociadas a la inmersion forzada), es cuando el animal se recupera del aparejo normal o
hiperactivo y a medida que pasa el tiempo en cubierta sufre un empeoramiento progresivo de su nivel
de consciencia. El animal afectado en casos en caso de EG moderado o severo desarrolla

sintomatologia neuroldgica o evoluciona a comatoso/estuporoso llegando incluso a morir si no se

aplica un tratamiento especifico.

Figura 34: Ejemplar comatoso de
tortuga boba procedente de trasmallo
monitorizado con ECG y doppler
monofdsico para controlar el pulso
arterial. En algunos casos es preciso
recurrir a la ecocardiografia para
poder evaluar la frecuencia y calidad
del latido cardiaco.
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En la mayoria de los casos, el sindrome de EG se superpone ademas con otros procesos asociados a la
inmersidn forzada incluyendo el ahogamiento con o sin aspiracién de agua, la hipoxia, la acidosis, el
desequilibrio de electrolitos, los traumatismos y la miopatia de captura y es por tanto muy complejo
distinguir que componente sintomatico corresponde a cada una de estas patologias. En condiciones
normales, la hipoxia, el ahogamiento, los traumatismos o la acidosis no deberian conducir al
agravamiento del cuadro clinico tras el mantenimiento del animal en cubierta, sino mds bien lo
contrario. Sin embargo, en el caso de la DCS este fendmeno de agravamiento del cuadro
fundamentalmente neuroldgico si puede suceder y muy especialmente en los casos graves de
embolismo. En estos casos, observamos que los animales sin tratamiento hiperbarico terminaban
muriendo a las 6-12h en casos graves y a las 72 horas en casos moderados. A lo largo de este periodo,
de los 374 ingresados vivos, gracias al tratamiento han muerto sélo 18 animales en el CR de los cuales
14 tenian un grado de embolismo moderado o severo y de los otros 4 (3 con embolismo leve y un caso
sin embolismo), todos procedian de trasmallo con aspiracién abundante de agua de mar. Si nos
cenimos al arrastre donde los tiempos de calado son mas cortos y los casos de descompresién mads
puros (generalmente sin aspiracidén ni ahogamiento), en todo este periodo hemos tenido 10 casos de
EG moderado o severo que llegando vivos, no pudieron ser tratados en cdmara hiperbdrica o con
oxigenoterapia prolongada porque acontecieron antes de que estuviese disponible o no se encontraba
operativa, y 6 de estos casos murieron. A pesar de la pequefia muestra, esto supondria un 60% de
mortalidad a pesar de la terapia de soporte y la oxigenoterapia puntual. El embolismo leve, si no
concurre con otras patologias, en nuestra experiencia es generalmente asintomatico y no suele

presentar complicaciones aparentes al menos a corto plazo durante la recuperacion.

En el examen clinico, las tortugas afectadas de EG pueden por tanto desde no mostrar ninguna
sintomatologia clinica o signo de la enfermedad (fundamentalmente en los casos leves), a desarrollar
signos neuroldgicos graves. El examen neurolégico (Chrisman et al., 1997) y su repeticion en el tiempo,
es por tanto de gran importancia en la posible deteccidon de la enfermedad. Los hallazgos mas
frecuentes que se pueden observar al ingreso en animales afectados (varias horas tras la captura)
pueden implicar una reduccion del estado general de consciencia/actividad, extensién/retraccion
espastica del cuello (a veces lateralizando la cabeza) y apertura de la boca, la descoordinacion en el
movimiento de aletas, paresia de las extremidades (retraidas o no), dificultad respiratoria (también
condicionada por la compresién pulmonar como consecuencia de la expansién de érganos y visceras

intraceldmicos por el gas), pérdida de la sensibilidad superficial o nocicepcidn regional, reduccion o
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pérdida del reflejos (incluyendo el palpebral, retractor del cuello, retractor de las aletas o el cloacal) e
incluso paralisis completa. La sintomatologia puede ser un reflejo de la localizacion y la cantidad de
burbujas de gas. Aunque la retraccion de las aletas posteriores bajo el caparazén protegiéndose la zona
de la cloaca se puede considerar un reflejo bastante frecuente en algunas especies de tortugas (p. €j:
las tortugas verdes) ante situaciones de estrés (Harms et al., 2017), en nuestra experiencia no es tan
comun en las tortugas bobas y si lo hemos podido ver frecuentemente como hallazgo asociado con

casos de embolismo en estos animales.

Figura 35: Ejemplar con retraccion espdstica del cuello y retraccion y plegamiento de las aletas
posteriores bajo el plastron.
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Figura 36: Ejemplar con
retraccion de ambas aletas
pectorales bajo el plastrén.

Este hallazgo no lo hemos
visto asociado a ninguna otra
patologia en tortugas marinas
ni se describe como tal en la
literatura publicada.

Segln nuestras observaciones, la flotacion positiva (con incapacidad para sumergirse) y la natacion
irregular se pueden dar durante algunas horas en caso de que los ejemplares afectados se devuelvan

directamente al agua.

Aungque como hemos comentado anteriormente no existe sintomatologia patognomodnica de la
enfermedad, si que existen dos hallazgos clinicos que se podrian considerar intrinsecamente asociados
a esta condicion, aunque sélo son observables en algunos casos de descompresion severa. Por un lado,
estaria la posible presencia de burbujas de gas en cdmara anterior del ojo que en nuestro caso lo hemos
podido evidenciar en sélo 4 de los 435 ejemplares estudiados y todos ellos casos severos que llegaron
muertos o murieron a las pocas horas de la llegada. No es descartable que se puedan dar burbujas en

camara anterior en casos mas leves, pero no serian facilmente evidenciables en el animal vivo.
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Figura 37: Presencia de burbujas de gas intraoculares (en camara anterior) en un ejemplar con EG
severo que ingreso ya muerto en el CR. Este tipo de exploracion ocular no se puede realizar en el
animal vivo y consciente, pero si es viable en casos muertos o comatosos.

Por otro lado, en algunos casos de embolismo grave o moderado, se puede dar la circunstancia de
extraer sangre con burbujas o incluso sdlo aire al hacer la puncién en el seno cervical dorsal durante la
extraccion de sangre a la admisién al CR. Este hallazgo puede llegar a ser mas frecuente, cerca del 50%
en los casos de embolismo severo que suelen ingresar ya comatosos en el CR transcurridas varias horas
tras su captura, detectandose alguna burbuja ocasional en las extracciones de sangre de los casos
moderados. Si la puncion es correcta y el sellado con la piel es adecuado, es un hallazgo que
consideramos altamente sugerente de la enfermedad para animales que procedan de pesca
accidental. La acumulacidn de gas en el seno cervical dorsal suele evidenciarse al cabo de las horas de

haber hecho superficie.



CONSIDERACIONES CLINICAS SOBRE LA ENFERMEDAD: AVANCES EN EL DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO

Figura 38: Ejemplares de tortuga con EG severo al ingreso durante la extraccion de sangre del seno
cervical dorsal. Nétese la abundante presencia de burbujas que salen mezcladas con la sangre
tanto en el cuerpo de la jeringa como en el extensor de la palomilla. En algunas ocasiones puede
llegar a salir unicamente gas con algunos restos de sangre (derecha).

A.2- DIAGNOSTICO POR IMAGEN

Como hemos visto, la DCS es una entidad clinica cuyo diagnostico se basa en la sintomatologia
observable en la exploracién y los resultados de las pruebas diagndsticas complementarias, asociados
a la historia clinica del animal como por ejemplo el tipo de arte de pesca, la duraciéon de calado del

aparejo, la velocidad de ascenso, el estado inicial tras la captura y la evolucidn a lo largo del tiempo.

Como veremos a continuacién y ya describimos en los trabajos previos publicados sobre el diagndstico
y tratamiento de la enfermedad, la combinacion de las técnicas de radiologia y ecografia son el recurso
mas facil, mas rapido, y mas completo para alcanzar un diagnéstico inicial de EG y presuntivo de DCS
en tortugas marinas (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Parga et al., 2017). Dado que en muchos
casos ambas unidades no son facilmente asequibles para muchos grupos de investigacion o centros de
rehabilitacion, es aconsejable proveer al menos con una maquina de Rayos X a aquellas instalaciones
que hagan rehabilitacion en tierra y con un ecdgrafo portétil si se hace trabajo de campo que incluya

el diagndstico a bordo para tratar de diagnosticar EG.

La categorizacién de los animales vivos positivos a EG, asi como en los animales recientemente

muertos la establecimos desde un principio fundamentalmente en base a la cantidad y distribucién de
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gas detectado principalmente mediante técnicas de diagndstico por imagen convencionales (ecografia
y radiologia simple) (Garcia-Parraga et al., 2014). Cabe destacar que esta categorizacion se establecid
originalmente en 2014 en base a los animales que llegaban a nuestro CR varias horas tras la capturay
se mantuvo a lo largo de todo el estudio realizado con los casos atendidos en el CR del Arca del
Oceanogrific. Sin embargo, como veremos, esta clasificacién podria no ser directamente extrapolable
a los estudios que realizamos posteriormente y que presentaremos en el Capitulo 3 de esta Tesis
Doctoral. Los estudios mas recientes evallan a los animales en las fases mas tempranas de la
enfermedad a bordo de buques pesqueros. La formacidn, extension y distribucion del gas puede verse
afectada especialmente durante las primeras dos horas de tiempo en superficie pudiendo dar lugar a
una mayor cantidad de burbujas circulantes inicialmente que tenderian a coalescer y salir de
circulacion, quedando depositadas o retenidas en determinadas regiones del animal al cabo de las

horas.

En base a los estudios de imagen decidimos categorizar a los ingresos en el CR de acuerdo con 3 niveles

de severidad (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Garcia-Parraga et al., 2014; Parga et al., 2017):

4. Embolia leve: cuando sdlo se detectd una pequeiia cantidad de gas en la regidn del rifién
mediante ecografia y la proyeccidn radiografica LL. En los animales afectados en este grado
generalmente el gas no llega a ser detectable en proyeccién DV. Ecograficamente tampoco es
detectable en otras regiones, aunque esporadicamente se puede detectar alguna burbuja en
circulacidn cardiaca. En TC el gas se observa fundamentalmente acumulado en la region renal,
aunque puede aparecer ocasionalmente algin vaso hepdtico afectado especialmente en la
region mas dorsal del drgano (cerca del pulmdn). Asimismo, algunos casos leves en tomografia
también pueden mostrar gas en el canal vertebral. Alo largo de todo el estudio se identificaron

107 casos dentro de esta categoria lo que supuso un 24,6% de todos los ingresos.

5. Embolia moderada: cuando se detecté un mayor volumen de gas en la region del rifidn, siendo

éste muy evidente tanto en ecografia como en radiografia LL, pero también patente en
proyeccidn DV. En esta ultima proyeccidon también se evidencié el EG (mediante la presencia
de angiogramas) en otros vasos de menor calibre ubicados en la periferia del celoma o del
higado y una restriccion en la extensién y contraste del campo pulmonar. Mediante ecografia,
también se observaron algunas burbujas de gas libre en el lumen de los grandes vasos, en el
parénquima y vasculatura renal y en las camaras cardiacas (muy especialmente en el atrio

derecho). El parénquima hepatico también puede mostrar imagenes hiperecogénicas
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compatibles con la presencia de burbujas. En la tomografia se puede detectar la presencia de
gas de forma evidente tanto a nivel renal como hepdtico, asi como en multiples vasos
sanguineos de mayor y menor calibre. El gas suele ser también evidente en SNCy en algunos
casos en la grasa periceldmica. En el periodo de estudio se incluyeron 94 casos en esta

categoria, equivalente a un 21,6% de todos los animales provenientes de pesquerias.

6. Embolia severa: la presencia de gas fue evidente en radiografias DV a nivel del rifidn, el higado,
los grandes vasos sistémicos, e incluso en las propias cdmaras cardiacas. Las imagenes
ecogrdéficas renales y cardiacas generalmente se vieron impedidas por la enorme cantidad de
gas infiltrado en los tejidos que generd un gran artefacto dificultando la penetracion de los
ultrasonidos. Cuando se pudo conseguir una buena ventana ecogrdfica, se observaron
abundantes burbujas de gas en el torrente sanguineo y acumulaciones de gas presentes en la
mayoria de las cdmaras cardiacas y grandes vasos. Los campos pulmonares generalmente casi
desaparecieron en proyeccién DV debido al colapso pulmonar como consecuencia de la
expansién del higado y los grandes vasos por el gas. En tomografia la presencia de gas es visible
en la mayoria de los vasos sanguineos de gran calibre del animal, en camaras cardiacas, y
disperso por multiples érganos y tejidos incluyendo rifiones, higado, grasa pericelémica, SNC
eincluso en el interior de los globos oculares. En el periodo de estudio se categorizaron como

severos 49 casos, un 11,3% del total de ingresos.

Examen radiografico

La radiografia simple es la herramienta de diagndstico semicuantitativa mas sencillay de hecho
la mds practica para clasificar la gravedad del embolismo en cuanto a la cantidad de gas y su
distribucidn organica. Asimismo, esta técnica nos va a permitir la deteccién de aspiracion de agua de
mar a nivel pulmonar, aspecto que como veremos es decisivo tanto para el tratamiento adecuado
como desde el punto de vista del prondstico (Figura 39). En el examen radiografico, al menos se
recomienda tomar las proyecciones dorso-ventrales (DV) y latero-lateral (LL) para permitir al
veterinario tener una visidon general de la cantidad de gas en los casos positivos. Si es posible, la
proyeccion craneo-caudal (CC) también se debe obtener para valorar adecuadamente el campo
pulmonar. El gas intravascular se observa como radioltcido (contraste negativo) llegando a distender

el corazdén y los grandes vasos (Figura 40). La radiografia simple de todo el cuerpo en proyeccion DV
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generalmente proporciona informacidn suficiente para clasificar el grado de embolizacion en leve,

moderada y severa en cada caso dependiendo de la cantidad y distribucion de gas.

Figura 39: Obtencion de una placa
radiogrdfica en proyeccion DV de
un ejemplar de tortuga marina. El
animal estd ubicado sobre un
portachasis sobre el suelo que
contiene el chasis radiogrdfico en
su interior. Encima del animal
(parte superior de la foto) se
encuentra el tubo de rayos. Al
fondo se encuentra el equipo de
digitalizacion (digitalizador
indirecto).

En casos severos, el campo pulmonar tanto en proyeccion DV, CC como LL estd significativamente
reducido de tamafio y mas radiopaco (con menos aire) como consecuencia del colapso pulmonar que
induce la expansidn del lecho vascular y otros érganos y tejidos como el higado (Figura 40). Las venas
iliacas externas y porta renales se contrastan también por el gas acumulado en los individuos con
afectacion moderaday grave, y en estos casos, el embolismo es perceptible en proyeccién radiogréfica

dorso-ventral. En los casos de embolismo moderado, el gas también puede ser detectable
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radiograficamente en los vasos margino-costales de la tortuga y dentro de los vasos hepaticos
normalmente en su region mads periférica. En los casos mas graves, la presencia del EG es mas
generalizada siendo evidente en practicamente todos los grandes vasos y sus aferentes incluyendo las
precavas, la postcava y las grandes venas hepaticas, asi como en las cdmaras cardiacas (seno venoso y

los atrios derecho e izquierdo).

Un aspecto relevante y que serd objeto de estudio a futuro, es que la distribucién del gas patolégico
qgue aparece tras la descompresion en casos moderados y severos podria ser diferente en los casos
procedentes de trasmallo con respecto a los casos de arrastre. Mientras que en el trasmallo parece
haber por regla general menos cantidad de gas y este estar distribuido definiendo vasos mas
periféricos y de menor calibre fundamentalmente, en los casos de arrastre el gas parece generar un
macroembolismo concentrdndose mas en vasos de mayor calibre asociados a los rifiones, las venas
hepaticas, la postcava y las cdmaras cardiacas; no definiéndose con tanto detalle en las regiones mas
marginales de la tortuga. Esto podria deberse a la circunstancia de que, en el caso del arrastre, la
tortuga se somete a una tipologia de pesca dinamica (lo que podria implicar una mayor estimulacion
del animal y un mayor incremento del gasto cardiaco) asociada a una mayor profundidad y por tanto
mayor velocidad de difusién del nitrégeno contenido en los pulmones, aunque en tiempos de calado
mas cortos. Asi el nitrégeno se disolveria mds rapidamente en sangre y los tejidos mas rapidos sin que
esta llegase a equilibrarse con otros tejidos y llevando a una descompresidon mas explosiva a partir del
torrente circulatorio al salir a superficie. Sin embargo, en el caso del trasmallo, el arte por regla general
permanece calado muchas mds horas (mds de 12 horas en muchos casos), a menor profundidad, y es
un arte estatico (el animal probablemente sufriese una menor estimulacién fisica comparado con el
arrastre). Esto podria implicar que la absorciéon del nitrogeno en el caso del trasmallo fuera mas lenta
o gradual que en el arrastre y que los tejidos pudiesen alcanzar un cierto nivel de disolucion del
nitrégeno mucho menor y practicamente en equilibrio con el compartimento vascular. Asi tras la
descompresidn, la formaciéon de burbujas podria no ser tan explosiva y a expensas de solo el
compartimento vascular, permitiendo una formacién de burbujas de nitrégeno desde los tejidos mas
lentos sobresaturados (como la grasa pericelémica que tendria mayor avidez por el nitrégeno (Lonati
et al., 2015; Papadopoulou et al., 2015)), y definiendo mas los vasos periféricos y no tanto los grandes
vasos intracelémicos. A pesar de esta observacidn preliminar, esta observaciéon en referencia a las
diferencias observadas en los patrones de descompresion en base a las pesquerias esta siendo objeto

de estudio mas en profundidad y de ser confirmada se espera poder publicar en una etapa posterior.
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Figura 40: Imdgenes radiogrdficas de 3 ejemplares de tortuga marina en el momento del ingreso. A
Tortuga sana sin signos aparentes de enfermedad. Notese la diferencia de contraste y expansion
del campo pulmonar. B Tortuga afectada por EG moderado. Aparecen ya angiogramas definidos en
las venas iliacas externas y sistema porta renal (flecha hueca) y zonas con angiogramas en region
hepadtica (flecha amarilla). Notese la reduccion en la extension y el contraste del campo pulmonar.
C Ejemplar con EG severo. Se siguen marcando las venas porta renales, pero ademds se observa el
corazén completamente distendido por el gas (flechas blancas) y las venas hepdticas muy dilatadas
y completamente llenas de gas (flechas amarillas). El campo pulmonar ya no es visible en la placa
debido al colapso. Este ejemplar ingresé muerto. Fuente: Imagen adaptada de (Garcia-Pdrraga et
al., 2014).

En ausencia de un ecégrafo, para descartar la condicién mediante exdmenes radiograficos en los casos
leves, la proyeccion LL de la region renal es la que ofrece una mayor sensibilidad a la presencia de gas
dentro de los vasos renales, siendo evidentes incluso los casos muy leves que se perderian si sélo se

disparase en DV.
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Figura 41: Proyecciones radiogrdficas estdandar de un animal con embolismo leve. A Proyeccion DV.
Nétese la ausencia de angiogramas evidentes y la normal extension del campo pulmonar. B
Proyeccion LL. Notese la presencia de gas en la vasculatura renal (6valo) que no era apenas

evidenciable en proyeccion DV.
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Figura 42: Imdgenes radiogrdfica LL de 4 tortugas
con diferente grado de embolismo. A tortuga
sana. No se aprecia la presencia de gas en el drea
de proyeccion renal (region posterior al pulmon).
B caso leve mostrando unicamente una ligera
cantidad de gas en la vasculatura renal que se
aprecia justo por detrds de la silueta pulmonar
(flecha). C Caso de embolismo moderado
mostrando mds zonas radiolucidas en la zona
posterior al pulmoén. Nétese también la presencia
de edema pulmonar como consecuencia de la
aspiracion de agua. D Caso de embolismo severo.
Se observa una amplia region retropulmonar
donde se puede evidenciar la presencia de gas y
una importante restriccion en el drea de
expansion pulmonar. Ventral al pulmoén también
se observan angiogramas en la zona de

proyeccion hepdtica.
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Figura 43: Radiografias de 3 ejemplares con signos compatibles con aspiracion de agua de mar. A
Radiografia DV de un ejemplar con aspiracion leve. Notese la imagen tipica en panal de abeja que
se asocia al edema pulmonar en una region del pulmédn izquierdo. B Radiografia DV de un ejemplar
con aspiracion y encharcamiento masivo de agua de mar afectando a ambos pulmones en toda su
extension. Ademds, se observan signos de EG moderado en region renal, venas marginales-costales
y la vasculatura periférica de las extremidades. C Radiografia LL de un ejemplar con aspiracion leve
que se evidencia como zonas mds radiopacas (blancas) dentro del campo pulmonar. Este ejemplar
también presenta un embolismo leve perceptible por la presencia de gas (zonas radioltcidas) en el
drea de proyeccion renal (justo caudal a donde finaliza la silueta pulmonar).
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Figura 44: Radiografias DV de 4 ejemplares de tortuga marina con EG severo. Nétese la falta de
contraste del campo pulmonar en todas ellas. A ejemplar donde se puede apreciar la distension por
el gas de las venas hepdticas y venas marginales-costales (flechas). B Ejemplar donde se evidencia
la presencia de abundante cantidad de gas en venas hepdticas, venas iliacas externas y sistema
porta renal (flechas) entre otras. Ejemplar intubado. C Distension por el gas de las venas iliacas
externas, porta renales y la postcava (flechas) asi como de las venas hepdticas hasta las regiones
mas marginales del higado. En este ejemplar la silueta pulmonar llega a ser algo mds patente.
Ejemplar intubado. D distensién por el gas de la vena iliaca izquierda y la postcava (flechas) asi
como de las venas hepdticas.
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Figura 45: Radiografia de un ejemplar con
EG masivo. Nétese la enorme distension de
la postcava (PC), las venas renales (R), las
venas hepadticas (H) y las camaras cardiacas
(C). Los vasos hepdticos son visibles
prdcticamente en toda el drea de
proyeccion del higado. El animal esta
intubado.
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Figura 46: Radiografias DV y CC de un ejemplar
con EG severo. Nétese la perdida de definicién del
campo pulmonar tanto en la proyeccién DV como

en la CC. Aunque menos informativa que las
proyecciones DV y la LL, la proyeccion craneo
caudal (CC) también puede dar informacion sobre
el grado de expansion pulmonar y la presencia de
focos neumodnicos donde se evidencie la aspiracion
de agua.

Sefialar que, en nuestra experiencia, en caso de que los animales lleguen con una cantidad importante
de cirripedos adheridos al caparazdn, es preferible eliminarlos con ayuda de una espatula u objeto
atraumatico antes de la realizacién de cualquier estudio radiolégico o tomografico, con el fin de

eliminar posibles interferencias en el diagnéstico.

Las radiografias de los especimenes muertos también resultan ser muy Uutiles para facilitar la
interpretacion de los hallazgos de gas intravascular y las lesiones previas a la necropsia y asi interpretar

mejor su significatividad.
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Examen ecografico

La ecografia es el método mas sensible para determinar la presencia de burbujas de gas incluso
en casos muy leves ya que el gas es muy ecogénico al generar un cambio de fase con respecto a los
tejidos. Incluso acumulaciones muy pequefias de gas pueden verse como manchas hiperecoicas
generando sombras acusticas o artefactos tipicos en cola de cometa (Figura 50; Figura 51; Figura 53;

Figura 54).

Las principales ventanas acusticas que proponemos como mas Utiles en tortugas para la evaluacién de
los diferentes érganos que se suelen afectar por el EG en la exploracién ecografica en base a los accesos

estandar establecidos por Valente et al. (2007) serian:

e Fosas prefemorales derecha e izquierda: para la exploracidn de los rifiones y celoma caudal.
e Ventana cervical ventral: para la exploracidn del corazén
e Ventanas cérvico-braquiales derecha e izquierda: para la exploracién del corazén y parte del
higado
e Ventanas axilares (fundamentalmente la derecha): para la exploracién del higado.
En nuestra experiencia en base a los animales recibidos en el CR, estas acumulaciones de burbujas de
gas suelen darse principalmente en los casos leves, a nivel del rifidn. Ademas, la ecocardiografia en
casos leves a moderados por lo general puede revelar diferentes cantidades de burbujas de gas libre
en movimiento dentro de las diferentes cdmaras cardiacas y los grandes vasos (y muy especialmente
en el atrio derecho) tal y como se describe en medicina humana (Francis and Mitchell, 2003; Francis
and Simon, 2003; Gawthrope et al., 2015; Germonpre et al., 1998; Vann et al., 2011). La acumulacién
de gas se ve a través de la ecografia en casos moderados en los rifiones y vasos asociados, atrios
derecho e izquierdo y en el higado. Sin embargo, un examen ecografico es inviable en los casos severos,
debido a la masiva presencia de gas que llega a salir de la disolucién impidiendo la penetracidn de los
ultrasonidos a través de la mayoria de las regiones del cuerpo y los tejidos. En casos severos cuando
se consigue una buena ventana a través del espacio inguinal que no esté impedida por el gas, se puede
llegar a detectar la presencia de liquido libre (trasudado) en el interior de la cavidad celémica. Este
acumulo de liquido se corresponde con la presencia de plasma extravasado en el espacio celémico
como consecuencia del fallo circulatorio y como veremos mas adelante se puede asociar a elevaciones

en el hematocrito y la hemoglobina.
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Sin embargo, y a pesar de su sensibilidad, la ecografia es bastante menos eficaz en comparacion con
la radiografia para cuantificar el volumen total de gas patolégico y su distribucién a lo largo de toda la

anatomia del animal.

Es destacable que cuando establecemos los patrones de gravedad y decimos que el gas tiende a
acumularse en los rifiones y siendo sélo Unicamente detectable en esta regién en los casos leves, nos
referimos a este hecho cuando examinamos a los animales a la llegada al CR, varias horas después de
su captura. Sin embargo, en los estudios ecograficos que hemos ido realizando a bordo de buques
pesqueros inmediatamente después de salir a superficie, las burbujas circulantes eran visibles
practicamente en todas las regiones corporales explorables, siendo en algunos casos explorables mas
evidentes en camaras cardiacas que en circulacion renal. Podria parecer, por tanto, que la circulacién
renal (y muy especialmente el sistema porta renal), al igual que los capilares pulmonares, podrian
retener las burbujas generadas con mas facilidad sacandolas de circulacion. Este hecho podria justificar
gue en estadios iniciales durante la fase de gas-off o de salida del nitrogeno de solucién, haya mas
burbujas circulantes y menos en parénquima renal, mientras que, pasadas unas horas, la mayoria de
las burbujas hayan quedado retenidas en vasos y/o el parénquima renal o se hayan eliminado con la
respiracion quedando ya muchas menos en circulacion. En nuestra experiencia sélo en los casos mas
graves se llegan a observar aun abundantes burbujas circulantes en rifiones, higado y cadmaras
cardiacas trascurridas varias horas. En nuestra experiencia los rifiones son ademas la ultima regién de

donde desaparece el gas intravascular durante la fase de eliminacion.

Figura 47: Imagen ecogrdfica a
través de la fosa prefemoral
izquierda para la evaluacion del
rindén en un ejemplar de tortuga
boba con embolismo severo.
Nétese la falta de resolucion por la
incapacidad de penetracion de los
ultrasonidos ante la abundante
presencia de gas.
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Figura 48: Imdgenes ecogrdficas de rinones sanos de tortugas marinas donde se puede observar la
arquitectura normal del parénquima y los vasos renales y perirrenales. La sangre en el interior de
los vasos, aunque hipoecogénica con respecto al parénquima, es de forma normal mds ecogénica

que en el caso de los mamiferos o las aves. Esto es un hallazgo normal en tortugas marinas.
Imdgenes A y B seccion longitudinal de un Iébulo renal con sonda lineal de alta resolucion. En la
parte derecha de la imagen B se observa imagen compatible con la presencia de gas porque se
produce cierto solapamiento con el pulmén adyacente al rifién. Cy D Secciones longitudinal y
transversal con sonda microconvex. Notese que con estos presets el parénquima se ve mds
realzado, pero es un hallazgo normal. E y F Vasos perirrenales en seccion transversal y longitudinal
con sonda lineal de alta resolucion.
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Figura 49: Imdgenes ecogrdficas de higados sanos de tortugas marinas donde se puede observar la
arquitectura normal del parénquima y las venas hepadticas. En C se observa cierta cantidad de
liquido libre en cavidad celomica (negro).
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Figura 50: Imdgenes renales obtenidas de tortugas con diferente grado de embolismo con sonda
microconvex a través de la fosa prefemoral. A y B Animales sin EG. Las zonas hiperecogénicas se
corresponden con presencia de gas intestinal en seccion transversal (A) o longitudinal (B). Cy D
presencia de embolismo leve detectable como pequeios puntos hiperecogénicos en el parénquima
renal y en algunos vasos renales (D). Ey F. Embolismo moderado. La presencia de gas en el
parénquima es ya bastante evidente generando artefactos e impidiendo la penetracion de los ecos
en mayor profundidad.
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Figura 51: Imagen de alta resolucion mostrando burbujas de gas (hiperecogénicas, blancas) en la
luz de los vasos perirrenales. En la imagen A no se percibe tanto el artefacto, pero se definen muy
bien las burbujas en la luz del vaso. En B es patente la imagen en cola de cometa que dejan las
burbujas en el campo profundo.

Figura 52: A Ecografia hepdtica mostrando signos de EG con acimulo de gas en el parénquima.
Imagen procedente de un animal con un grado moderado de EG. B Asas intestinales con contenido
alimenticio/fecal en su interior. Es importante no confundir el gas digestivo o pulmonar que por
proximidad anatomica pueden localizarse cerca de la region renal o hepdtica con gas patoldgico
procedente de un evento descompresivo.
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Figura 53: Imdgenes ecogrdficas de un mismo ejemplar de tortuga boba con embolismo moderado.
En las imdgenes A, C y B se observan distintos cortes del parénquima renal a través de la fosa
prefemoral con la sonda lineal de mayor resolucion (12MHz). Las zonas hiperecogénicas se
corresponden a puntos con mayor acumulo de burbujas. Las imdgenes B, D y F estdn obtenidas con
la sonda microconvex de 8MHz la cual ofrece menor resolucién, pero mayor penetracion en el
tejido (mayor profundidad). Las imdgenes B y D dejan ver el parénquima renal con abundante gas
acumulado (blanco) asi como algunos artefactos en cola de cometa por el gas contenido en algunos
de los vasos perirrenales. La imagen F se corresponde a una seccion del parénquima hepdtico a
través de la ventana axilar derecha. La vasculatura hepdtica también muestra la presencia de
abundante cantidad de gas (hiperecogénico). Notese también la presencia de un aumento del
liquido libre (negro) en el espacio celémico.
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Figura 54: Imdgenes ecocardiogrdficas obtenidas en una tortuga marina con EG moderado
mediante sonda microconvex de 8 MHz. Al Atrio izquierdo. AD Atrio derecho V ventriculo. Nétese la
presencia de abundante gas atrapado en la pared del atrio derecho generando un fuerte artefacto
en cola de cometa (flechas).
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Figura 55: Imdgenes ecocardiogrdficas obtenidas en tortugas marinas con sonda microconvex de 8
MHz. A Animal sano sin signos de embolismo. B y C: presencia de gas en camaras cardiacas.
Burbujas circulantes y retenidas en la pared de atrios y ventriculos. AD: Atrio derecho. V
Ventriculo.
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Examen tomografico

A lo largo de este periodo hemos realizado exploraciones de TC a 42 tortugas marinas, 27 de

las que llegaron vivas y 15 en cadaveres con imagen radiografica compatible con descompresion.

En base a nuestra experiencia, el TC supone el mejor método diagndstico para cuantificar y evaluar
con precision la distribucién de las burbujas de gas en los diferentes érganos y tejidos (Garcia-Parraga
and Crespo-Picazo, 2019; Garcia-Pdarraga et al., 2014; Parga et al., 2017). Sin embargo, generalmente
no es una técnica facilmente accesible para la mayoria de los centros de recuperacidn de fauna marina.
Ademas, la tomografia puede requerir anestesia o al menos sedacién en individuos activos lo que en
algunos casos puede ser una limitacion dependiendo de la condicién del paciente. En nuestro caso
empleamos dosis bajas de propofol de 2 a 7 mg kg* BW IV (en animales pequefios dosis menores)
dependiendo del estado de consciencia del individuo, lo que confiere una sedaciéon de
aproximadamente 10-30 minutos en la mayoria de los ejemplares, suficiente para completar la
exploracion. En caso de que el proceso se alargue empleamos 1-2 mg kg BW adicionales segun la
respuesta. En algunos pacientes el vendaje de los ojos puede ser suficiente para conseguir el estado

de relajacion necesario para ejecutar la exploracion sin necesidad de farmacos (Figura 56).

En la exploracidon tomografica para el diagndstico de DCS, se debe incluir al animal de cuerpo entero
con una resolucién maxima y un minimo espesor de corte con el fin de poder aumentar la sensibilidad
y detectar hasta las burbujas mas pequefias. Bien es cierto que, en comparacién con otras especies,
las tortugas parecen llegar a acumular cantidades de nitrégeno mucho mayores en el compartimento
vascular y los tejidos (macroembolismo), siendo éste facilmente detectable incluso en los casos leves.
El gas en las imagenes de TC provoca una hipo-atenuacion de los vasos o regiones donde se encuentra
con respecto a los tejidos circundantes, haciendo que estas zonas aparezcan mas oscuras o incluso de
color negro. Los vasos sanguineos cuando se encuentran completamente llenos de gas se definen

perfectamente por contraste negativo con el entorno.

A la hora de la interpretacidn, es importante tener en cuenta que la presencia de gas en el aparato
digestivo, en bullas timpanicas y en el aparato respiratorio es fisiolégica. Las burbujas asociadas al
contenido digestivo de las visceras intraceldmicas puede ser el que puede llevar a una mayor confusiéon
(Figura 59) si bien es cierto que las tortugas marinas sanas generalmente no presentan demasiado gas
en el tracto digestivo. En cuanto a la generacién de artefactos, la presencia de epibiontes en la

superficie de la tortuga también puede generar interferencias con la lectura para la
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deteccion del gas patoldgico, especialmente cuando se hacen reconstrucciones 3D a partir de las

adquisiciones (Figura 72).

Ademas, las imagenes de TC proporcionan informacién adicional acerca de la presencia de gas en areas
donde la ecografia no puede penetrar y la radiologia no ofrece suficiente resolucién espacial como el
parénquima del SNC y el espacio dentro del canal vertebral. De hecho, hay que destacar que
frecuentemente se observan burbujas en la regidén de la médula espinal, incluso en individuos

levemente afectados (

Figura 61) lo que hace pensar en la posible existencia de dafos subletales (en los supervivientes)

asociados a este tejido tan sensible.

Las exploraciones de TC también las hemos venido realizando en casos moderados o severos para
evaluar la respuesta al tratamiento cuando queriamos verificar la resolucién total del EG en casos
moderados o severos sometidos a tratamiento hiperbarico. Siendo la técnica cuantitativa mas sensible,

nos ayudd mucho a ajustar los tiempos de la terapia HBOT.

Figura 56: Adquisicion tomogrdfica en tortugas marinas con signos de descompresion en las
instalaciones del Hospital Valencia Sur. Los animales generalmente se introducen sedados con
propofol para minimizar el movimiento.
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Figura 57: Tortuga con los ojos vendados durante su exploracion tomogrdfica en las instalaciones
del Oceanogrdfic.

A demas de los signos de EG, el TC es una técnica muy sensible para confirmar el grado y la extension
de la afectacién del parénquima pulmonar tras la aspiracién de agua de mar. Esta evaluacién es
importante en el paciente afectado de descompresion pues de la funcionalidad pulmonar dependerd
también su capacidad de recuperacién. Es a través del pulmén donde el animal debe realizar el
intercambio gaseoso para re-oxigenarse y eliminar el exceso de nitrégeno. En caso de aspiracién de
agua de mar, el parénquima se ve mas hiperatenuado (blanco) con un realce en la definicidn de los

faveolos como consecuencia del aumento de liquido dando una imagen de celdillas (Figura 58).

El post-procesado de imagen tras la adquisicion tomografica permite obtener mucha informacién
adicional del paciente al ingreso y tras la aplicacion del tratamiento. Aunque ya no es objeto de esta
Tesis Doctoral, la informacion derivada del tratamiento de las imagenes generadas serd muy relevante
en estudios futuros: desde la obtencidn de los diferentes cortes y toma de medidas en los tres planos:
transversal, coronal y sagital, hasta las técnicas de reconstruccion segmental en 3D o los programas de
cuantificacidn por segmentacion de volimenes de gas, liquido o hueso, por ejemplo. La eliminacion de

los propios pulmones de la imagen en las reconstrucciones volumétricas 3D de los animales afectados
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por descompresién, puede facilitar el mapeado de la cantidad y distribucidon del nitrogeno en los
distintos compartimentos a la hora de comparar patrones de embolismo en base a la tipologia de las

pesquerias por ejemplo (Figura 73).
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Figura 58: Hallazgos tomogrdficos en un individuo con leve aspiracion de agua de mar afectando
principalmente a la region perihiliar del pulmon izquierdo y levemente al derecho. A. Seccion
transversal a la altura del corazén. El pulmdn izquierdo aparece marcadamente hiperatenuado. B.
Seccion parasagital atravesando la zona afectada por el edema. Notese el engrosamiento de la
pared de los faveolos. C Seccion coronal u horizontal de ambos pulmones mostrando las regiones
hiperatenuadas compatibles con edema por aspiracion. D Vista dorsal de una Reconstruccion
Volumétrica en 3D mostrando las cavidades llenas de aire en el interior del animal. Se puede
evidenciar un realce de la sefial en la zona del pulmédn izquierdo donde se circunscribe el edema
pulmonar tras la aspiracion.
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Figura 59: Adquisicion tomogrdfica transversal de dos tortugas marinas donde se puede observar
la presencia de gas asociado al tracto digestivo. Es importante distinguir estos posibles hallazgos
con el EG por descompresion. A Region media caudal del celoma donde se observan distintas asas
intestinales en seccion transversal con contenido mineral (hiperatenuado, blanco) y algo de gas
asociado (hipoatenuado, negro). B Region media con evidencia de cierta presencia de gas asociado
al contenido estomacal (a la izquierda de la imagen).
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Figura 60: Hallazgos tomogrdficos representativos asociados a un caso de embolismo leve-
moderado. A Seccion tomogrdfica sagital mostrando la presencia de gas en el canal vertebral. B
Ausencia de gas en cdmaras cardiacas o parénquima hepdtico a nivel craneal. En este corte sélo es
perceptible la presencia de algo de gas patoldgico en la grasa pericelémica. C. Corte coronal u
horizontal justo por debajo del plano pulmonar. Se puede evidenciar la presencia de aire en
vasculatura renal y algo también en la region media del higado.

Figura 61: Ejemplar afectado por un grado leve de embolismo mostrando la presencia de burbujas
de gas en el canal vertebral. El gas localizado en esta region no es detectable mediante radiografia
simple ni ecogradfia, debiendo recurrir a la tomografia para su confirmacion.
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Figura 62: Imdgenes de detalle mostrando hallazgos tomogrdficos en seccion transversal de
embolismo leve a moderado. A. Seccion a nivel del corazén donde sdlo se puede llegar a detectar
algo de gas patoldgico en la region mds dorsal de la vasculatura hepdtica. Esta region
normalmente por su ubicacion en profundidad en el celoma no es explorable por ecografia y si las
cantidades de gas no son muy grandes tampoco se puede evidenciar por radiografia. Asi la
tomografia es la técnica de eleccion en estos casos mds leves para confirmar la presencia y
distribucion del gas. B. Seccion a nivel de los rifiones mostrando una mayor presencia de gas en las
venas renales del lado derecho. El rifidn si es facilmente accesible para su exploracion por ecografia
en prdcticamente todos los animales.
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Figura 63: Hallazgos tomogrdficos representativos asociados a casos de embolismo moderado. A
Nétese la presencia de gas infiltrado en la grasa pericelomica y en algunos vasos mesentéricos. B
Gas presente en vasculatura renal, pero en este caso no es detectable en grasa pericelomica. C Gas
en grasa pericelomica y en vasculatura mesentérica asociada al tracto digestivo (centro e izquierda
de la imagen) D. Gas en vasculatura de la pared gdstrica (izquierda de la imagen), higado (derecha
de la imagen) y en grasa pericelémica.

Figura 64: Diferentes imdgenes de embolismo renal grave asociados a casos de EG moderado (B y
C) y severo (A y D). Nétese el detalle de los angiogramas por hipo-atenuacion de toda la
vasculatura renal.
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Figura 65: Imdgenes mds representativas de TC en seccion transversal de cabeza a cola de un
animal afectado por EG severo. A Cabeza. Se puede observar la presencia de gas en el interior de
los globos oculares y el espacio retrobulbar. B, Region celomica craneal a la altura de la base del

corazon. Region media craneal donde se puede ver perfectamente el atrio derecho lleno de gas, asi

como los principales vasos a la salida del corazén. Dy E region media del celoma donde se
evidencian grandes vasos a la salida del corazon y la vascularizacion hepdtica completamente
distendida por el gas. Notese también la restriccion en la expansion del campo pulmonar como
consecuencia de la expansion del higado. F Region celémica media caudal. Se observan

fundamentalmente asas intestinales con aire en su interior pero también se evidencia gas en vasos
mesentéricos, en la grasa pericelomica y en el canal vertebral. G. Regién celomica posterior con

presencia masiva de gas a nivel de toda la vasculatura renal. El gas es también visible en el interior

del canal vertebral.
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Figura 66: Imdgenes tomogrdficas tipo en seccion transversal de celoma craneal a caudal en un
ejemplar afectado por EG severo. A Nétese la presencia de gas en camaras cardiacas (A), la
distension de las venas hepadticas por el gas (B, C, D), la presencia de gas en el tronco mesentérico
(E) y el gas delimitando toda la vasculatura renal (F). El colapso pulmonar por la expansion de las
visceras y organos celomicos es evidente (A, B, C, D, E).

Figura 67: Vista dorsal de 4 reconstrucciones volumétricas en 3D mostrando las cavidades llenas de
aire en el interior de los animales, correspondientes a los 4 grados de afectacion por EG. A Sin EG, B
EG Leve, C EG Moderada, D EG Severa. A medida que el embolismo aumenta en severidad, se
observan mds regiones que contienen gas extrapulmonar. En el caso A, sin EG, las zonas de gas
extrapulmonar se corresponden con gas en el interior del aparato digestivo.
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Figura 68: Vista lateral de 3 reconstrucciones volumétricas en 3D mostrando las cavidades llenas de
aire en el interior de las tortugas, correspondientes a un caso sin EG (A) y a un caso con EG
moderado (B). El gas patoldgico se evidencia fundamentalmente en vasos hepdticos y sobre todo
renales (caudales al pulmén). Nétese la reduccion en la expansion del campo pulmonar.
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Figura 69: Vista craneal o anterior de 3 reconstrucciones volumétricas en 3D mostrando las
cavidades llenas de aire en el interior de las tortugas, correspondientes a un caso sin EG (A), un
caso con EG moderado (B) y un caso con EG severo (C). Una vez mds a medida que el embolismo

aumenta en severidad, se observan mds regiones que contienen gas extrapulmonar y se pierde la
definicion de las estructuras. B El gas patoldgico se evidencia en vasos hepdticos y grasa
pericelomica (flechas amarillas). C El pulmon quede completamente comprimido contra el interior
del espaldar (flechas blancas) como consecuencia de la sobreexpansion hepdtica por efecto del gas.
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Figura 70: Vista dorsal (A), craneal (B) y lateral (C) de una reconstruccion volumétrica en 3D de una
tortuga con EG severo mostrando las cavidades llenas de aire en su interior. Néotese la pérdida de
definicion del campo pulmonar que queda muy reducido de tamaiio y la distribucion del gas
patoldgico por toda la vasculatura del animal. En la vista dorsal, el pulmon impide ver con nitidez
el resto de los érganos afectados.
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Figura 71: A Vista dorsal de una reconstruccion volumétrica en 3D de una tortuga con EG severo
masivo mostrando las cavidades llenas de aire en su interior. En casos tan severos llega a hacerse
evidente por el contraste del gas hasta la vasculatura principal de las extremidades.



capituto 2 [IEEEEETY

Figura 72: Vista dorsal (A), craneal (B) y lateral (C) de una reconstruccion volumétrica en 3D de una
tortuga con EG leve mostrando las cavidades llenas de aire en su interior. Notese la presencia de
gas patoldgico unicamente en la region renal (6valos). La presencia de cirripedos epibiontes
adheridos a su caparazon, generan un artefacto que complica el diagndstico y podria llevar a
confusion.
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Figura 73: Vista dorsal de una reconstruccion volumétrica en 3D de una tortuga con EG severo
mostrando las cavidades llenas de aire en su interior. Notese la pérdida de definicion del campo
pulmonar que queda muy reducido de tamaiio y la distribucion del gas patoldgico por toda la
vasculatura del animal. En la vista dorsal, el pulmén impide ver con nitidez el resto de los 6rganos
afectados (A). Tras la eliminacion de los pulmones del modelo 3D y evitar el solapamiento, se
puede valorar mucho mejor la distribucion y alcance del gas en caémaras cardiacas, region hepdtica
y grandes vasos.
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Estudios de Resonancia Magnética

A lo largo de este periodo y a través de algunos estudios preliminares, hemos podido evidenciar que
la resonancia magnética nuclear (RMN) puede ofrecer un potencial adicional para evaluar el dafio
tisular y la presencia de secuelas en los supervivientes tras un incidente de EG. Las alteraciones
anatdmicas, la falta de circulacidn/perfusién tisular o incluso la modificacidn de la actividad metabdlica
de ciertos tejidos puede proporcionar informacién relevante acerca de la magnitud de los dafios
causados (Wyneken et al., 2013b). En este periodo se han realizado resonancias magnéticas en un total
de 6 animales con el fin de evaluar la presencia de lesiones renales, cardiacas o neuroldgicas: 2 sin
afectacién de EG, 1 caso leve, 2 moderados y 1 severo. Los 4 casos de embolismo fueron tratados en
camara hiperbarica y la resonancia tuvo lugar entre 3y 21 dias después del tratamiento. Gracias a esta
técnica, hemos podido evidenciar la presencia de lesiones subletales renales y en sistema nervioso
central en dos animales supervivientes tras la aplicacion del tratamiento HBOT: un caso afectado por
EG moderado y otro por embolismo severo. Las lesiones a nivel renal fueron mas evidentes trascurridas
3 semanas del evento descompresivo que a los pocos dias del insulto. Uno de estos animales tuvo que
ser sacrificado como consecuencia de un dafio neuroldgico permanente (pardlisis y perdida de
sensibilidad en la mitad posterior del cuerpo) y las lesiones neuroldgicas y renales detectadas en la
resonancia se pudieron confirmar también en histopatologia, evidenciando de algin modo la validez
de la técnica en tortugas marinas para la deteccién de secuelas in vivo. En estudios posteriores se pudo
evidenciar también que las imagenes ecograficas del parénquima renal también se veian afectadas tras

el evento descompresivo (Figura 108).

La RMN aplicada tras el diagndstico y la terapia correspondiente o incluso en individuos de origen
desconocido en los que se sospeche que han podido sufrir algun accidente descompresivo al quedar
retenidos un tiempo en profundidad, puede por tanto ofrecer informaciéon adicional sobre el
prondstico con el fin ayudar a determinar el nivel de dafio tisular y la presencia de secuelas en tortugas
supervivientes antes de su devolucién al mar. Este es un campo muy interesante para explorar a futuro
y en el que actualmente seguimos trabajando mediante las técnicas de RMN y ecografia renal. Es vital
conocer si algunos de los animales que sobreviven al insulto inicial y evolucionan favorablemente en
el CR, son capaces de sobrevivir en medio natural tras su devolucion al mar. A pesar del limitado
numero de casos, podemos decir que no es descartable que incluso con la aplicacién del tratamiento
especifico de descompresidn, un cierto nimero de casos pueda desarrollar secuelas que mermen su

capacidad de sobrevivir tras su retorno al mar
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Estas lesiones podrian ser aun mas frecuentes en animales no tratados donde los fendmenos
isquémicos y obstructivos se pueden prolongar durante horas, de ahi la importancia de continuar con

los estudios en este campo.

Destacar que para la exploracién con resonancia magnética las tortugas deben ser anestesiadas a dosis
altas (en nuestro caso con propofol 7-9 mg kgt BW IV en bolo) para evitar el movimiento y permitir la
obtencidn de imagenes de calidad. En algunos casos hemos visto que es ventajoso premedicar con
tramadol 10 mg kg BW para minimizar el estimulo que induce la oscilacién del campo magnético
asociada a la entrada de los gradientes. Incluso en un plano anestésico relativamente profundo, los
animales pueden continuar moviéndose durante la adquisicién, lo que dificulta el proceso. En esos
casos generalmente suplementamos al animal con dosis de 2-4 mg kg BW de propofol adicionales
para conseguir mayor profundidad del plano. Las tortugas siendo especies magnetosensibles, podrian
verse afectadas en el tiempo por el alto campo que emplean las resonancias de uso médico (en nuestro
caso un 3 Tesla). Esta circunstancia también la hemos tenido en cuenta considerando que nuestra
poblacién de estudio son animales que deben volver al medio natural y mantener su capacidad de
orientacién intacta. El campo magnético empleado para generar imagen médica en los equipos de
RMN de alto campo (3Tesla) es de 45.000 a 120.000 veces mas potente que el campo magnético
terrestre que emplean muchas especies animales como mecanismo de orientacidn para su navegacion
y que se oscila segun la regién geografica entre 25-65uT. Este aspecto, y dado al elevado nimero de
resonancias que planteamos inicialmente con el fin de valorar secuelas en tortugas supervivientes, nos
llevd a pensar en la realizacion de estudio complementario paralelo sobre los posibles efectos
deletéreos que podria tener la propia resonancia en especies magneto sensibles como las tortugas
marinas. En esta linea y de forma preliminar, realizamos un trabajo con otra especie magneto sensible

que sirviese de modelo por tener un comportamiento mas predecible, la paloma doméstica.

Este estudio reveld que efectivamente, al menos a corto plazo, el alto campo de uso médico para la
generacidn de imagen puede producir cierta disrupcién al menos a corto plazo en la capacidad de
orientacién en especies sensibles al campo como las palomas y quiza también en las tortugas (Garcia-
Parraga et al 2020). A futuro prevemos un proyecto empleando sensores de orientacion y actividad

para medir los efectos de la resonancia en las tortugas marinas.
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Figura 74: Imdgenes coronales de RMN T2-weighted sin contraste mostrando la anatomia interna
de la region craneal y media del celoma en tortugas sanas. Notese la excelente resolucion de
imagen para evaluar los tejidos blandos.

Figura 75: Imdgenes axiales de RMN T2-weighted sin contraste mostrando la anatomia interna de
la region craneal media (A) y caudal (B) del celoma en tortugas sanas. Nétese la excelente
resolucion de imagen para evaluar los tejidos blandos y la falta de resolucion para los tejidos duros
(hueso) o el aire (pulmédn). P, pulmones; E, eséfago; S, estémago; H, higado, C, corazén (borroso
por el movimiento durante el latido), G, grasa pericelémica; M, musculo; K, rifion, R, recto, V, vejiga
de la orina.
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Figura 76: Imdgenes de RMN asociadas con la presencia de lesiones renales en un animal afectado
por EG severo y tratado con HBOT. A Imagen axial de RMN T2-Weighted donde se puede apreciar
una lesion isquémica en cuiia de bordes ligeramente hiperintensos en la corteza renal derecha
(flecha). El animal fue capturado y tratado 4 dias antes. B Imagen axial de RMN T1-Weighted del
mismo animal 20 dias después de la primera adquisicion donde se puede apreciar la lesion renal
hipointensa en cuiia de forma mucho mds evidente (flecha). C Urografia axial de contraste tras la
administracion de gadolinio 4 dias tras la captura. Nétese la falta de captacion de contraste en el
rindn izquierdo y el defecto de llenado en la cuiia afectada del rifién derecho (flecha). D Urografia
coronal de contraste en fase tardia donde unicamente se evidencia produccion de orina y
eliminacion de contraste por el rifion derecho (flecha).
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Figura 77: Imdgenes coronales de RMN T2-weighted y T1-weighted sin contraste mostrando
la anatomia interna de la regién celémica caudal en una tortuga sana (A) y una tortuga con
lesiones renales 20 dias después del evento descompresivo (B). En ambos casos las flechas apuntan
al parénquima renal. En la imagen B se observa una mayor heterogeneidad del parénquima con
regiones mds hiperintensas potencialmente asociadas a zonas dafiadas por la isquemia (flecha
solida).

Figura 78: Imdgenes mielogrdficas sagitales de RMN en T1 y T2-weighted myelography mostrando
una zona de lesion a nivel de la médula espinal (flecha). El animal clinicamente mostraba una
pardlisis flacida y perdida de sensibilidad en la mitad posterior del cuerpo.
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B— OTRAS TECNICAS DIAGNOSTICAS COMPLEMENTARIAS

Ademas de las técnicas de imagen y el examen fisico general, siempre que es posible a los animales
gue acceden al CR procedentes de pesquerias también se les realiza una analitica sanguinea completa
incluyendo hematologia y bioquimica. Una de las singularidades observadas en los animales con
embolismo moderado o grave es que en la extraccion la sangre en muchos casos se puede acompafiar
de gran cantidad de burbujas de gas claramente visibles en la jeringa (formando incluso una espuma)
o incluso en los casos mas severos se puede llegar a extraer Unicamente gas ya que los senos cervicales
dorsales pueden llegar a estar completamente exangties y llenos de gas. En estos casos se pueden
llegar a sacar varios mililitros de aire del compartimento intravascular antes de poder empezar a
colectar sangre. La reorientacion del animal elevando la parte posterior del cuerpo ligeramente puede

facilitar el desplazamiento de sangre por gravedad con el fin de poder facilitar el muestreo.

Los cambios observados en la hematologia y bioquimica sanguinea pueden ser el resultado de los
efectos directos de la presencia de burbujas intravasculares con el consiguiente dano endotelial, de
distorsion de los tejidos y de las obstrucciones y hemorragias. Los efectos secundarios incluyen dafio
endotelial, fuga capilar, extravasacién de plasma, y hemoconcentracion tal y como también se
describen en medicina de buceo (Vann et al., 2011). En base a los estudios estadisticos realizados a
partir de un set de muestras de sangre obtenidas (140 individuos procedentes de pesquerias

muestreados en total en el momento de la llegada), los principales resultados fueron los siguientes:

La poblacién objeto de estudio incluyd aproximadamente un 50% de animales afectados de EG, en los
qgue fundamentalmente fueron mayoritarias las categorias de leve y moderado con solo un 7,86% de

Casos severos.
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Severidad EG

EG

504
40 4
No (66) 304
Si(74) ag

101

En cuanto a la mortalidad, gracias al tratamiento establecido, solé 4 ejemplares causaron baja. Este es
un dato importante que considerar a la hora de sacar conclusiones sobre el valor predictivo de la
paramétrica sanguinea en referencia a la mortalidad, ya que el tamafio muestral para este grupo fue

muy limitado.

Muerte
Si(4)

No (136)

A continuacidn se incluye una tabla resumen de toda la paramétrica sanguinea obtenida en base a las
140 muestras analizadas en la poblacion en su conjunto destacando el nimero de casos analizados
para cada parametro, la media, la desviacion estandar, valores maximo y minimo obtenidos y los

cuartiles 25%, 50% (mediana) y 75%. :
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count mean ‘ std min 25% 50% 75% max
Hemoglobina (g/dl) 117 7,75 2,15 3,40 6,30 7,50 9,08 14,80
Hematocrito (%) 125 | 26,60 6,92 13,00 | 22,00 26,00 30,00 52,00
RBC (Mcels/pl) 47 0,41 0,57 0,01 0,25 0,33 0,36 3,50
WBC Manual (cels/pl) 98 |3811,37 |4065,20| 1,52 11,76 |3230,00 |5733,25 | 21687,00
Heterdfilos (%) 86 62,81 15,77 | 26,00 | 55,45 64,75 75,00 92,00
Linfocitos (%) 86 27,40 13,63 7,00 18,00 25,00 34,32 64,00
Monocitos (%) 65 3,00 3,59 0,00 1,00 2,00 3,50 17,60
Eosinofilos (%) 82 7,69 6,18 0,00 3,61 6,35 10,74 28,70
Glucosa (mg/dl) 88 | 186,21 | 62,41 | 72,00 | 137,70 | 178,95 | 224,32 | 382,10
BUN (mg/dl) 81 72,65 29,51 | 4,40 | 50,90 | 71,10 94,30 134,40
Creatinina (mg/dl) 81 0,24 0,23 0,00 0,16 0,21 0,26 2,08
Bilirrubina Total (mg/dl) 82 0,07 0,04 0,00 0,04 0,06 0,10 0,22
Bilirrubina Directa (mg/dl) 59 0,02 0,02 0,00 0,01 0,01 0,02 0,09
Colesterol (mg/dl) 87 | 121,19 | 64,80 3,60 | 78,35 | 113,00 | 151,30 | 351,20

Proteinas T refractom (g/dl) | 112 3,83 1,01 2,00 3,00 3,80 4,43 7,60
Proteinas T colorimet (g/dl) | 83 3,94 1,04 1,80 3,25 3,80 4,60 7,30

Albimina (g/dl) 90 0,93 0,27 | 0,42 | 0,75 0,94 1,04 2,19
Fosfatasa Alcalina (U/I) 89 | 4580 | 42,92 | 880 | 17,70 | 29,90 | 55,90 | 228,00
ALT (U/) 84 4,95 9,29 | -0,20 | 0,80 1,80 4,20 57,70
AST (U/1) 87 | 204,13 | 105,17 | 98,50 | 139,55 | 176,20 | 231,35 | 766,20
GGT (U/I) 20 0,30 0,46 | 0,00 | 0,00 0,10 0,38 1,30
CK (U/1) 79 |1809,18 | 904,67 | 435,80 | 1200,75 | 1612,70 | 2357,45 | 5270,20
Lactato DH (U/I) 85 | 279,23 | 386,89 | 12,70 | 134,60 | 200,90 | 300,80 | 3374,10
Calcio (mg/dl) 83 7,23 2,68 | 4,50 | 5,75 6,50 7,50 19,90
Fésforo (mg/dl) 88 8,89 323 | 3,40 | 6,88 8,45 10,35 | 26,50
Ratio Ca/P 81 0,90 0,39 | 0,33 | 0,62 0,80 1,00 2,22
Sodio (mEq/I) 89 | 149,06 | 7,49 |132,00| 144,00 | 149,00 | 153,00 | 177,00
Potasio (mEq/) 89 3,54 0,66 | 2,31 | 3,14 3,45 3,72 5,80
Cloro (mEq/) 89 | 115,79 | 7,31 |102,00| 111,00 | 116,00 | 119,00 | 145,30
Hierro (ug/dl) 63 | 18,30 | 18,63 | 0,00 | 6,05 11,60 | 23,55 | 88,70
Acido Urico (mg/dl) 81 2,26 1,73 0,12 1,10 1,60 3,00 8,45
Triglicéridos (mg/dl) 84 | 94,15 | 186,12 | 8,40 | 34,40 | 59,05 | 93,80 | 1651,20



CAPITULO 2

Tabla resumen con los valores de referencia agrupados en funcion de la mortalidad para valorar su
nivel de asociacion. En este caso se empled el test no paramétrico de Mann-Whitney, ya que el analisis

de normalidad indicé que estas variables no cumplen dicha condicién.

Muerte Si (n=4) Muerte No (n=136)

Rango Rango

N | Mediana . . s .
intercuartil intercuartil

N Mediana

Fésforo (mg/dl) 2 1950 16.00-23.00 | 86 840 6.82-10.28 0.027
Potasio (mEq/I) 2 4.71 4.67-4.76 87 3.44 3.12-3.70 0.034
Calcio (mg/dI) 2 12.60 10.65-14.55 | 81  6.40 5.70 - 7.30 0.040
Hemoglobina (g/dl) 3 5.20 5.20-6.25 114 7.53 6.32-9.11 0.093
Triglicéridos (mg/dI) 2 10365 95.68-11162 | 82 5895 34.40 - 93.05 0.146
Glucosa (mg/dl) 2 24990 222.55-277.25 | 86 17515  136.90-22357 | 0.166
Creatinina (mg/dl) 1 0.34 0.34-0.34 80 0.21 0.16-0.26 0.170
Hematocrito (%) 3 21.00 19.00-24.00 | 122  26.00 22.25-30.00 0.193
Hierro (ug/dl) 2 26.00 2135-30.65 | 61  11.10 5.90 - 23.40 0.203
:’g’;’:;'"as T colorimet 2 460 4.60 - 4.60 81  3.80 3.20 - 4.60 0.229
Sodio (mEq/l) 2 15500 152.50-157.50 | 87  149.00  143.50-153.00 | 0.256
Acido Urico (mg/dl) 2 3.40 2.50-4.30 79 1.60 1.05 - 3.00 0.322
Proteinas T refractom 3 4.40 3.70-4.90 109 3.80 3.00-4.40 0.443
Colesterol (mg/dl) 2 8900  71.30-10670 | 8  113.00  82.30-151.30 0.506
WBC Manual 1 1687.00 1687.00-1687.00 | 97 3250.00 11.59-5811.00 | 0.621
Fosfatasa Alcalina (U/l) |2  41.20 33.85-48.55 | 87  29.90 17.45 - 56.00 0.648
ALT (U/1) 2 29.15 14.88-4343 | 82  1.80 0.80-4.15 0.649
AST (U/1) 2 23080 184.60-277.00 | 85 17620  140.70-226.60 | 0.681
Ratio Ca/P 2 082 0.58 - 1.07 79  0.80 0.63-0.99 0.726
Albtimina (g/dl) 2 097 0.95-0.98 88  0.94 0.75-1.05 0.763
Lactato DH (U/I) 2 19890 168.30-229.50 | 83 20090  133.05-309.80 | 0.783
Bilirrubina Directa 2 001 0.01-0.02 57 001 0.01-0.02 0.810
(mg/dI)

CK (U/1) 2 1503.95 1465.18-1542.72 | 77 1632.60 1180.90-2467.90| 0.839
BUN (mg/dl) 2 7615 72.83-7947 | 79 7110 48.65 - 94.40 0.843
Bilirrubina Total (mg/dl) |2  0.07 0.05 - 0.08 80  0.06 0.04-0.10 0.952
Cloro (mEq/1) 2 11450 110.75-11825 | 87 11600  111.00-119.00 | 0.967

Para el caso de la mortalidad, vemos que los parametros que mostrarian diferencias significativas entre
los que viven y los que mueren fueron el fésforo, el potasio y el calcio (todos con una p<0,05). La

hemoglobina sin embargo, aunque mantiene un valor p bajo, sobrepasa el limite establecido de
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significatividad. Destacar en cualquier caso una vez mas el tamafio muestral tan limitado de los casos
gue mueren, aunque ciertamente los valores analiticos de estos 3 pardmetros son muy dispares entre
los ejemplares que mueren y los que sobreviven (no existe ni siquiera solapamiento entre los rangos

intercuartiles).

Muerte V5 Potasio Muerte W5 Fosforo

25 4

* 20 4

15 4

mgydL

*
b

Muerte Blurte

Muerte V5 Calcio

20 1 *
18 1

16 4

Muerte

Si es destacable que 3 de los animales que mueren presentaron asociacion de aspiraciéon de agua de
mar con embolismo moderado mientras que el cuarto presenté Unicamente embolismo severo. Asi, la
alteracion analitica asociada a la mortalidad podria venir desencadenada tanto por el propio
embolismo como por la aspiracion. En este sentido, hemos querido ver la influencia de ambos aspectos

por separado.

Tabla resumen con los valores de referencia agrupados en funcién de la aspiracién de agua para valorar
su nivel de asociacion empleando el test no paramétrico de Mann-Whitney, ya que el andlisis de

normalidad indicé que estas variables no cumplen dicha condicidn.
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Aspiracion Si (n=15) Aspiracion No (n=125)
N Mediana . Rango . N Mediana . Rango : sl
intercuartil intercuartil

Calcio (mg/dl) 11 9.10 8.35-14.35 72 6.35 5.70-7.00 <0.001
Sodio (mEq/I) 11 159.70 152.50-163.00 | 78 148.00 143.00-151.65 |<0.001
Acido Urico (mg/dl) 10 5.10 2.72-5.22 71 1.41 0.95-2.70 <0.001
Hierro (pg/dl) 10 27.90 19.30-50.83 53 8.90 5.80-17.30 0.001
AST (U/1) 10 265.35 243.60-314.88 | 77 168.70  136.20-209.30 | 0.001
Potasio (mEq/I) 11  4.10 3.70-4.61 78 3.40 3.04-3.59 0.003
Fésforo (mg/dl) 10 11.75 10.05-12.50 78 8.30 6.73-9.80 0.006
Fosfatasa Alcalina 10 62.65 34.60-11450 | 79 27.10 16.70- 47.60 0.007
Colesterol (mg/dl) 10 67.50 55.12 - 98.55 77 119.30 83.70 - 154.00 0.011
Cloro (mEq/l) 11 128.10 115.10-130.00 | 78 11590 111.00-118.78 | 0.012
ALT (U/1) 11  5.60 1.80-16.80 73 1.70 0.70-3.20 0.013
Glucosa (mg/dl) 11 25250 178.35-295.20 | 77 173.50 135.60-217.80 | 0.021
GGT (U/1) 5 0.60 0.10-1.20 15 0.00 0.00-0.15 0.024
Lactato DH (U/1) 10 309.20 266.85-422.27 | 75 188.90  130.05-288.35 | 0.025
WBC Manual (cels/pl) 10 1468.50 6.08-2250.00 | 88 3467.50 12.33-5937.00 | 0.054
Proteinas T colorimet (g/dl) | 10  3.45 3.30-3.68 73 3.90 3.20-4.70 0.088
CK (U/1) 10 1815.90 1650.70-2168.72| 69 1462.20 1121.60-2467.90| 0.100
Heterofilos (%) 7 51.39 41.30-67.50 79  65.00 56.50 - 75.00 0.162
Ratio Ca/P 10 0.99 0.71-1.29 71 0.78 0.61-0.98 0.189
Eosindfilos (%) 7 9.20 5.65-12.25 75 5.30 2.52-10.23 0.190
Monocitos (%) 7 3.42 1.15-10.26 58 1.95 1.00-3.36 0.255
BUN (mg/dl) 9 82.80 68.20 - 90.00 72 70.35 46.15 - 94.35 0.355
Creatinina (mg/dl) 9 0.23 0.20-0.26 72 0.21 0.16-0.26 0.370
Bilirrubina Total (mg/dl) 10 0.05 0.03-0.08 72 0.06 0.04-0.10 0.394
Proteinas T refractom (g/dl) | 14  4.10 3.00-4.68 98 3.80 3.02-4.40 0.588
Albuimina (g/dl) 11  0.92 0.82-0.99 79 0.95 0.75-1.08 0.680
Linfocitos (%) 7 3472 16.05 - 41.27 79  25.00 18.00-31.75 0.699
Hemoglobina (g/dl) 13 7.30 5.20 - 8.66 104 751 6.30-9.09 0.716
Hematocrito (%) 14  26.00 18.00 - 30.50 111  26.00 22.50- 30.00 0.820
Triglicéridos (mg/dl) 10 45.15 43.12-101.38 74  60.35 34.40 - 90.72 0.830
Bilirrubina Directa (mg/dl) | 8 0.01 0.01-0.02 51 0.01 0.01-0.02 0.963

Para el caso de la aspiracién y encharcamiento pulmonar con agua marina, son multiples los
desequilibrios que se producen. Los pardmetros que mostrarian diferencias significativas con respecto
al grupo de los no afectados (todos con una p<0,05) incluirian los 3 parametros que vimos previamente
que también se asociaban a la mortalidad (potasio, fésforo y calcio) pero ademas mostraron

significatividad: el sodio, el 4cido Urico, el hierro, la AST, |la fosfatasa alcalina, el cloro, la ALT, la glucosa,



TRATAMIENTO

CONSIDERACIONES CLINICAS SOBRE LA ENFERMEDAD: AVANCES EN EL DIAGNOSTICO Y

la GGT y la Lactato DH que tendieron a incrementarse y el colesterol que tendié a disminuir. Una

posible reduccidn en el recuento total de glébulos blancos (WBC) también se quedd en el limite de la

significatividad (p = 0,054). Destacar que, para el caso de la aspiracion, el tamafio muestral del grupo

de individuos afectados si fue mayor al grupo de animales que terminaron muriendo, lo que quiza

también puede contribuir a hallar significatividad en un mayor nimero de pardmetros. A continuacién,

se incluyen los diagramas de cajas y los graficos de distribucién en base a la ocurrencia de aspiracion

para cada uno de los pardmetros que mostraron diferencias significativas:
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Tabla resumen con los valores de referencia agrupados en funcién de la presencia de EG para valorar

su nivel de asociacion en base al test de Mann-Whitney.

Hematocrito (%)
Proteinas T
refractom (g/dl)
Hemoglobina (g/dl)
Fosfatasa Alcalina
(u/n)

Eosindfilos (%)
Triglicéridos (mg/dl)
Colesterol (mg/dl)
Hierro (pg/dl)
Ratio Ca/P
Proteinas T

colorimet (g/dl)
Bilirrubina Total

(mg/dl)

Creatinina (mg/dl)
Lactato DH (U/I)
Acido Urico (mg/dl)
Calcio (mg/dl)

RBC (Mcels/pl)
AST (U/1)

BUN (mg/dl)

CK (U/1)

Potasio (mEq/I)
Cloro (mEg/I)
Linfocitos (%)
Bilirrubina Directa
(mg/dl)
Glucosa (mg/dl)
GGT (U/1)
Heterofilos (%)
Monocitos (%)
Sodio (mEq/I)
WBC Manual
(cels/pl)
Fésforo (mg/dl)
ALT (U/1)
Albumina (g/dl)

64
55
63
51

34
47
50
41
47

50

49

48
48
49
48
20
50
47

45

51
51
38

37

52
13
38
26
51

46

51
47
52

EG Si (n=74)

[\ GIED
a

27.00
4.00
7.70

24.50

4.88
75.10
121.70
13.20
0.86

4.00

0.07

0.21
191.95
2.00
6.65
0.34
164.75
69.20

1581.50

3.39
116.00
25.00

0.01

182.65
0.10

66.00
2.00

149.00

3062.50

8.40
1.80
0.95

Rango
intercuartil

24.00 - 33.50
3.30-4.80
6.60-9.79

16.70 -40.20

2.00-8.70
33.35-103.30
83.70 - 154.75

6.80 - 24.10

0.67 -1.06

3.30-4.70

0.04-0.10

0.15-0.25
122.05 - 294.27
1.10 - 3.69
5.80 - 8.03
0.29-0.36
138.98 - 233.57
40.65 - 93.90
1180.90 -
2016.30
3.10-3.71
111.00 - 119.00
18.25 - 35.92

0.01-0.02

134.78 - 233.25
0.00-0.30
53.25-77.75
0.12-3.88
143.00 - 153.80

12.66 - 5843.75

6.60 - 10.40
0.65-5.35
0.75-1.03

61
57
54
38

48
37
37
22
34

33

33

33
37
32
35
27
37
34

34

38
38
48

22

36
7
48
39
38

52

37
37
38

EG No (n=66)
Median Rango p-valor
a intercuartil
25.00 20.00 - 28.00 0.007
3.30 3.00-4.20 0.012
7.04 5.83 -8.47 0.017
37.15 22.65-60.40 0.059
7.59 4.00-12.12 0.074
46.50 34.40 - 69.80 0.083
98.90 73.10-141.70 0.148
9.10 4.75-13.72 0.166
0.76 0.57-0.91 0.170
3.80 3.20-4.30 0.178
0.06 0.02-0.08 0.200
0.21 0.18-0.27 0.211
214.30 159.30 - 354.80 0.226
1.35 0.90-2.75 0.264
6.40 5.70-6.75 0.295
0.31 0.24-0.35 0.301
191.30 144.80 - 226.60 0.381
72.55 54,57 -94.20 0.386
1233.40 -
1806.90 2477.90 0.428
3.49 3.14-3.75 0.445
116.20 112.00 - 119.00 0.462
24.50 17.88 - 30.75 0.508
0.01 0.01-0.02 0.636
171.90 154.27 - 202.68 0.706
0.00 0.00-0.40 0.707
63.10 56.75-71.50 0.715
1.60 1.00-3.45 0.721
149.00 146.00 - 151.65 0.829
3230.00 10.73-5577.75 0.932
8.60 7.10-10.30 0.949
1.80 0.80-3.20 0.996
0.93 0.75-1.08 0.997
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En referencia a su asociacion con el padecimiento de EG, los parametros en los que hubo diferencias
significativas entre los grupos fueron el hematocrito, las proteinas totales medidas por refractometria

(solidos totales) y la hemoglobina.

En las graficas correspondientes se observa con claridad la diferente distribucién que presentan estas

variables cuando se comparan las poblaciones de tortugas libres de enfermedad y afectadas por EG.
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Para determinar qué parametros sanguineos presentaban diferencias segun la severidad de EG, se

utilizé la prueba de Kruskal-Wallis, debido a la condicién de no normalidad de dichas variables. En este

caso, los Unicos dos pardmetros estudiados que mostraron diferencias significativas fueron el

hematocrito y la hemoglobina tal y como se desprende de la siguiente tabla:
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A T

Hematocrito (%) 0.005
Hemoglobina (g/dl) 0.007
Proteinas T refractom (g/dl) 0.076
Fosfatasa Alkalina (U/1) 0.089
Hierro (pg/dl) 0.116
Proteinas T colorimet (g/dl) 0.240
Triglicéridos (mg/dl) 0.283
Eosindfilos (%) 0.295
CK (u/1) 0.306
Sodio (mEq/l) 0.373
Lactato DH (U/1) 0.416
BUN (mg/dl) 0.418
Colesterol (mg/dl) 0.498
Bilirrubina Total (mg/dl) 0.528
Bilirrubina Directa (mg/dl) 0.529
Cloro (mEq/l) 0.533
Linfocitos (%) 0.546
Ratio Ca/P 0.553
Heterofilos (%) 0.568
AST (U/1) 0.578
Acido Urico (mg/dl) 0.628
Monaocitos (%) 0.659
Creatinina (mg/dl) 0.663
WBC Manual (cels/pl) 0.703
Calcio (mg/dl) 0.740
RBC (Mcels/pl) 0.773
Albumina (g/dl) 0.798
ALT (U/1) 0.803
Potasio (mEq/l) 0.860
Glucosa (mg/dl) 0.936
GGT (U/l) 0.980
Fosforo (mg/dl) 0.995

El andlisis post hoc de las variables significativas se determind que las diferencias se
encuentran Unicamente entre los grupos 0-3 tanto para el hematocrito (p-valor 0.0088) como para la
hemoglobina (p 0.0143). Esto implica que los principales problemas de hemoconcentracién se
asociarian fundamentalmente a los casos de embolismo severo, mientras que en los casos de

embolismo leve o moderado, no se observarian modificaciones significativas en la paramétrica
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sanguinea con respecto a animales procedentes de pesquerias pero sin afectacion. Estas diferencias

se pueden observar con mayor claridad en los correspondientes diagramas de cajas.

Andlisis post hoc (p-value entre distintos grupos)

Hematocrito 0 1 2 3

0 1 0.5131 0.4835 0.0088
1 0.5131 1 0.9998 0.2232
2 0.4835 0.9998 1 0.1675
3 0.0088 0.2232 0.1675 1

Hematocrito VS Severidad EG (p-value=0.005)
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Analisis post hoc (p-value entre distintos grupos)

Hemoglobina 0 1 2 3
0 1 0.2997 0.8877 0.0143
1 0.2997 1 0.7975 0.3803
2 0.8877 0.7975 1 0.0929
3 0.0143 0.3803 0.0929 1

Hemoglobina VS Severidad EG (p-value=0.007)

weal

0 1
Severidad EG

— — —
o [ B
.

o

Hemoglobina (g/dL)

o

Para determinar la posible correlacién de las distintas variables entre si, se calculé el coeficiente rho
de Spearman, asi como el p-valor asociado a cada coeficiente, generando mapas de calor que

permitiesen valorar rdpidamente la asociacién entre parametros.
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El aumento de la hemoglobina, el hematocrito y los sélidos totales se corresponde generalmente con
un fendmeno de hemoconcentracion que efectivamente también se describe en los casos de DCS en
humana asociados a un proceso de extravasacion de suero/plasma sanguineo. Destacar que en el caso
de su asociacién con la supervivencia, la variacidn en la concentracidon de hemoglobina también quedd
cerca de la significatividad pero, en ese caso y a diferencia del EG, la hemoglobina fue mas baja en el
grupo de los animales que no sobrevivieron. La explicacion a los incrementos en hematocrito y

hemoglobina en los casos mas severos de EG se puede justificar por el incremento de la permeabilidad
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de la pared vascular, la sobre expansion del sistema vascular por el gas y el fallo circulatorio severo y
muy especialmente del retorno venoso llevando a una extravasacién de fluidos desde el
compartimento intravascular al extravascular y por tanto a una hemoconcentracion (Levett and Millar,
2008; Vann et al., 2011). Estos hallazgos van también en la linea de los hallazgos de necropsias que
describiamos en el capitulo anterior y que detallaremos a continuacion, con la presencia de efusién
celdmica en los casos mas severos de enfermedad. Por otro lado, las observaciones en referencia al
incremento del fosforo, el calcio y el potasio plasmdaticos asociados con la mortalidad, podrian verse
condicionados por la acidosis, la deshidratacién, el fallo renal y el dafio tisular generalizado que se
producen en los casos de embolismo severo (Stacy and Innis, 2017). La hiperpotasemia se ha asociado
previamente a situaciones de captura accidental pudiendo implicar fendmenos de miopatia de captura
y pudiendo llevar a un posible fallo cardiaco (Innis et al., 2014). Los niveles de calcio elevados en
tortugas generalmente también se asocian a procesos patolégicos ya que generalmente las tortugas
sanas a diferencia de otros grupos de vertebrados, mantienen niveles de calcio fisioldgicamente bajos
en sangre (Stacy and Innis, 2017). La hiperfosfatemia en tortugas también se puede asociar a
enfermedad grave generalmente implicando un problema de fallo renal o déficit de perfusién del
rifidn, especialmente cuando se asocia a hiperuricemia, hiperpotasemia o hipernatremia (Stacy and
Innis, 2017). Hemos de recordar de hecho que el rifidn es uno de los principales érganos afectados por
el EG, viéndose afectado por el acumulo de gas en su vasculatura desde las fases iniciales de la
enfermedad y siendo una de las ultimas regiones donde se eliminan las burbujas de nitrégeno. En
algunos ejemplares afectados por el embolismo el acido Urico también llega a alcanzar niveles elevados
por encima de 5mg/dl lo que en tortugas se asocia a fendmenos de deshidratacion y reduccién en la
funcionalidad renal (Anderson et al., 2011; Deem et al., 2009; Kennedy et al., 2012). De hecho, la
limitada capacidad de filtracién renal durante los periodos de EG y el posible fallo multiorgdnico,
podrian llevar a un incremento progresivo de los niveles de potasio en sangre (hiperpotasemia)

comprometiendo aun mas la funcidn cardiovascular.

Independientemente del embolismo, la inmersién forzada asociada a la pesca accidental en algunos
casos se asocia también a un notable desequilibrio de electrolitos (principalmente la hiponatremia e
hiperpotasemia) en el momento del ingreso. Estos desequilibrios son especialmente relevantes en
caso de aspiracién concurrente de agua de mar, donde estan descritos hipernatremia, hipercalcemia

e hipermagnesemia (Parga et al., 2017; Stacy and Innis, 2017). En nuestro estudio hemos podido
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evidenciar la alteracién de muchos parametros mas asociados a este proceso, hasta un total de 14

incluyendo diversos electrolitos, metabolitos y enzimas.

En base a observaciones preliminares, hemos visto también que en algunos casos de EG
moderado/severo, no son infrecuentes la elevacién severa en plasma de creatin-kinasa (CK) y la
elevacién moderada de la lactato-deshidrogenasa (LDH) especialmente a lo largo de los dias siguientes
al tratamiento. Ademas, la respuesta inflamatoria con desviacidn a la izquierda es también frecuente
en los supervivientes los siguientes dias al ingreso, poniendo de manifiesto el componente inflamatorio
asociado al dafio tisular de este proceso. Sin embargo, es dificil discernir qué cambios corresponden
exclusivamente a la presencia de EG frente a las demds patologias concomitantes que se solapan con
la DCS como consecuencia de la inmersion forzada (incluyendo el ahogamiento con o sin aspiracion de

agua, hipoxia, acidosis, desequilibrio de electrolitos y miopatia de captura).

La prueba de espirometria, aunque no esta comercialmente disponible para este tipo de animales, si
gue se reveld a través de un estudio realizado por nuestro grupo, como una técnica experimental con
potencial diagnostico tanto para diagnosticar la insuficiencia respiratoria de los animales afectados al
ingreso como para evidenciar la adecuada respuesta al tratamiento hiperbarico (Portugues et al.,

2018).
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C—APORTACIONES CLINICAS AL DIAGNOSTICO POST MORTEM

Una de las consideraciones mas importantes de cara al diagndstico post mortem es la de poder
realizar un estudio radioldgico de imagen previa con el fin de poder evaluar la presencia de gas
intravascular y el grado de expansiéon pulmonar antes de proceder a la apertura del animal.
Consideramos que al menos la radiografia DV se deberia poder llevar a cabo en todos los casos posibles
antes de la apertura del cadaver, siendo una técnica sencilla y que aporta mucha informacién. Esta
técnica nos podra indicar, ademds, donde debemos centrar nuestros esfuerzos para localizar el gas

intravascular durante la necropsia.

La exploracidn externa antes de la necropsia también es importante como ya viéramos en el apartado
de la exploracién clinica de los animales que llegan vivos. Cuando no se conoce el origen de los
animales, es importante identificar signos o lesiones caracteristicos de la captura accidental por
pesquerias como los que ya describimos en el apartado del diagndstico clinico: heridas o marcas
superficiales, signos de aspiracion de agua de mar, etc. De estos casos, en el caso particular de los
animales afectados por DCS, las tortugas en muchos casos desarrollan un rigor mortis con posturas
“caracteristicas”, generalmente con retracciones o plegamiento de las aletas anteriores o posteriores
por debajo del caparazén o plastron (Figura 79). La cabeza en algunos casos se muestra retraida o
incluso lateralizada. Estas observaciones que pueden aparecer segln nuestras observaciones hasta en
un 60% de los individuos con signos de descompresidn severa, no suelen aparecer en otros casos de
muerte por otras enfermedades o traumatismos, por lo que si consideramos podrian considerarse al
menos como sugerentes de DCS. Sefialar que estos hallazgos desaparecen tras la resolucion del rigor

mortis en los cadaveres.

Otro aspecto a tener en cuenta en los cadaveres antes de la necropsia es la generacion de posibles
artefactos como consecuencia del proceso de congelacion. En muchos casos los buques que faenan en
altamar y capturan tortugas que terminan muriendo, las congelan en las cdmaras para su posterior
entrega a los investigadores al llegar a puerto (esto es muy frecuente por ejemplo en pesquerias de

USA).
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Figura 79: 3 ejemplares diferentes muertos tras recuperarse vivos del aparejo y desarrollar DCS con
EG severo. Notese la retraccion de las aletas bajo el plastron (flechas) y en A y C la retraccion y
lateralizacion de la cabeza respectivamente. En nuestra experiencia estos hallazgos no son
observables en ninguna otra enfermedad.

Figura 80: Ejemplar de tortuga boba con signos evidentes de aspiracion de agua de mar y DCS.
Nétese la presencia de espuma y liquido saliendo por narinas y boca como consecuencia del edema
pulmonar, asi como la retraccion de las aletas bajo el plastron e inclinacion del cuello durante el
rigor mortis.
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En otros casos, algunos centros de recuperacion o investigacién que trabajan con animales varados,
no tienen la posibilidad de realizar las necropsias en fresco y congelan los caddveres sistematicamente
para proceder a su estudio en el momento mas conveniente porque en principio esta establecido que
la congelacidn no parece alterar demasiado los resultados en referencia a los estudios en fresco (Cook
et al., 2020). En este sentido nosotros hemos podido evidenciar, que la congelacién de los animales
procedentes de pesca accidental si puede incrementar de forma muy significativa en nimero vy

tamanio, los espacios de gas patolégico en el cadaver

Figura 81; Figura 82), pudiendo llevar a un diagndstico erréneo de un mayor grado de embolismo o
incluso generando artefactos de gas intravascular en el caddver que no existian antes de la
congelacién. Este fendmeno aln lo estamos investigando y caracterizando y estd pendiente de una
nueva publicacidon. Presumimos que el fendmeno detrds de este hallazgo se asocia al hecho fisico de
gue cuando el agua se solidifica en hielo, expulsa todo el gas que contiene en disolucién generando
nuevas burbujas. Hemos podido evidenciar también que, tras la congelacién, aunque dejemos
descongelar totalmente al animal, los espacios de gas previamente generados se reducen en parte,
pero en ningun caso se recuera la imagen original antes de la congelacién. Asi, con fines a un
diagndstico riguroso, es vital que los animales no se lleguen a congelar antes de la necropsia o en su

caso, al menos realizar pruebas de imagen de forma preliminar para evaluar el gas presente

originalmente sin artefactos.

Figura 81: Artefacto generado como consecuencia de la congelacion de los caddveres. A Serie
tomogrdfica de cabeza a cola con las imdgenes mds representativas correspondientes a un animal
con embolismo leve-moderado. B. Los mismos cortes, del mismo animal y bajo los mismos
pardmetros de adquisicion tras permanecer 48h en una cdmara de congelacion. Notese el
incremento muy significativo del gas intravascular y en los tejidos a lo largo de todas las secciones.
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Figura 82: Vista dorsal de 3 reconstrucciones volumétricas en 3D mostrando las cavidades llenas de
aire, correspondientes a una misma tortuga para mostrar el artefacto que se genera como
consecuencia de la congelacion de los caddveres. A Animal con embolismo leve-moderado. B.
Mismo animal congelado tras permanecer 48h en una camara a -232C. C Mismo animal tras un
proceso de descongelacion. Nétese el incremento muy significativo del gas intravascular y en los
tejidos. Con la descongelacion (C), se produce cierta reabsorcion del gas que salié de la solucion
durante la congelacion en vasos (flechas) y corazon (elipse) pero en cualquier caso el artefacto de
agravamiento de la severidad permanece.

Durante la necropsia es fundamental destacar como hiciéramos anteriormente la importancia de no
generar artefactos asociados con la propia técnica durante el estudio del cadaver al seccionar vasos o
traccionar de los tejidos induciendo la infiltracidn de aire atmosférico. Esto es especialmente relevante

al retirar el plastron (Figura 83).

En relacion con el diagndstico post mortem propiamente dicho, la mayoria de las lesiones
macroscépicas tipicamente observables ya se describieron en el capitulo anterior con la descripcién
inicial de la enfermedad. En cualquier caso, he generado un archivo fotografico con las lesiones en

organos y sistemas mas representativas de estos afios asociadas a casos de descompresion.

Todos los animales objeto de estudio que terminaron muriendo (n=79) fueron sometidos a necropsia

excepto en 3 casos que por motivos logisticos no se pudieron realizar.
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Figura 83: Técnica de necropsia. Para la apertura del animal se debe primero retirar el plastrén con
la minima traccion posible antes de iniciar la seccion de vasos con el fin de no producir artefactos
por infiltracion de aire.

Los 76 ejemplares estudiados incluyeron: 28 tortugas con EG grave (36,8%), 31 con EG moderado
(40,8%), 13 con EG leve (17,1%) y 4 sin EG (5,3%). De estos 76 ejemplares un 42,1% (32 tortugas)
mostraron ademas signos de aspiracién por agua de mar. Los casos de embolismo leve (diagnosticados
inicialmente mediante las técnicas de imagen), por regla general no fueron evidenciables facilmente
durante la necropsia. Buscando minuciosamente se podria llegar a encontrar alguna burbuja en atrio
derecho, tronco mesentérico o incluso en vasos renales, pero facilmente el gas intravascular puede
llegar a pasar desapercibido. Sin embargo, el embolismo moderado y sobre todo en los casos severos,
la presencia de gas fundamentalmente en camaras cardiacas y grandes vasos llega a ser muy evidente
en aproximadamente el 70% y 100% de los casos respectivamente. El gas a menudo formaba burbujas
de gran tamafio (macroburbujas) que mantienen porciones de varios centimetros y en toda su seccidn
de los vasos sin sangre, lo que presumiblemente llevaria asociado en vida un fenédmeno obstructivo en
la circulacién. En los casos mas extremos se llega a observar una importante distensién de las paredes
atriales/vasculares y el gas desplaza por completo a la sangre del interior de los grandes vasos vy las
camaras cardiacas (atrios y seno venoso). En estos casos, el gas puede ser también facilmente
evidenciable desde el primer momento en la vena abdominal media nada mas retirar el plastrén

(Figura 84A y B).
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Figura 84: Casos severos. A. La presencia de gas en la vena abdominal media visible entre la grasa
pericelomica es detectable en casos severos inmediatamente tras la retirada del plastron. B.
Detalle de las burbujas en el interior de la vena abdominal media (flechas). C Exposicion del saco
pericdrdico antes de su apertura bajo la musculatura pectoral donde se puede intuir perfectamente
la distension por el gas de ambos atrios (flechas).
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Figura 85: Vista ventral del corazén de 4 ejemplares con EG severo mostrando ambos atrios
completamente distendidos por el gas. En C se puede observar como consecuencia del embolismo,
la congestion de algunas sinusoides hepdticas en algunas regiones del érgano y la palidez como
consecuencia de la isquemia en otras porciones del higado. Aunque en casos severos se llegan a
afectar los dos, por regla general el atrio derecho siempre suele verse afectado antes y en mayor
gravedad que el izquierdo (Cy D).

En algunos casos moderados, la presencia de gas no fue tan evidente y sélo se encontraron algunas
burbujas de nitrégeno en seno venoso, atrio derecho, vasos mesentéricos, venas renales y en algunos
grandes vasos intraceldmicos como la post-cava. Los vasos hepaticos que normalmente si se vieron
afectados por el embolismo en pruebas de imagen, en muchos casos al ser intraparenquimatosos no
son facilmente evaluables a través de su pared para detectar la presencia de burbujas durante la
necropsia. Algo similar sucede con los rifiones al ser retrocelémicos y mas inaccesibles no permitiendo
una facil exploracion, y estando ademas recubiertos de la membrana celémica que es mas opaca e
impide la visualizacidn directa como en el resto de los érganos intraceldmicos. En cualquier caso, si se

explora el caddver minuciosamente y buscando el gas intravascular, mas de un 90% de los casos
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moderados confirmados mediante técnicas de imagen también llegan a ser diagnosticables en

necropsia.

. | ) A D

Figura 86: A. Vista dorsal del ventriculo tras reflejar el 6rgano ventralmente para exponer el seno
venoso a la camara, el cual se evidencia lleno de burbujas. El atrio derecho tipicamente estd mds
afectado por la presencia de gas que el izquierdo que también contiene algunas burbujas. Nétese
la presencia de burbujas también en los vasos coronarios que recorren el ventriculo. B Distension
del atrio derecho y congestion de vasos coronarios. Toma de muestra de liquido del saco
pericdrdico. C Presencia de burbujas en vascularizacion coronaria. D Presencia de hemorragias sub-
epicdrdicas asociadas con un cuadro de EG severo.
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Destacar que en casos de DCS en tortugas, tanto en las técnicas de imagen como en necropsia, las
burbujas son observables tanto en el sistema venoso como en el arterial. Las venas, al tener una pared
mas fina y una mayor capacidad de distension, permiten detectar el gas mucho mas facilmente a su
través, pero el embolismo no es exclusivamente venoso, sino que también es patente en el circuito
arterial al menos en los casos graves. Esta afectacidon arteriovenosa es facilmente distinguible
especialmente a nivel del tronco mesentérico que se suele ver afectado en practicamente todos los

casos de embolismo.

Figura 87: Casos severos con evidente presencia de gas en vasos mesentéricos (A,B yC) y en mesos y
en la vascularizacion que discurre por los ligamentos como el gastrohepdtico y en serosa gdstrica
(D). Nétese la distension de las venas por el gas. En el recorrido de las venas por el mesenterio se

pueden observar también las arterias mucho mds finas y opacas (blancas) donde las burbujas
también estdn presentes, pero son mucho menos evidentes. Sobre las serosas se evidencian zonas
de isquemia y de congestion asociada.
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Figura 88: A. Caso severo de EG con presencia de abundante cantidad de gas distendiendo la
vasculatura de la serosa gdstrica. Notense las zonas de congestion y hemorragia asociadas. B.
Vasos mesentéricos exangiies y completamente distendidos por el gas. La porcion de intestino

implicada se ve claramente congestiva.

Figura 89: Vascularizacion esplénica afectada por el EG severo. El bazo en algunos casos puede
llegar a estar enfisematoso.

Mas alld de la presencia de gas patoldgico en el interior del compartimento vascular, las lesiones
agudas de DCS en tortugas se suelen asociar también con la presencia de zonas de congestiéon y/o
hemorragia en multiples érganos o sistemas. Esta es una consideracién importante a tener en cuenta
a la hora de evaluar animales aparecidos varados o de origen desconocido, donde a veces la presencia
de gas intravascular puede ser cuestionado por la putrefaccidén y otros posibles origenes. La presencia
de ciertas lesiones congestivas o hemorragicas en nuestra visidn serian muy sugerentes de EG y DCS.
Estas lesiones mas tipicas se producen mas frecuentemente en dos sistemas: el sistema renal y el
sistema digestivo y particularmente la mucosa intestinal. A nivel renal, los animales afectados por

embolismo severo suelen mostrar muy frecuentemente (mas del 90% de los casos) zonas
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congestivas/hemorragicas mas frecuentemente en los margenes y el polo caudal del rifién, mientras

gue otras regiones de la corteza renal pueden mostrarse isquémicas (Figura 94).

En el caso de la mucosa intestinal, los animales con embolismo moderado o severo suelen mostrar en

mas de un 80% de los casos, un fendmeno de congestion en bandas transversales muy caracteristico (

Figura 90). En nuestra experiencia ninguna de estas dos tipologias lesionales habia sido previamente
detectada en tortugas marinas muertas por otras causas ni descrita en la literatura por lo que
consideramos que podrian ser consideradas lesiones altamente sugerentes de DCS cuando aparecen

en animales con otros signos o historia clinica compatibles.

-
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Figura 90: Congestion segmentaria de la mucosa intestinal tras su apertura. Se pueden observar

bandas de isquemia y congestion (flechas) a lo largo de diversas porciones del tracto intestinal. A

fotografia de detalle. B. Apertura del tracto digestivo completo desde el eséfago (izquierda de la
imagen) hasta la cloaca.
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Destacar que hemos tenido casos de algunos animales que ingresaron con embolismo moderado y/o
severo y que sobrevivieron al insulto inicial gracias al tratamiento, pero terminaron muriendo dias
después, que llegaron a desarrollar lesiones mas crénicas de tipo neumodnico o incluso enteritis
fibrinosa muy probablemente como problema asociado a la isquemia, necrosis e invasion microbiana
de la mucosa intestinal asociada al embolismo. La caracterizacidn de estas lesiones mas crénicas en los
supervivientes a corto plazo es precisamente una de las lineas de trabajo que llevamos actualmente y

sera objeto de otro trabajo de Tesis Doctoral.

Otro aspecto relativamente caracteristico observable en los casos de embolismo mas severo (no asi en
casos leves ni en moderados), es la extravasacion de suero sanguineo al espacio celémico como
resultado del fallo vascular y el impedimento en el retorno venoso asociado al embolismo masivo. Se
observa por tanto en la apertura de la cavidad un aumento del liquido libre que ademas presenta un
color mas amarillento y turbio de lo normal (generalmente es incoloro). Este hallazgo ademas se suele

asociar a un incremento del hematocrito sanguineo en la analitica (Figura 91).

Figura 91: A Presencia de trasudado celémico abundante asociado a un proceso de EG severo que
lleva a una extravasacion de suero sanguineo e incremento del hematocrito. El trasudado en estos
casos es mds abundante y amarillento que el liquido celémico en condiciones normales. B Ligero
aumento del liquido celémico en un caso moderado.

A nivel del aparato respiratorio y mas alla de los casos de aspiracidon que no son infrecuentes (aunque
ésta es una patologia independiente de la DCS), un hallazgo que no es infrecuente en casos de
embolismo severo (presente en aproximadamente un 30% de los casos), es la presencia de enfisema
pulmonar tipicamente en la regién mas craneal de los pulmones, que permanecen hinchados tras la

apertura del celoma en vez de tender a colapsarse como es habitual (Figura 93).
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Figura 92: Evidencias de aspiracion de agua de mar en la apertura del aparato respiratorio. A)
Abundante presencia de espuma tras la seccion de la traquea. B) Pulmones rezumando abundante
liquido y espuma tras la seccion del parénquima. C) Abundante presencia de liquido en el interior
de uno de los pulmones tras su seccion. D) Tras la eliminacion del liquido y la espuma, el
parénquima de los pulmones afectados queda edematosos y exudativos. Se aprecian también
zonas de congestion.

Figura 93: Tortugas afectadas por enfermedad descompresiva. En algunos casos la region mds
craneal de los pulmones puede aparecer enfisematosas y completamente distendidas por el gas (no
se colapsa tras la apertura).
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Figura 94: Lesiones renales observadas en tortugas afectadas por enfermedad descompresiva. A)
Apertura de la membrana celémica visceral para exponer los rinones que ya se aprecian
congestivos a su través. B) Presencia de gas en venas renales. Se aprecia asimismo la presencia de
zonas de congestion en el parénquima. C) Detalle de uno de los rifiones de un animal afectado
mostrando zonas oscuras de congestion y otras mds claras de isquemia. D) Exposicion de la cara
ventral de ambos riflones tras la eliminacion de los organos internos y la retirada de la membrana
celomica. Obsérvese la congestion de la porcion caudal de ambos rifiones. Anatomicamente se
aprecia como los rifiones se ubican justo por detrds del borde caudal del pulmon. E) Imagen de la
cara dorsal de ambos rifiones mostrando dreas de fuerte congestion/hemorragia especialmente en
su polo caudal. F) Seccion de uno de los rinones de un animal afectado mostrando zonas corticales
isquémicas (pdlidas) y zonas corticales de congestion/hemorragia (oscuras).
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Figura 95: Evaluacion de las venas renales (flechas) y las gonadas durante la necropsia. A) Ovario
inmaduro ubicado justo a la entrada del hilio renal donde se pueden observar las venas renales
llenas de burbujas de gas (flechas). B) Testiculo inmaduro ubicado justo entre el pulmon y el rifnén
sobre el hilio renal donde se aprecia la presencia de abundante cantidad de gas (flechas). El
testiculo en si también se muestra congestivo en algunas porciones.

Figura 96: Tras la apertura del craneo se puede evidenciar la presencia de burbujas de gas en vasos
meningeos encefdlicos en 3 especimenes muertos como consecuencia de un cuadro de DCS. Aqui
una vez mds es muy importante hacer una diseccion muy cuidadosa para no generar artefactos al
traccionar de las meninges.

Por ultimo, y también como nuevo hallazgo complementario a la presencia de gas intravascular en los
diferentes drganos o sistemas anatémicos, en algunos ejemplares se ha podido detectar también la
presencia de gas intraarticular en las cavidades sinoviales de animales afectados de descompresién
severa (Figura 97). Este tipo de afectacién no se ha estudiado sistematicamente en todos los animales
necropsiados y actualmente continua siendo objeto de estudio, pero podria ser comparable a los
hallazgos que se observan en humana y que dan origen al nombre de la enfermedad en inglés “the

bends” por el dolor y agarrotamiento que produce a la flexion de las articulaciones (Barratt et al., 2002;
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Vann et al., 2011).

Durante la necropsia como ya viéramos en el primer capitulo también, en caso de duda también se
puede proceder a tomar muestras del gas intravascular siguiendo el protocolo de Bernaldo de Quirds
et al (Bernaldo de Quirds et al., 2011) y prestando especial cuidado para evitar la contaminacién de la
muestra con aire atmosférico. Posteriormente la muestra de gas podrd ser remitida en condiciones
especiales al laboratorio para ser analizada en un espectrémetro de gases masas y asi conocer su
composicion exacta permitiendo complementar el diagnéstico de DCS y evitando confundir
principalmente el gas procedente de una descompresion (compuesto principalmente por nitrégeno),

con posibles fendmenos putrefactivos (Bernaldo de Quirds et al., 2012; Bernaldo de Quirds et al.,

2013a; Bernaldo de Quirds et al., 2013b) .

Figura 97: Presencia de burbujas de
gas en liquido sinovial en la
articulacion coxofemoral de un
animal afectado por EG severo.

Figura 98: Técnica con tubos
vacutainer para la adecuada toma de
muestras de gas segun (Bernaldo de
Quiros et al., 2011) para la
verificacion posterior de su
composicion mediante el andlisis
laboratorial por cromatografia de
gases.
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D — APORTACIONES CLINICAS AL TRATAMIENTO

Durante este periodo de 10 afios, se han tratado un total de 374 tortugas procedentes de
pesquerias que llegaron vivas al CR de las cuales, 194 presentaban signos clinicos de EG que se pudo
confirmar mediante pruebas de imagen. Globalmente, la supervivencia de los animales entregados
vivos fue del 95,19%, reduciéndose al 91,23% en aquellos pacientes que ingresaron vivos con algun
grado de EG. En este ultimo grupo, la mortalidad fue muy superior para los casos procedentes de
trasmallo (20%) que en los tratados procedentes de arrastre donde sélo se alcanzé un 5,85% de bajas
tras el tratamiento. Este resultado contrasta con los datos aportados y aun pendientes de publicar de
un grupo de la Universidad de Bari (en Italia) donde describen una mortalidad del 10% asociada a los
casos de embolismo que llegan vivos al CR procedentes del arrastre (Franchini et al., 2021) (en
revisién). Las diferencias mas significativas entre ambos estudios radican en que en el caso de los
animales de Italia no se aplicd ningun tratamiento especifico (sélo se mantuvieron los animales en
cubas acolchadas en seco o con poca agua), el tiempo de resolucidn de la enfermedad fue mucho mas
lento (de hasta 13 dias) y los animales se liberaron entre el dia 1 y 13 post ingreso, pudiendo no
detectar algunos casos de las muertes adicionales que en nuestra experiencia pueden tener lugar
varios dias tras el ingreso a pesar de sobrevivir al insulto inicial. Por este motivo en nuestro caso nunca
se liberan animales antes de 4 semanas (y tipicamente pasan un minimo de 6 u 8 semanas tras su
ingreso) y siempre una vez se han normalizado los pardmetros analiticos, comportamentales y de
alimentacién. La ausencia de tratamiento con oxigenoterapia (idealmente HBOT) en los casos de Italia,
podria implicar también una mayor duracion de la hipoxia en diferentes érganos y tejidos llevando a
un mayor riesgo de secuelas. El tratamiento HBOT parece ademas la Unica opcidn terapéutica para los
casos con embolismo grave que se presentan ya estuporosos o comatosos. Mientras que esta terapia
permitié en nuestro centro reducir las mortalidades al 3,16%, 11,27% y 22,22% para los casos de
embolismo leve, moderado y severo respectivamente, en el trabajo pendiente de revision de
Franchini et al. donde no se emple6 tratamiento especifico, la mortalidad reportada para los casos

letargicos/comatosos afectados por la enfermedad fue del 83,33% (10/12).

Volviendo a nuestro caso y atendiendo a la severidad del embolismo, la supervivencia de los pacientes
gue ingresaron vivos sin embolismo y que Unicamente recibieron tratamiento de estabilizacién fue del
99,45% (177 casos y s6lo 1 muerte). Los casos con embolismo leve y que se sometieron a tratamiento
especifico HBOT tuvieron una supervivencia del 96.84% (95 animales tratados y 3 muertes). Los
pacientes con embolismo moderado sobrevivieron en un 88,73% de los casos (71 animales tratados y
8 bajas). Por ultimo, en los pacientes con embolismo severo se alcanzd una supervivencia del 77,78%

(27 casos y 6 bajas) gracias a la terapia HBOT (Tabla 3).
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Tabla 3: Parametros de mortalidad en base a la severidad del embolismo al ingreso.

Parametro Total Muertes (n) Mortalidad %
Numero de ingresos vivos sin EG 177 1 0,56
Numero de ingresos vivos con EG leve 95 3 3,16
Numero de ingresos vivos con EG moderado 71 8 11,27
Numero de ingresos vivos con EG grave 27 6 22,22

El objetivo de este apartado es el de compilar la informacién mas relevante obtenida con nuestra
experiencia en el tratamiento de todos estos casos. En el proximo capitulo donde hablaremos del
impacto de la enfermedad, se tratard y detallara de forma mas exhaustiva la informacién asociada a
las causas de ingreso, indices de mortalidad y supervivencia pre y post tratamiento y factores

ambientales asociados.

Todos los animales que ingresaron en el CR procedentes de pesquerias fueron examinados y revisados
con el fin de poner el tratamiento mas adecuado. La mayoria presentd hallazgos patoldgicos asociados
a la captura accidental incluyendo lesiones externas, signos de hipoxia/acidosis/ahogamiento, o de
aspiracion de agua de mar entre otros. Estos individuos recibieron tratamiento de emergencia y/o
terapia general de soporte con fluidoterapia, oxigenoterapia y los medicamentos especificos en base
a los hallazgos clinicos detectados de acuerdo con las recomendaciones clinicas para tortugas
procedentes de pesca accidental (Bezjian et al., 2014; Norton, 2005) y segun se describe en la
metodologia del primer capitulo y nuestras publicaciones al respecto (Garcia-Parraga and Crespo-

Picazo, 2019; Garcia-Parraga et al., 2014; Parga et al., 2017).
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Figura 99: Ejemplar de tortuga marina recién entregado al equipo de rescate en puerto. Siempre
que es posible se procede a hacer un examen preliminar y estabilizar al paciente antes de su
transporte por carretera hasta el CR.

El presente apartado se centra sin embargo en la optimizacidn del tratamiento de los animales que
llegaron vivos y se confirmé mediante técnicas de imagen que sufrian de algun grado de EG durante la
exploracion clinica. Desde que se dispuso de cdmara hiperbarica en el CR del Oceanografic en 2014,
siempre que se pudo, los animales confirmados con EG en algun grado fueron tratados con HBOT,
sumando un total de 135 casos tratados con esta técnica. Sin embargo, 59 animales afectados por
embolismo no pudieron ser tratados con HBOT al ingresar por distintas causas. En 45 casos, no se pudo
contar con una camara hiperbarica disponible en el momento (la mayoria de estos casos acontecieron
antes de 2014, o fueron ingresos en los que la cdmara estuvo rota u ocupada por otras tortugas si
ingresaron varios individuos a la vez). En los 14 casos restantes, el tamafio de los ejemplares afectados

impidié su introduccidn en el interior de la cdmara con la que se contaba en el momento.

Dado que es una condicidn potencialmente mortal, los ejemplares siempre se trataron tan pronto

como fue posible con el fin de maximizar las posibilidades de supervivencia del paciente.
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Adicionalmente, el tratamiento precoz permite restablecer la perfusion evitando o minimizando
posibles secuelas tales como los dafios producidos por los émbolos de gas en érganos vitales, como el

rifidn, el corazén y el sistema nervioso central.

En todos los pacientes afectados de DCS, antes del tratamiento hiperbarico, se establecié un
tratamiento de choque y estabilizacidn tal cual se describié en el primer capitulo (Garcia-Parraga et al.,
2014). Dependiendo de la gravedad de los signos clinicos, algunas de estas medidas de estabilizacién
podrian ser aplicadas a bordo del buque pesquero durante el transporte a puerto o durante el
transporte en carretera hasta el CR. La terapia de apoyo basico estd fundamentalmente destinada a
promover la circulacién de la sangre y la perfusion tisular, asi como a recuperar la respiracion
voluntaria y la oxigenacion tisular. Entre otros generalmente se aplican: la fluidoterapia agresiva (10-
20 ml kg* BW), cardiotdnicos, analépticos respiratorios, analgésicos y/o la suplementacidn con oxigeno
normobarico a través de una mascarilla, tubo endotraqueal o de una unidad de cuidados intensivos. A
pesar de que el uso de antiinflamatorios esteroideos (glucocorticoides) pudiera ser controvertido
debido a los posibles efectos secundarios, en nuestra experiencia basada en este amplio nimero de
individuos con descompresién, parece que los beneficios podrian superan los riesgos, y nosotros
recomendamos su uso en casos moderados y severos (dexametasona 0,5-1,2 mg kgt BW IM o IV).
También optimizamos el tratamiento complementando la terapia con antibidticos de amplio espectro
y vitaminas (especialmente las del complejo B con el fin de favorecer la reparacion tisular y
especialmente del tejido nervioso (Becker et al., 1990; Grober et al., 2013; Okada et al., 2010). El
seguimiento post tratamiento incluyé la vigilancia de los electrolitos, el hematocrito y los niveles de
fosforo y acido urico, reajustando la fluidoterapia en base a los resultados diarios. En los casos en los
gue el embolismo se acompafid de aspiracidon de agua de mar, el prondstico fue bastante mas pobre,
llevando a la muerte en a un 20% de todos los casos que llegaron vivos, y fue esencial proporcionar

una estrecha vigilancia durante un periodo mayor de tiempo dado el riesgo de complicaciones.

Dado que, al menos con nuestras cdmaras hiperbaricas, los animales no pueden ser ventilados
artificialmente cuando estan en el interior, |la terapia por regla general sélo se inicié cuando la tortuga
marina respiraba espontaneamente. Se puso por tanto especial énfasis en los primeros minutos tras
el ingreso, en que el animal mantuviese una ventilacidn mas o menos estable empleando tanta
farmacoterapia como estimulacién mediante acupuntura del punto GV26 (Garcia-Parraga and Crespo-
Picazo, 2019; Garcia-Parraga et al., 2014; Litscher, 2010; Parga et al., 2017). A futuro, deberia ser
posible avanzar aun mas en la terapia mediante el uso de camaras o incluso salas mas grandes
totalmente presurizadas con las que cuentan algunos hospitales donde los animales podrian estar
conectados a ventiladores mecanicos o incluso con el uso de camaras disefiadas para que los

veterinarios y los asistentes pudieran entrar con la tortuga a tratar cuando esta se encuentre
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inconsciente. Hemos de tener en cuenta que, en caso de interrupcion de la respiracidn, la eliminacion
de nitrégeno se ve impedida lo que muy probablemente podria conducir a la muerte del paciente en

el interior de la cdmara.

Los protocolos de medicina humana mas comunes utilizan tablas de descompresidon-recompresién
donde el tratamiento generalmente dura unas 5 horas y la maxima presién alcanzada es de 1,8
atmodsferas de presidon relativa alternando el oxigeno puro y el aire atmosférico como gases
terapéuticos (James and Jain, 2017; Mahon and Regis, 2014b; Tibbles and Edelsberg, 1996; Vann et al.,
2011). Estas tablas se pueden modificar para alcanzar mayores presiones jugando con mezclas de
diferentes gases en funcién de la gravedad de los casos de DCS y a discrecion del especialista
hiperbarico. Tal y como describimos en la metodologia, como punto de partida, empleamos los
protocolos estdndar de humana que hasta ahora eran los mas conocidos y ofrecian buenos resultados.
Sin embargo, en el caso de las tortugas descomprimidas y probablemente dados sus mayores niveles
de nitrégeno acumulado y sus menores tasas de eliminacién de gas, tras terminar el ciclo de 5 horas
en algunos pacientes seguian presentes restos de gas intravascular. Por tanto, de forma progresiva se
llevé a cabo una adaptacién de los protocolos de humana sobre la base de las diferencias anatdomicas
y fisioldgicas de las tortugas, prolongando los regimenes de tratamiento en el interior de la cdmara
(hasta 12 a 16 horas), lo que condujo a mejores resultados, con una recuperacién total y sin detectarse
ya restos de gas intravascular post tratamiento. En base a nuestros recursos disponibles actualmente
y a diferencia de las recomendaciones de humana, en tortugas utilizamos en todos los casos oxigeno
puro durante todo el procedimiento. Aunque lo ideal en principio seria poder alternar ciclos de oxigeno
puro con aire comprimido normal (James and Jain, 2017; Mahon and Regis, 2014b; Tibbles and

Edelsberg, 1996; Vann et al., 2011), esta opcidn no esta disponible en nuestro caso.

A dia de hoy y en base a la experiencia acumulada, e protocolo mas optimizado plantearia, el empleo
de una presion inicial de 1,8 atm mayor que el nivel del mar (2,8 ATA) mantenida durante las primeras
2-4 horas para posteriormente disminuir gradualmente durante las siguientes 4 horas hasta 0,9 atm
(1,9 ATA) donde la presion se mantiene durante las siguientes 4-6 horas. En las Ultimas 2 horas la
presidn disminuye progresivamente hasta la presién atmosférica al nivel del mar (1 ATA) antes de abrir
la cdmara. Es esencial durante las fases de reduccidn de presion poder observar la respiracién de los
animales (de ahi la importancia de las ventanas de acrilico para ver a los pacientes). Dado que las
tortugas aguantan la respiracién en apnea inspiratoria de forma fisioldgica, una bajada drastica de la
presion ambiental podria llevar al animal a sufrir una rapida expansion pulmonar y un barotrauma
(Knight, 1996; Tibbles and Edelsberg, 1996). El protocolo actual es aun experimental y ajustable en
base a diferentes variables y requisitos técnicos de la cdmara (limites de presién) y la gravedad del

cuadro en el paciente. En un momento dado, para los casos mas graves podria ser aconsejable utilizar
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incluso mayores presiones iniciales en una mezcla gaseosa con menores concentraciones de oxigeno
(para evitar su posible toxicidad) con el fin de reducir el tamafo de la burbuja lo mas rapidamente
posible. Con oxigeno puro no se recomienda superar los 2,8ATA con el fin de evitar problemas de
neurotoxicidad (Barthelemy et al., 1981). Es también importante recordar que el oxigeno es altamente
inflamable y explosivo, por lo que es esencial establecer unos adecuados procedimientos de trabajo

con la cdmara con el fin de maximizar la seguridad.

Es importante evitar fuertes oscilaciones de temperatura durante el proceso de recompresién y
descompresion. Con la expansion del oxigeno la temperatura de la cdmara puede llegar a bajar
bastante y se requiere que la tortuga se mantenga por encima de los 18-202C para que esté
metabdlicamente mds activa y mantenga una buena frecuencia respiratoria. Por otro lado, el
calentamiento subito de los ejemplares en agua caliente o con calefactores o las temperaturas muy
altas (por encima de los 26-282C) en animales hipdxicos o afectados por DCS, también podrian ser
contraproducentes ya que podria fomentar la salida de mas nitrégeno fuera de la solucidn (facilitar el
gas-off) e incrementar el consumo de oxigeno en los tejidos agravando la acidosis y la hipoxia.
Nosotros tratamos gradualmente de recuperar temperatura en los animales que llegan por debajo de
los 18-20 2C pero siempre de forma muy gradual, sin superar los 26-282C y a ser posible siempre

durante la administracion de oxigeno suplementario.

Con el tratamiento hiperbarico hemos podido evidenciar la mejora en los resultados mediante la
realizacion de algunas maniobras excepcionales. A pesar de la recomendaciéon general que
comentamos anteriormente de no introducir animales que no respiren regularmente y teniendo en
cuenta las limitaciones de no poder acceder al paciente cuando estd en el interior de la cdmara, en
casos muy severos en estado comatoso cuando existe una ausencia total de respiracién espontdneay
no hay respuesta a la estimulacion, hemos podido evidenciar el beneficio de someter los pacientes a
protocolos de tratamientos HBOT mas cortos (5 horas), introduciendo al paciente inconsciente
intubado con un tubo endotraqueal dentro de la cdmara para equilibrar las presiones y permitir la
difusién pasiva de oxigeno a través del pulmén. Esta maniobra permite comprimir las burbujas
intravasculares de nitréogeno reduciéndolas de tamaiio y ayudando a su redisolucién, facilitando el
restablecimiento del flujo sanguineo, y acelerando la difusién de oxigeno a través de los pulmones, lo
que ha llevado a un tratamiento exitoso en algunos casos criticos. Los animales que por falta de
respuesta a la reanimacién tuvieron que ser intubados, permanecieron estrechamente vigilados para
ser extubados tan pronto como recuperaran la conciencia y comenzaran a respirar espontdneamente.
De no realizar esta maniobra, muchos pacientes no restablecen la respiracion espontanea, no se
podrian recomprimir y terminarian muriendo. Después de este primer ciclo corto de recompresion la

tortuga siempre debe ser reexaminada, administrarle tratamiento de apoyo para garantizar su
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estabilizacion y verificar la estabilidad de la respiracion espontanea, para posteriormente someterse a

un nuevo ciclo de recompresion ya sin intubacién. Los ciclos pueden repetirse seglin sea necesario.

Algunos pacientes criticos se salvan gracias a este nuevo procedimiento.

Figura 100: Ejemplares comatosos intubados antes de iniciar una terapia corta de recompresion.

En los casos en los que no hay ninguna camara hiperbdrica disponible o cuando existen otras
limitaciones que impiden su uso (como el propio tamafio de la tortuga o la falta de espacio al haber
varios pacientes afectados a la vez), hemos podido evidenciar que el paciente también se beneficia de
forma muy significativa de poder respirar en una atmdsfera enriquecida con oxigeno normobarico puro
durante 24-48h facilitando la reoxigenacion y la eliminacidn del nitrégeno. En este caso la solubilidad
del oxigeno en los tejidos no es tan alta y el efecto reductor de las burbujas de nitrégeno bajo presién
para restablecer la circulacidon de forma mas rapida no existe, pero aun asi los beneficios de la terapia
con oxigeno normobadrico parecen ser muchos. De hecho, por el momento la supervivencia en 14 casos
qgue no pudieron entrar en la cdmara y fueron tratados con oxigeno normobdrico durante un promedio
de 48h (7 casos leves, 4 casos moderados y 3 casos severos) el éxito de supervivencia ha sido del 100%.
Estos resultados tan prometedores estdn aun pendientes de publicacién, si bien es cierto que el

tamafio muestral es pequefio y la mayoria de los animales tratados con esta técnica eran de gran



I CONSIDERACIONES CLINICAS SOBRE LA ENFERMEDAD: AVANCES EN EL DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO

tamafio (hay un sesgo poblacional porque principalmente se trataron asi los que no cabian en la
camara al superar los 61cm de LCC). El tamafio de los animales tratados les podria conferir una mayor
resistencia a la enfermedad y una mayor reserva funcional facilitando su supervivencia, pero en
cualquier caso el beneficio del oxigeno puro normobarico en ausencia de cdmara hiperbarica es
evidente y esta técnica parece ser una propuesta terapéutica mas realista y econémica de cara a la
mayoria de los centros de recuperacién que no se puedan permitir el coste de una cdmara hiperbarica.
Si hay que destacar que, de acuerdo con las pruebas de imagen, estos animales tardaron mucho mas
tiempo en eliminar totalmente el gas intravascular patoldgico (hasta 72 horas en vez de las 14-16h con
la terapia HBOT), lo que también podria implicar una mayor afectacion posterior de érganos y tejidos
con el desarrollo de posibles secuelas. El tratamiento sin embargo es muy facil y econémico de aplicar.
Sélo se requiere de colocar a los animales afectados en un recipiente que se pueda sellar de forma mas
o menor hermética y conectarlo a una fuente de oxigeno para que respiren en una atmodsfera
enriquecida. En nuestro caso empleamos una cuba de polietileno parcialmente llena con agua hasta el
nivel de las narinas de la tortuga para ayudar a mejorar la respiracion, y posteriormente sellada con
una pelicula de plastico de embalar a través de la cual se introducimos una canula conectada a un
concentrador de oxigeno convencional de uso hospitalario para administrar de forma continua oxigeno

normobdrico al 97% de riqueza (Figura 101).

Figura 101: Ejemplar de tortuga marina con EG sometida a tratamiento con oxigeno normobdrico.
Noétese que la cuba tiene algo de agua (dulce) para conferir algo de flotabilidad al animal y facilitar
la respiracion. Al mismo tiempo el agua puede facilitar la hidratacion. La toma de oxigeno del
concentrador debe atravesar el pldstico que sella la parte superior de la cuba de tratamiento que
debe ser estanca. Es importante controlar la temperatura de los animales para que no suba ni baje
demasiado.
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Como norma general, todos los casos de sospecha de EG y hasta que los animales pudieron someterse
a terapia HBOT, se aplicé oxigeno normobarico tan pronto como fue posible a través de un tubo
endotraqueal (en individuos inconscientes), con mascarilla, o0 en una camara cerrada con el fin de
mitigar los efectos de la hipoxia e ir facilitando la eliminacién del exceso de nitrégeno absorbido. El
tratamiento de emergencia convencional basico (Garcia-Parraga et al., 2014; Norton, 2005; Parga et
al., 2017) ayudd a mantener la circulacidn de la sangre y con ello la perfusién tisular, asi como facilitd
el restablecimiento de la respiracidon voluntaria. La estimulacidon del punto de acupuntura GV26
(ubicado en el philtrum nasal) con una aguja hipodérmica también supuso una ayuda con la

resucitacion en animales comatosos.

Actualmente ademds estamos evaluando también como posible alternativa terapéutica al HBOT para
casos de DCS en tortugas cuando no hay ninguna camara hiperbarica disponible (por ejemplo, en
condiciones de campo) el uso de microburbujas de oxigeno (OMBs) asociadas a perfluorocarbonos
como tratamiento alternativo. Estos compuestos ademas de facilitar el transporte de oxigeno a los
tejidos hipdxicos, podria también facilitar la eliminacion de nitrégeno (Fix et al., 2015; Riess, 2005;
Swanson et al., 2010). Por ahora el tratamiento experimental se ha aplicado Unicamente en 3 animales
gue han sobrevivido al proceso descompresivo y hace falta continuar con los ensayos antes de poder
sacar mas conclusiones. Sin embargo, mas alla de la supervivencia, de forma preliminar podriamos
decir que al menos de forma aparente si parece que las 3 tortugas tratadas con PFCs pudieron haber
eliminado la mayoria de las burbujas de nitrégeno intravascular de forma algo mas rdpida (en 14-18h)
que los animales sin tratamiento especifico (24-48h). En cualquier caso, estas hipotesis estarian adn

por confirmar.

Todos los animales sometidos a terapia de recompresién en cdmara hiperbarica fueron reevaluados
mediante radiografia, ecografia y en algunos casos TC inmediatamente después del tratamiento para
verificar los resultados de la terapia. En algunos casos, se repitieron pruebas ecograficas o de
resonancia magnética semanas después. La verificacién de la ausencia de gas patoldgico (intravascular
o en tejidos) post tratamiento mediante técnicas de imagen fue de hecho lo que permitié optimizar
los tiempos de terapia en funcidn de la cantidad de gas detectado originalmente. En todos los casos
en que fue necesario, la terapia de recompresidn se repitié hasta hacer desaparecer todo el gas
patolégico de los individuos (Figura 103; Figura 104). Tras la terapia, los animales permanecieron bajo
supervisién en el CR un minimo de 4 semanas (generalmente 6-8 semanas) hasta garantizar la
normalidad en su comportamiento, alimentacién y paramétrica sanguinea. Esta practica se considera
importante porque en algunos casos se pueden detectar patologias o incluso hay animales que pueden

llegar a morir incluso al cabo de varias semanas tras haber superado el insulto inicial probablemente



EZI CONSIDERACIONES CLINICAS SOBRE LA ENFERMEDAD: AVANCES EN EL DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO

como consecuencia de los dafios internos ocasionados por el embolismo, la aspiracion (que puede

llevar a neumonias) u otros efectos asociados a la inmersidn forzada.

Figura 102: Ejemplares de tortuga boba tras el ingreso en el CR en estado comatoso y ser intubados
con un tubo endotraqueal, mostrando signos de edema pulmonar (flechas amarillas: salida de
agua y espuma por el tubo) como consecuencia de la aspiracion de agua de mar. Mantener la via
respiratoria permeable es fundamental en caso de que el animal no respire, pudiendo introducirse
asi en la cadmara hiperbdrica si no se consigue reanimar. El animal en la fotografia (A) muestra
ademds una aguja de insulina insertada en el philtrum nasal (acupunto GV26) (flecha naranja) con
el fin de estimular la respiracion. La colocacion de la tortuga en un plano inclinado (B) puede
favorecer la eliminacion de liquidos. Es fundamental recuperar la mdxima capacidad y
funcionalidad pulmonar antes de introducir a los animales en la cémara para maximizar los
beneficios de la terapia HBOT.
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Figura 103: Radiografia simple DV de un ejemplar de tortuga marina ingresado con EG moderado.
A: Imagen antes del tratamiento. Nétese la presencia de angiogramas de gas en grandes vasos
sistémicos y renales, asi como la falta de contraste del campo pulmonar como consecuencia de la
compresion. B: Imagen tras 14h de tratamiento HBOT donde se evidencia la desaparicion de los
angiogramas y el restablecimiento
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Figura 104: Radiografia simple LL del mismo ejemplar del caso anterior ingresado con EG
moderado. A: Imagen antes del tratamiento. Notese la presencia de angiogramas de gas en la
region renal (caudal al pulmén) y hepadtica (ventral al pulmdn) asi como la falta de expansion del
campo pulmonar normal. B: Imagen tras 14h de tratamiento HBOT donde se evidencia la
desaparicion de los angiogramas y el restablecimiento de la expansién pulmonar normal. Se puede
apreciar una pequeia cantidad de gas residual post tratamiento en la region del riiién (dvalo),
indicando que la duracién de la terapia se ha podido quedar ligeramente corta.
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Figura 105: Imdgenes de TC obtenidas de un individuo con embolismo leve-moderado tratado de
forma experimental con perfluorocarbonos (PFCs) seguin recomendaciones del fabricante. A)
Seccion tomogrdfica transversal del celoma medio craneal a la altura del corazon. Nétese la

presencia de gas principalmente en vasos hepdticos. B) Misma seccion que en el caso anterior, pero

1,5h tras la administracion de los PFCs. La sensacion es que el gas intravascular se ha expandido

definiéndose atin mds los vasos. C) Vista dorsal de una recreacion tridimensional de los espacios
llenos de gas de la tortuga 1 hora tras la administracion de los PFCs. Se evidencia la presencia

fundamentalmente de gas patologico en la regidon renal. D) Misma vista que la anterior 14 horas

tras la administracion de los PFCs, donde ya prdcticamente no queda gas intravascular (excepto

muy levemente en la region renal).
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E—PRONOSTICO POST-TRATAMIENTO

En base a nuestra experiencia, las tortugas con DCS que llegan vivas al CR y son tratadas con
terapia con oxigeno hiperbarico (HBOT) tienen altas probabilidades de sobrevivir. Mas del 90% de los
casos afectados que llegan vivos al CR asi lo hacen (94,15% de supervivencia en los procedentes de
arrastre y 80% en el trasmallo), en principio, gracias al tratamiento suministrado. En el Oceanografic,
desde el descubrimiento de la enfermedad en 2012-2013, nunca se han dejado tortugas sin tratar con
el fin de conocer mejor los efectos de la enfermedad, ya que se trata de una especie amenazada y
catalogada donde el veterinario del CR debe poner todos los medios a su alcance para salvar la vida de
los animales. Sabemos en base a los primeros afios (cuando no disponiamos de tratamiento especifico
en cadmara hiperbarica), que la mayoria de los casos de embolismo moderado y severo terminaban
muriendo a pesar del tratamiento de emergencia convencional (Garcia-Parraga et al., 2014). Si no hay
ninguna otra complicacion (como aspiracion, traumatismos, enfermedades concomitantes, etc.), la
mayoria de los casos leves normalmente sobreviven incluso sin necesidad de suministrar un
tratamiento especifico, ya que las pequeiias cantidades de gas renal que se detectan, generalmente
se reabsorben dentro de las siguientes 24 a 48 horas. Por otro lado, los casos moderados o severos
generalmente mueren sin tratamiento con oxigeno hiperbdrico a pesar del tratamiento de soporte. En
casos de embolismo moderado, las tortugas frecuentemente se muestran activas o hiperactivas
durante las primeras horas después de su captura, pero suelen morir en un plazo de 48 a 72 horas si
no se aplica tratamiento hiperbarico. Los casos severos usualmente mueren dentro de las primeras 6
a 12 horas después de la captura, no habiendo en muchos casos margen para su transporte al CRy la
aplicacion del HBOT. En este ultimo grupo, se ha observado que el tiempo transcurrido hasta la
recompresion parece ser un factor vital para la supervivencia ya que la cantidad de gas intravascular
es tan importante que se produce un fallo agudo multiorganico. Hemos de considerar que por lo
general se tardan unas horas desde la captura en el barco hasta la llegada a puerto, y posteriormente
algunas horas adicionales para transportar los animales afectados hasta la camara hiperbdrica en el
centro de rehabilitacidn. Esto conlleva a que los animales con embolismo severo lleguen ya muertos o

en el mejor de los casos, en estado comatoso.



CAPITULO 2

Figura 106: Ejemplar procedente de trasmallo
con EG moderado y aspiracion de agua de mar
(imagen pulmonar en panal de abeja). En estos
casos, casi el 50% de los animales que llegan
vivos al CR terminan muriendo a pesar del
tratamiento. El tiempo transcurrido hasta
iniciar la terapia HBOT en estos casos es vital
que se reduzca lo maximo posible.

El descubrimiento de esta condicién plantea ademas una serie de cuestiones importantes sobre los
posibles efectos ya no solo letales sino también subletales que podria generar la captura accidental de
tortugas marinas vy la eficacia de las medidas de mitigacién actuales. Somos plenamente conscientes
que la gran mayoria de las tortugas pescadas accidentalmente por barcos de pesca a nivel mundial
nunca llegardn a un CR y en ese caso, practicamente ningun centro a nivel mundial dispone de cdmara
hiperbarica para tratar los animales afectados. Asi, consideramos fundamental ademas de estudiar el
impacto del tratamiento sobre los animales capturados accidentalmente (que es el objeto de este
apartado), el poder evaluar las consecuencias de la liberacién inmediata al mar de estas tortugas, ya
gue esto ultimo sera lo que sucederd en la gran mayoria de los casos. El impacto de la enfermedad en
las tortugas en condiciones de campo (a bordo de buques pesqueros y con una devolucidn directa al
mar tras su captura), es precisamente el trabajo que se desarrollara en el tercer capitulo de esta Tesis

Doctoral.

En cuanto al prondstico de los animales que llegaron a nuestro CR y se sometieron a tratamiento, en
nuestra experiencia, la supervivencia de los animales afectados dependié en gran medida de 4 factores
clave: la gravedad de los signos clinicos en el momento de la llegada (cuadro clinico y examen
neuroldgico), la cantidad total y distribucion de gas intravascular (severidad del embolismo), el tiempo
transcurrido desde la captura hasta la terapia con oxigeno hiperbarico (HBOT) y la evidencia de
neumonia por aspiracidon de agua de mar. Tanto la severidad del embolismo como este ultimo factor
de aspiracién de agua de mar estan fuertemente asociados a las tasas de supervivencia. Si la tasa global
de supervivencia para los animales que ingresan en el CR procedentes de la pesca se sitla en el 95,72%,

la supervivencia se reduce al 84,85% para los casos de aspiracion, al 77,78% para los animales que
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ingresan vivos con embolismo grave, y sélo al 57,14% para los casos de embolismo moderado o grave
acompanados de aspiracion. Ambos factores vemos que empobrecen de forma significativa el
prondstico a pesar del tratamiento ya que la funcién pulmonar es de vital importancia para poder

avanzar con la eliminacion del nitrégeno.

Figura 107: Imdgenes de en T2 de RMN, seccién transversal (A) y horizontal (B) de la region renal
donde se puede apreciar una lesion de infarto por isquemia renal (flechas) en un animal que sufrié
embolismo moderado y fue tratado con HBOT 3 semanas antes de esta adquisicion. El animal se
recupero parcialmente del proceso, pero quedo parapléjico.

Recalcar que independiente de que con el tratamiento adecuado la inmensa mayoria de los individuos
sobrevivieron, no es descartable la presencia de lesiones subletales en muchos de ellos. De hecho,
trabajos preliminares con resonancia en unos pocos animales o incluso estudios histopatoldgicos en
algunos casos que tuvieron que ser sacrificados tras varias semanas de haber sufrido el accidente
descompresivo, pudieron evidenciar de forma preliminar, que efectivamente se pueden producir
lesiones fundamentalmente a nivel cardiaco, renal, hepatico y del sistema nervioso central en los
animales supervivientes. Asi, ademas de la mortalidad directa, esta enfermedad podria estar causando

dafios o lesiones con efectos y consecuencias desconocidas en las poblaciones de tortugas marinas a
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través de la induccién de secuelas en los supervivientes tal y como se evidencia en estudios

preliminares con resonancia, ecografia e histopatologia en supervivientes.

Figura 108: Imdgenes ecogrdficas de 6 tortugas diferentes que han sufrido EG y se han recuperado
clinicamente tras la terapia HBOT. Notese como el parénquima renal tras el embolismo permanece
libre de gas, pero se muestra muy heterogéneo con zonas mds ecogénicas (*) y otras mds
hipoecogénicas (+). Imagen compatible con lesion renal aguda post isquémica. La ecografia en
principio es una técnica mucho mds sencilla de aplicar, economica y con menos afectacion para el
paciente que la resonancia.
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Figura 109: Imdgenes histoldgicas del corazon de un ejemplar de tortuga boba que sufrio EG
moderado y se sometié a tratamiento HBOT. El animal sobrevivié al embolismo, pero tuvo que ser
sacrificado 3 semanas después como consecuencia de una lesion espinal permanente.
Histolégicamente el corazén muestra necrosis miocdrdica y fenémenos reparativos asociados.

Figura 110: Imdgenes histologicas del higado de un ejemplar de tortuga boba que sufrio EG
moderado y se sometio a tratamiento HBOT. El animal sobrevivié al embolismo, pero tuvo que ser
sacrificado 3 semanas después como consecuencia de una lesion espinal permanente.
Histolégicamente el higado muestra necrosis hepdtica por coagulacién y fenémenos inflamatorios/
reparativos asociados.
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Figura 111: Imdgenes de un rifién de un ejemplar de tortuga boba que sufrio EG moderado y se
sometio a tratamiento HBOT. El animal sobrevivié al embolismo, pero tuvo que ser sacrificado 3
semanas después como consecuencia de una lesion espinal permanente. A. Macroscépicamente el
riién muestra zonas de palidez en su superficie (flechas) que se corresponden con posibles zonas de
infarto/necrosis por isquemia. B) al corte estas zonas mds pdlidas profundizan en el parénquima
(flecha). Estas lesiones también se evidenciaron mediante RMN (fig 108) en el mismo animal. C)
Imagen histolégica de una de estas zonas de afectacion renal donde se ve degeneracion de las
células y dilatacion de los tubulos renales (flecha blanca) asi como posibles focos de nefropoiesis
(flechas huecas amarillas).
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Figura 112: Imdgenes de la médula espinal de un ejemplar de tortuga boba que sufrio EG
moderado y se sometié a tratamiento HBOT. El animal sobrevivié al embolismo, pero tuvo que ser
sacrificado 3 semanas después como consecuencia de esta lesion espinal. A. Macroscopicamente la
médula y meninges asociadas mostraron una zona de congestién/hemorragia (flechas) que ya fue

visible como zona de inflamacién de la médula en RMN dos semanas antes en este mismo animal
(fig 77). B) Imagen histolégica a pocos aumentos donde se pueden apreciar focos de inflamacion
(mielitis) (flechas). C) Imagen histolégica de la seccion de médula afectada donde se puede apreciar
la desmielinizacion y degeneracion axonal (flechas) asi como zonas de infiltracion de células
inflamatorias redondas.
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IV — CONCLUSIONES

En este capitulo hemos recopilado los hallazgos mas relevantes hasta la fecha en referencia al
diagndstico, tratamiento y prondstico de esta nueva enfermedad en base a un recopilatorio de 249

casos de EG, 194 de los cuales llegaron vivos al CR.

En cuanto al diagndstico, la técnica mas sensible para detectar la presencia de burbujas de gas
intravasculares fue la ecografia renal y cardiaca. Los rifiones son una de las regiones que primero se
ven afectadas por el embolismo y el ultimo lugar de donde se suele eliminar el gas por lo que tienen
gran valor diagnostico tanto en ecografia como en radiografia. Sin embargo, de cara a la cuantificacion
del gas patoldgico o el estudio de su distribucién en el organismo el TC se revelé como la técnica ideal
o en su defecto la radiografia simple en proyeccion DV, complementada por las imagenes LLy CC. En
ausencia de ecografia y TC, la radiografia LL es la técnica mas sensible para detectar los casos de

embolismo leve.

Clinicamente, algunos parametros analiticos sanguineos pueden verse también alterados a la llegada
al CR, pero generalmente sélo en los casos mas severos de embolismo. En estos casos se suele observar
un incremento del hematocrito, la hemoglobina o las proteinas plasmaticas como consecuencia de un

fendmeno de hemoconcentracién asociado al fallo circulatorio.

De cara al diagndstico macroscdpico post mortem del embolismo es también recomendable aplicar
técnicas de imagen (fundamentalmente TC o radiografia simple) con el fin de poder detectar la
presencia de gas patoldgico en el cadaver antes de su apertura, facilitando la interpretacion de los
hallazgos y orientando la bisqueda de burbujas y lesiones en diferentes vasos, drganos y tejidos. Los
casos leves de embolismo muchas veces pueden pasar desapercibidos en la observacion directa con
una técnica de necropsia estdndar. En los casos moderados y graves las burbujas son facilmente
identificables principalmente en vasos mesentéricos, asi como en cdmaras cardiacas incluyendo
principalmente el atrio derecho y el seno venoso. Suelen también acompanar a la presencia de gas
intravascular zonas de isquemia y congestion por impedimento de la circulacién en multiples érganos

y tejidos incluyendo el rifidn, el intestino o el higado.

En cuanto al tratamiento, la terapia mas eficaz de DCS en tortugas consiste en aplicar la terapia HBOT
con oxigeno puro a un maximo de 2,8ATA durante periodos prolongados de 12 a 16h. En ausencia de
camara hiperbdrica un tratamiento alternativo que también parece ser efectivo es la terapia con
oxigeno normobarico en periodos largos de 24-48 y hasta 72h. La terapia especifica consigue

supervivencias por encima del 90% en los animales afectados.
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Hay que considerar, que mas alla de la supervivencia, las tortugas que sobreviven a la terapia pueden
desarrollar lesiones subletales y secuelas como consecuencia de la isquemia y reperfusidn posterior

asociadas al embolismo. Estas lesiones se han podido evidenciar en algunos supervivientes mediante

resonancia magnética, ecografia renal e histopatologia.
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VIl- CAPITULO 3: ESTUDIO DEL
IMPACTO DE LA ENFERMEDAD
EN LAS POBLACIONES DE
TORTUGAS MARINAS

| — INTRODUCCION

El presente capitulo se plantea en base a las evidencias previas aportadas por nuestro grupo
de investigacion, de que las tortugas sumergidas de forma forzada durante su atrapamiento en
aparejos de pesca podrian no solo ahogarse sino también llegar a desarrollar EG y DCS (Garcia-Parraga
and Crespo-Picazo, 2019; Garcia-Parraga et al., 2014; Garcia-Parraga et al., 2017). De acuerdo con
algunos estudios preliminares, el proceso de descompresidon en las tortugas se produciria como
consecuencia de una mayor actividad en un intento de liberarse del aparejo y de una induccidn
simpatica que llevaria a una liberacidn de catecolaminas e incremento del gasto cardiaco y de la
perfusidon pulmonar. Esto a su vez incrementaria la difusidn de nitrégeno contenido en los pulmones a
la sangre y de ahi hacia el resto de los diferentes tejidos, proceso que se veria facilitada en medio
hiperbarico (Garcia-Parraga et al., 2018a; Garcia-Parraga et al., 2018b; Garcia-Parraga et al., 2017). Con
el atrapamiento prolongado en profundidad y la estimulacién traumatica producida durante el
arrastre, se podria solubilizar y acumular suficiente nitrégeno en los tejidos como para generar un
grado de EG tal, que pudiese ocasionar dafios en el animal llevandolo incluso a una muerte retardada

(Fahlman et al., 2017a; Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Parga et al., 2017).

La susceptibilidad a la DCS en tortugas marinas y la falta de consideracién hasta el momento de esta
nueva enfermedad como fuente de mortalidad, implicaria que las estimaciones actuales del impacto
poblacional causado por pesquerias en las tortugas pudieran ser muy inferiores a las reales. Esta
informacidn sobre el posible impacto de la enfermedad en condiciones reales de campo y sobre cuales
son los factores asociados a la pesca que condicionan la presencia y severidad del embolismo es por
tanto de gran trascendencia de cara al establecimiento de nuevas estrategias de mitigacién para la
conservacioén de las poblaciones de tortugas y es el objetivo principal de este tercer capitulo de mi
Tesis Doctoral. Asi, en este capitulo se aborda la obtencidon de datos reales y actualizados sobre el
impacto de la enfermedad en capturas accidentales de tortugas marinas en las pesquerias de arrastre

y la mortalidad post-interaccidn asociada al EG y la DCS en condiciones reales de campo (con animales
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gue son rapidamente devueltos al agua sin aplicacidn de tratamientos) y a una escala mas global. Para
ello ademas de los trabajos llevados a cabo en la Comunidad Valenciana, llevamos a cabo estudios en
otra zona del Mar Mediterraneo en la regidn de Puglia (Italia) y en el Océano Atlantico Sur en la regién
de Rio Grande do Sul (Brasil). El principal motivo para elegir estas dos ubicaciones fue que a diferencia
de lo que sucede en la Comunidad Valenciana, la probabilidad de capturar tortugas en barcos
arrastreros en esta zona es muy alta y el interés principal de nuestro trabajo era precisamente evaluar
el comportamiento de la enfermedad y la supervivencia real a bordo de buques pesqueros y durante
las primeras etapas cuando no hay opciones reales de tratamiento pero el animal tiene posibilidades
de sumergirse por si mismo de forma practicamente inmediata tras su devolucidn al agua. Este es de
hecho el escenario mds probable para las capturas a escala mundial. Con este fin, los investigadores
tenian que estar embarcados en el momento en el que los animales se recuperasen del aparejo y esto
hacia necesario elegir destinos donde la probabilidad de interaccidn fuese muy alta con el fin de poder

acceder al maximo nimero de casos posibles.

Este capitulo sobre los posibles impactos de la enfermedad en las poblaciones de tortugas se ha
subdividido a su vez en 3 apartados relacionados entre si, pero que presentan diferencias sustanciales

en cuanto a la aproximacion de estudio:

A. Evaluacidon del impacto global de la DCS en pesquerias de la Comunidad Valenciana y

establecimiento de los factores de riesgo asociados a la enfermedad. En este caso, tal y como

hemos venido viendo en los capitulos anteriores, las tortugas se reciben horas después de su
capturay se evallan y tratan en nuestro CR. Esta tipologia de manejo condiciona los resultados en
cuanto a la capacidad de deteccién de la enfermedad o la supervivencia, por lo que no es
necesariamente directamente extrapolable a lo que sucede con las tortugas capturadas
accidentalmente a escala mundial y que se devuelven inmediatamente al mar. Si es cierto que el
anadlisis de los datos epidemioldgicos a lo largo de estos 20 afios puede ofrecer informacién
relevante sobre la enfermedad en referencia a unas pesquerias y unas circunstancias muy
concretas. Se pretende estudiar la informacidn recabada para calcular parametros
epidemioldgicos tales como la incidencia de enfermedad o la mortalidad en los ingresados de esta
region y su asociacion a factores como la profundidad y tiempos de calado, la temperatura del
agua, la gravedad del embolismo, o la tasa de éxito en la recuperacidn entre otros. En este sentido,
hicimos un trabajo inicial en 2017 (Fahlman et al., 2017a) a partir de los primeros 128 casos de
pesca accidental en Comunidad Valenciana en los que se aplicaron modelos de regresion logistica
y ordinal, y desarrollamos un modelo estadistico para predecir el riesgo de sufrir la enfermedad
(en sus distintos grados) en base a la profundidad de calado. En el trabajo se demuestra que la

profundidad de calado es un factor critico asociado con el riesgo de descompresién y la gravedad
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del embolismo. Curiosamente, esta asociacion directa entre profundidad y severidad nunca se
habia podido demostrar antes en ninguna especie buceadora. Nuestro estudio del 2017 a pesar de
no encontrar significatividad en base a la muestra estudiada de otros factores como el tamafio de
las tortugas (LCC) o la temperatura del agua con el riesgo de desarrollar EG, ponia de manifiesto la
importancia de seguir avanzando en este sentido dadas las implicaciones que tienen estos factores
en el desarrollo de la DCS en otros modelos animales (Berghage et al., 1979; Fahlman, 2017; Lillo

et al., 2002; Robinson et al., 1983) .

En este trabajo de Tesis Doctoral hemos querido incluir ademas los resultados del andlisis
estadistico de la muestra ampliada a los 435 casos con el fin de intentar detectar nuevos factores
con significatividad para el desencadenamiento de la enfermedad, la severidad del embolismo o

la mortalidad en las pesquerias de nuestra region.

Evaluacion del impacto de la DCS en condiciones de campo a bordo de buques pesqueros. En

este apartado tratamos de medir el verdadero impacto de la enfermedad (fundamentalmente la
incidencia de enfermedad, la severidad y la tasa de supervivencia en los afectados) en condiciones
de campo donde los animales capturados generalmente son directamente devueltos al mar sin
posibilidad de tratamiento. Los tiempos de superficie tras la descompresidn, las técnicas de
diagndstico y las estimaciones de la supervivencia mediante el marcado satelital, suponen una
aproximacién metodoldgica muy diferente con respecto a los trabajos del primer bloque (A) en CR,
de ahi la importancia en tratar la informacion por separado. Asimismo, estos trabajos a bordo de
buques pesqueros sirven para evidenciar la presencia de enfermedad fuera de la Comunidad
Valenciana con el fin de verificar si se trata de una problematica de ambito local o mundial. En
referencia a este apartado ya participamos en 2020 en un trabajo que recopila una serie de 28
casos evaluados en aguas de Brasil (Parga et al., 2020), dejando en evidencia el elevado impacto
poblacional sobre las tortugas asociado a esta enfermedad de algunas pesquerias fuera de la
Comunidad Valenciana. El actual trabajo de Tesis Doctoral completa estos datos iniciales de Brasil
porque ademas incluye en relacién con este objetivo, informacidn epidemioldgica adicional aldn
pendiente de publicar sobre 34 nuevos casos estudiados a bordo de buques arrastreros en el
Adriatico (al sur de Italia), con la misma metodologia que se empled en el trabajo previo en el
Atlantico Sur. Asi, los datos generados en las diversas campafas pesqueras se analizaran en su

conjunto para un mayor aprovechamiento de la informacion y significacién estadistica.

Impacto de la DCS en las diferentes especies de tortugas. En referencia a este ultimo bloque

tratamos de discriminar en base a toda la informacién recabada a lo largo de estos afios, si la DCS

se circunscribe a las tortugas bobas (siendo esta la especie donde inicialmente se realizaron todos
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los estudios descriptivos), o si por el contrario otras especies de tortugas también pueden verse
afectadas. Incluimos en este apartado la informacion que publicamos recientemente
proporcionando evidencias sobre la presencia de EG en 3 nuevas especies de tortugas: tortuga
verde (Chelonia mydas), la olivacea o golfina (Lepidochelys olivacea) y la laud (Dermochelys
coriacea) poniendo de relieve el posible alcance de la enfermedad para las diferentes poblaciones

de tortugas a nivel global (Crespo-Picazo et al., 2020).
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Il — MATERIALES Y METODOS

A —EVALUACION DEL IMPACTO GLOBAL DE LA DCS EN
PESQUERIAS DE LA COMUNIDAD VALENCIANA Y
ESTABLECIMIENTO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A
LA ENFERMEDAD

El presente apartado parte de la misma metodologia clinica desarrollada en el primer capitulo
y publicada en nuestra publicacion de referencia (Garcia-Péarraga et al., 2014). Esta misma metodologia
fue entonces aplicada a la misma poblacién completa estudiada en el capitulo anterior a lo largo de
los 10 afios de estudio para el establecimiento de las bases diagndsticas y terapéuticas de la
enfermedad a nivel individual (ver metodologia Capitulo 2). En este caso, mas alla de los hallazgos
clinicos, el objetivo es el de obtener informacién epidemioldgica de la enfermedad y su posible impacto

a nivel poblacional.

A.1- RECOGIDA DE DATOS

Como hemos venido viendo, a lo largo de los 10 afios de estudio se evaluaron 435 casos
procedentes de pesquerias en los que se recabd la siguiente informacidn clinica del individuo: especie
de tortuga, LCC (cm), peso (kg), presencia de embolismo y gradacion de la severidad (en base a la
metodologia anteriormente expuesta categorizando a todos los animales como sin embolismo o con
embolismo leve, moderado o severo), evidencia de aspiracién de agua de mar (si/no), condicién al
ingreso (vivo/muerto), aplicacion de tratamiento hiperbarico (si/no), muerte en el centro de
recuperacion (si/no). Ademas de la informacidn clinica referente al animal, en todos los casos en los
que fue posible se tratd de registrar la mdxima informacion posible asociada al caso incluyendo: fecha
de captura, lugar de captura, tipo de pesqueria, profundidad de calado del aparejo o la duracién de
arrastre o calado del arte. De forma complementaria como una variable ambiental adicional se registré
para cada animal entregado la temperatura diaria de la superficie del mar en el puerto de origen de
los barcos pesqueros, o en base a la fecha y puerto de entrada, se miraron los registros de las
temperaturas medias en las diferentes fechas y las diferentes zonas de acuerdo con SeaTemperature

(www.seatemperature.org ; visitada el 12 de abril de 2021).
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A.2- ANALISIS DE DATOS

Las variables estudiadas en el analisis univariante frente a la severidad del embolismo y la
mortalidad fueron: la presencia de aspiracién de agua de mar, el tipo de pesqueria de origen, la
provincia de procedencia, el tiempo de calado, la temperatura del agua, la profundidad de calado, el

peso y la longitud en curvo del caparazén (LCC).

En la preparacién de la base de datos, se realizd en primer lugar un proceso de reagrupacion de
variables y niveles, homogenizacién de los datos y analisis de completitud, seguido de un analisis
descriptivo de las variables, tanto visual como numérico: frecuencia absoluta y relativa en el caso de
variables categoricas; frecuencia, media, desviacion estandar, minimo, maximo, y percentiles (25, 50 y
75) en el caso de variables cuantitativas. De forma retrospectiva dividimos a los pacientes en 4 grupos
segln la gravedad de la enfermedad (p. ej.: sin embolismo, leve, moderada o severa) y posteriormente
la misma muestra se dividid en 2 grupos segun el resultado final de muerte ya fuera al ingreso o
durante el proceso de recuperacién (p. ej.: sobrevive o muere). Hemos de recalcar en estos casos de
la Comunidad Valenciana que, a diferencia del apartado siguiente en estudios a bordo de buques
pesqueros, todos los animales que llegaron vivos al CR recibieron tratamiento (en la mayoria de los
casos a partir del 2014, tratamiento especifico HBOT para DCS en caso de tener signos de EG) lo que

de algin modo se estima incrementd mucho la supervivencia.

Posteriormente, con el fin de poder evaluar qué factores podrian verse asociados a la aparicién de la
DCS vy sus diferentes grados de severidad, se utilizaron las bases de datos ya procesadas para realizar

diferentes analisis estadisticos:

o Para analizar la asociacidon de diferentes variables categdricas con la mortalidad total, la

presencia de EG y la severidad de EG se empleé la prueba de chi cuadrado (Pearson, 1900).

. La condicion de normalidad de las variables cuantitativas se determind mediante los métodos

Shapiro (Shapiro and Wilk, 1965) y D’Agostino (D’Agostino and Pearson, 1973; D’Agostino, 1971).

. La asociacion de variables cuantitativas con la mortalidad total y la presencia de EG se analizd

mediante la prueba de Mann-Whitney (Mann and Whitney, 1947).

. Para estudiar la asociacién entre variables cuantitativas y la severidad de EG se utilizd el test
de Kruskal-Wallis (Kruskal and Wallis, 1952), seguido de un analisis post hoc de las variables que

resultaron significativas (Nemenyi, 1963).

. Finalmente, el grado correlacion entre las distintas variables se determiné mediante el método

Spearman (Dodge, 2008).
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En todos los casos se determind que un resultado es significativo si el valor p obtenido es menor que

0.05.

Tanto el procesado de la base de datos como los analisis estadisticos se realizaron mediante el
software Spyder (v4.1.4) con la versién 3.8.3 de Python y los paquetes pandas (v1.0.5), numpy
(v1.18.5), scipy (v1.5.0) y matplotlib (v3.2.2).

Tras el andlisis univariante para ver que variables se relacionaban con la mortalidad y el riesgo de
padecimiento de la enfermedad, se realizé un analisis discriminante multivariante de los datos para
ver si combinaciones de diferentes variables podrian influir de diferente manera. Para ello se empled
el programa estadistico SPSS (v25). Este tipo de analisis estadistico se emplea en biomedicina para
predecir una variable categérica a partir de otras variables ya sean categdricas o continuas (Huberty,

2005).

Las variables estudiadas a través del andlisis discriminante para la gravedad y la mortalidad fueron:
longitud en curvo del caparazdn (LCC) (como referencia para poder establecer la posible influencia del
tamanio de la tortuga), duracién de calado del arte, profundidad de calado, temperatura del agua vy la

presencia de signos clinicos compatibles con aspiracion de agua de mar.

Se realizaron entonces analisis ANOVA y de tablas de contingencia para revelar qué variables
presentaban diferencias estadisticamente significativas entre los grupos estudiados, asi como para en
su caso, poder construir las funciones discriminantes que nos pudiesen ayudar a predecir
objetivamente la severidad o resultado final de la enfermedad a futuro como leve/moderada/severa

o bien vive/muere en base a los factores estudiados.
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B—EVALUACION DEL IMPACTO DE LA DCS EN CONDICIONES DE
CAMPO A BORDO DE BUQUES PESQUERQOS

B.1- CONDICIONES DE CAPTURA

Dentro de cada una de las campafias de investigacion, los viajes (vuelos y el transporte local)
tanto en Brasil como en Italia se organizaron en funcién de las condiciones climaticas y las
recomendaciones de las ONG locales (NEMA, Projeto Tartarugas No Mar en Brasil y ONG WWF

Molfetta en Italia) basadas en las tasas de captura accidental de tortugas en afios anteriores.

Para el estudio en Italia se realizaron finalmente un total de 6 salidas a lo largo de los meses mas frios
del afo (enero y febrero) de 2018, 2019 y 2020 a bordo de tres arrastreros de fondo de la flota de
Bisceglie (412 14’ 27,36" N; 162 30’ 7,42" E) en el sur del mar Adriatico. Los buques pesqueros
colaboradores fueron: Argonauta, Francesco Padre y Angela Madre. Los arrastreros eran muy similares
a los que faenan en Comunidad Valenciana y las salidas se fueron confirmando en base a las
condiciones meteoroldgicas, la cumplimentacion de los tramites para los permisos, la disponibilidad

de espacio en los barcos de pesca y el nimero medio de tortugas capturadas accidentalmente por

semana tratando de coincidir con el mayor numero posible de capturas por embarque.

Figura 113: Configuracion de redes en la cubierta antes del primer lance. Buques arrastreros:
Francesco Padre (izquierda), Argonauta (derecha) en los que se realizo el estudio en aguas del
Adridtico.

El apoyo logistico en la zona y la informacién local necesaria, lo proporcionaron los pescadores y la red

de varamientos gestionada por la ONG WWF Molfetta. El equipo veterinario se mantuvo a bordo de

los barcos de pesca durante un total de 24 dias a lo largo de 6 semanas diferentes, realizando un total
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de 80 lances de arrastre. Una vez que el buque salia del puerto, las operaciones de pesca comenzaban
en torno a las diez de la noche del domingo, cuando las redes de pesca se calaban por primera vez.
Cada lance del arrastre tenia, en el caso de Italia, una duracion constante de alrededor de 4,5 horas,
con un ciclo de calado y recogida del aparejo cada 5 horas aproximadamente que se repetia de
continuo durante las 24 horas del dia. El equipo evalué un total de 36 tortugas bobas capturadas
durante el periodo contemplado por el proyecto. Se capturaron 24 tortugas en el mismo barco donde
se encontraba el equipo veterinario, mientras que las 12 tortugas restantes fueron capturadas por
otros barcos colaboradores (generalmente en el Ultimo lance antes de llegar al puerto), siendo
entregadas al equipo cientifico ya en el muelle. Asi, no todas las tortugas pescadas accidentalmente
por los otros dos barcos colaboradores en este estudio fueron transferidas al equipo cientifico, sino
que la mayoria fueron devueltas directamente. Las 12 tortugas entregadas fueron Unicamente las que

capturaron en el ultimo lance antes de llegar a puerto, reteniendolas en cubierta sélo unas horas para

entregarnoslas y poder incluirlas en el estudio.

Figura 114: Recogida de tortugas capturadas por otros barcos colaboradores para su entrega en
puerto.
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Figura 115: Participacion de pescadores en el trabajo del proyecto de investigacion con tortugas. El
apoyo del personal a bordo fue fundamental para poder completar las acciones previstas

Para el trabajo de Brasil completamos 6 viajes de pesca, en este caso 4 durante el verano-otofio austral
(en eneroy en abril de 2017, y en febrero y abril de 2019) y 2 durante el invierno austral (julio, agosto
y septiembre de 2018) capturando un total de 28 tortugas entre todas las salidas. El estudio en aguas
de Brasil se llevd a cabo en colaboracion con una pesqueria de arrastre en profundidad por pares que
opera en aguas exteriores de la costa de Rio Grande do Sul, al sur de Brasil. En este tipo de pesca, dos
barcos de arrastre traccionan simultaneamente de una sola red a lo largo del lecho marino. Las
pesquerias de Brasil también faenaron de dia y de noche y durante todo el afio, pero en este caso la
captura accidental de tortugas marinas se produce durante todo el afio (con un rango de 2-15 animales
por viaje). En el Adriatico sin embargo el periodo pico de captura accidental de tortugas marinas cubre
principalmente los meses frios, generalmente de noviembre a marzo (Casale, 2011). El niumero de
capturas puede ser alto, con tortugas capturadas casi todos los dias, con una especial incidencia en
diciembrey enero. Los pescadores italianos nos reportaron que observaban variaciones en las capturas
de tortugas entre los diferentes afios, aparentemente relacionadas con la temperatura del agua;

cuanto menor fue la temperatura, mayor nimero de interacciones con tortugas.

La tortuga boba era la especie capturada con mayor frecuencia por ambas pesquerias aunque en el
caso de Brasil, la tortuga verde (Chelonia mydas), la olivacea o golfina (Lepidochelys olivacea) y la laud
(Dermochelys coriacea) también se capturan ocasionalmente (Monteiro et al., 2013). Ninguna de estas
pesquerias emplea dispositivos de exclusidn de tortugas (TED) los cuales tampoco son requeridos por

la legislacion brasilefia, italiana o europea (tampoco la espaiiola).
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Figura 116: Dos de los barcos pesqueros de arrastre que participaron en el estudio.

En relacidn con las capturas, los parametros ambientales asociados al lance que se registraron a bordo
fueron: hora a la que se cald la red, la profundidad (reportada por el barco) y duraciéon del arrastre,
tiempo transcurrido en superficie hasta el primer examen, tiempo transcurrido en superficie hasta la
liberacion, la temperatura del agua (reportada por el barco), y posicion GPS del barco en el momento

de la captura (reportada por el barco).
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. Bisceglie (A

Figura 117: Zona donde operod la flota pesquera italiana durante el periodo de estudio. Asterisco:
Puerto de Bisceglie. Contorno amarillo: region de Puglia. Zona maritima rayada en rojo: zona de
pesca donde se llevé a cabo el estudio.
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Figura 118: Trayectos cubiertos por dos de los barcos involucrados en la campaiia en Italia durante
enero y febrero del 2020. Linea azul claro: Argonauta; linea oscura: Francesco Padre. Los puntos
marcados con la bandera fuera de la linea de union corresponden a ubicaciones de pesca durante
la campaia anterior (2019).
Es importante destacar que en todos los estudios de campo llevados a cabo, en ningln caso, los
animales empleados fueron capturados o sacrificados intencionadamente con el objeto de este
trabajo. En concreto el trabajo de campo para el estudio del impacto de las pesquerias en Brasil y en
Italia fue disefiado por nuestro equipo como veterinarios especializados en tortugas marinas, y se
ejecutd por veterinarios y biélogos marinos cualificados y debidamente entrenados para la atencion
de estos animales. Los protocolos de manejo de tortugas a bordo se basaron en el Manual de Técnicas
de Trabajo para la Investigacidn en Tortugas Marinas publicado por el NMFS de USA (Stokes et al.,
2008). Los trabajos se llevaron a cabo bajo el permiso de investigacién 15962-6 y 15962-7 emitido por
el Gobierno Brasilefio y la aprobacion del Marine Turtle Conservation Act, asi como por el Ministerio
de Medio Ambiente y a la Guardia Costera de Italia para poder trabajar con especies protegidas y
podernos embarcar en los barcos de pesca colaboradores durante el periodo de trabajo. También se
contd con la aprobacién del Comité de Cuidado y Bienestar Animal de la Fundacion Oceanografic

(acreditado como Organo Habilitado por la Conselleria de Agricultura, Desarrollo Rural, Emergencia
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Climatica y Transicion Ecoldgica) bajo la autorizacion OCE-6-17 para la evaluacion y el marcaje de los

animales tanto en el caso de Italia como en el de Brasil.

Para el estudio italiano, se establecidé una colaboracién muy estrecha con diferentes socios en la zona
con los cuales se fueron acordando las diferentes campafias. Estos socios incluian: la Universidad de

Pisa (Dr. Paolo Casale), la ONG WWF Molfetta, asi como la comunidad local de pescadores de Bisceglie.

B.2- EVALUACION CLINICA DE LAS TORTUGAS MARINAS

Una vez se detectaba una tortuga en las redes de pesca, se registraba toda la informacién

ambiental asociada previamente mencionada en el apartado anterior.

En primer lugar, siempre se llevé a cabo una exploracion clinica general que incluyé un examen fisico
general rutinario, identificacidon de la especie, la medicion de la longitud del caparazén en curvo (LCC),
un examen neuroldgico, y un estudio ecografico general [General Electric Logiq e Vet 5.2 con sonda
lineal (12 LRS) y microconvex (8CRS)]. Las exploraciones tuvieron lugar tan pronto las tortugas fueron
accesibles en cubierta. En el caso de Brasil las tortugas fueron mantenidas a bordo y fueron
supervisados durante un total de 2 horas antes de su devolucién al mar (los que se consideraron
liberables), mientras que, en el caso de Italia, los animales se mantuvieron a bordo sdlo lo
indispensable, entre 1 y 2 horas post captura para garantizar todos los examenes y el curado de la
resina que servia para fijar el emisor. Adicionalmente, se incluyeron en el estudio los ejemplares
capturados por otros barcos colaboradores del grupo de pesca, y estos si permanecieron en cubierta
bastantes mas horas antes de ser transferidos al buque donde se encontraba el veterinario. Todos los
tiempos de permanencia en superficie desde la captura hasta la liberacidon fueron registrados

categorizando a las tortugas en 4 grupos:

e Grupo 1: liberadas en torno a una hora y hasta 1,5h tras la captura.

e Grupo 2: liberadas y/o muertas entre 1,5 y 3 horas post-captura.

e Grupo 3: liberadas y/o muertas entre 3 y 7 horas tras la captura

e Grupo 4: liberadas y/o muertas tras mas de 7 horas post captura.

Los animales de Brasil también fueron agrupados en base a estos criterios, pero al ser todos los
ejemplares retenidos de forma sistematica al menos 2 horas y no haber tanta transferencia entre
buques, la mayoria de los animales (n=28) en este caso entraron en el grupo 2 (n=26) y solo 2
ejemplares se incluyeron en el grupo 3.

Inicialmente se llevé a cabo un estudio ecografico en el menor tiempo posible tras la captura, en todos
los especimenes en los que fue posible para evaluar la presencia o ausencia de gas intravascular

(embolia gaseosa) como consecuencia del evento descompresivo. Para ello se emplearon los accesos
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a través de las ventanas acusticas de la zona cervical lateral y ventral, la zona axilar y la fosa inguinal
(prefemoral) siguiendo la propuesta de ventanas ecograficas de Valente et al. (2007). Para una mejor
evaluacion de la cantidad, distribucidn y la evolucidn del gas existente, se tratd de examinar también,
cuando fue posible, la presencia de gas en el corazén, rifiones e higado, en intervalos de
aproximadamente 20-30 minutos y hasta en un maximo de tres ocasiones. La evaluacion completa de
las tres regiones en los tiempos establecidos se llevé a cabo cuando el tamafio del animal o la operativa
de trabajo del buque pesquero lo permitieron. En animales mas grandes o aquellos con una alta carga
de epibiontes en la zona cervical o axilar, no fue posible la correcta exploracién del corazén y/o el

higado, pero al menos el rifién si pudo ser evaluado en todos los animales ecografiados.

En general, sdlo se llevé a cabo una Unica exploracion en los animales transferidos desde los buques
de apoyo para confirmar la presencia de EG y tratar de estimar la cantidad de gas para poder clasificar

al animal en base a su severidad.

Tal y como describimos en los capitulos anteriores, el gas acumulado y las burbujas circulantes se
podian evidenciar por la presencia de focos hiperecoicos y artefactos caracteristicos en cola de cometa
en vasos renales, sistema portal-renal, asi como en el corazén y sus principales vasos asociados (Garcia-
Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Garcia-Parraga et al., 2014; Parga et al.,, 2017). Antes de su
liberacion, se anotd la severidad final estimada del EG alcanzado en cada tortuga en base
exclusivamente a las referencias ecograficas observadas. Hay que destacar que este sistema de
valoracion supone una diferencia importante con los estudios en centros de recuperacién que
permitian la cuantificaciéon adicional mediante técnicas de radiologia para una clasificacion mas
precisa. En base a ecografia el grado de embolismo se establecié como: leve, moderado o severo, de
acuerdo con los criterios anteriormente establecidos por nuestro grupo (Garcia-Parraga and Crespo-

Picazo, 2019; Garcia-Parraga et al., 2014) y descritos en el Capitulo 1, seccion Materiales y Métodos.

Posteriormente se realizd un examen fisico de cada ejemplar (condicidn general, heridas, respiracion,
presencia de espuma proveniente de la trdquea, etc.) y un examen neuroldgico basico basado en
Chrisman et al. (1997) tal y como se ha explicado previamente para los animales recibidos en nuestro
CR. Se evalud el comportamiento y actitud general, la posicidon de la cabeza y las aletas, reflejos,
respuesta al contacto en la zona de la cabeza, cuello y aletas y la respuesta al dolor superficial al
pinzamiento de piel con férceps en las aletas. El examen neurolégico se fue repitiendo cada 30 minutos
siempre y cuando la tortuga se mantuviese con vida, hasta su liberacion. En aquellos casos en los que
los animales no respondian a los estimulos, se aplicaron medidas de reanimacién de forma frecuente

entre los exdmenes.
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Figura 119: Zona de trabajo en la cubierta de la nave. El examen por ultrasonido siempre se trato
de llevar a cabo lejos de dreas expuestas a salpicaduras o inundables.

B.3- MARCADO SATELITAL PARA TELEMETRIA POST LIBERACION

Para el marcaje de los animales se emplearon marcas para evaluar supervivencia (Survivorship
Pat tags (sPAT)) de la casa Wildlife Computers (Wildlife Computers, Redmond, WA, USA). Se colocaron
31 marcas en ltalia y 14 en Brasil a aquellos ejemplares que se mantuvieron vivos y mostraron cierta
actividad antes de devolverlos al agua. Las sPAT son marcas Pop-Up (de flotacion) para la transmisién
de archivos de datos tras su liberacién y emergencia a superficie especificamente disefiadas para la
realizacion de estudios de supervivencia a corto plazo. Las sPAT utilizan un conjunto de sensores y
algoritmos que permiten monitorizar el estado del animal marcado. Todas las marcas colocadas
disponian de un mecanismo de activacidn al entrar en contacto con agua salada, manteniéndose
operativas durante 30 dias. El dia 30, las marcas se liberaron automdticamente mediante un
mecanismo programable, flotando hasta la superficie, y transmitiendo todos los datos recogidos desde
el dia de la suelta. En caso de que la marca registrase un pardmetro preestablecido indicativo de la
muerte de la tortuga, la marca también se liberaba para transmitir la informacién indicando la muerte
del animal desde superficie. Los criterios preestablecidos de mortalidad se basaron en que la marca se
mantuviera durante mas de 24 h a una misma profundidad (en fondo o superficie). La informacion
registrada y generalmente transmitida por las marcas incluyd: ubicacidon Argos en el momento de la
liberacidn, la supervivencia de los animales (vivo/muerto) durante el periodo anterior a su liberacion

(dia 30), la profundidad y la temperatura (del agua) maxima y minima diarias.

En el caso de Italia, se aplicd resina epoxi bi-componente y malla de fibra de vidrio para la fijacién de

los dispositivos sPAT al caparazén ya que las autoridades italianas no permitieron la fijacién mediante
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perforacion de los escudos marginales del caparazdn tal y como se realizé en Brasil. En este segundo
caso las marcas se fijaron mediante una adaptacion de la técnica descrita por Maxwell et al.(2018),
realizando un orificio de 2 mm de didmetro en el margen externo de uno de los escudos supracaudales

y fijando con hilo de nylon de 1mm la marca al caparazén.

Figura 120: Detalle del sistema de anclaje de la marca. En el caso de Italia los pop-ups se unieron al
caparazon con epoxi y fibra de vidrio. El veterinario sujeta la marca en la posicion normal en la que
se mantiene en el agua debido a su flotabilidad positiva. En el caso de Italia, todos los animales
fueron liberados de forma inmediata tras la colocacion de las marcas y el curado de la resina
(generalmente entre 1y 2 horas), mientras que en el caso de Brasil todos los animales marcados se
mantuvieron en cubierta para observar su evolucion para ser liberadas a las 2 horas de su captura.

El nylon fue lo mas corto posible manteniendo la marca cerca del caparazén para reducir al maximo el
riesgo de enganches y de enredos, pero permitiendo la suficiente distancia de flotabilidad al emisor

como para que la antena pudiese salir a superficie al flotar y emitir cuando el animal saliese a respirar.
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Figura 121: Conjunto de marcas Pop-Up recibidas en enero de 2019 para el proyecto llevado a cabo
en aguas del Adridtico.

Figura 122: Tortuga ya marcada y recuperdndose sobre una cuba durante el curado de la resina.
Nétese la presencia de un paiio oscuro tapando los ojos para reducir su nivel de actividad y facilitar
su manejo a bordo del buque.
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B.4- EXAMENES POST MORTEM

Durante el estudio de Brasil, los animales que se recuperaron muertos del aparejo o los que
terminaban muriendo poco después, se mantuvieron en la cubierta hasta que se pudieron confirmar
signos de rigor mortis. En ese momento, se realizd una necropsia a bordo siguiendo las consideraciones
expresadas en el capitulo anterior para confirmar la presencia de EG y resto de lesiones asociadas

previamente descritas (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Garcia-Parraga et al., 2014).

En el caso de Italia, a lo largo de todo el periodo de estudio Unicamente hubo un animal que murié en
cubierta en uno de los arrastreros colaboradores y fue traido a puerto y entregado a la ONG local para
su necropsia mas adelante, por lo que no se pudo incluir informacién referente a necropsias de

tortugas en ninguna de las campanas italianas.

B.5- ANALISIS DE DATOS

Para el estudio de los datos generados en los trabajos realizados en Brasil e Italia se siguid la
misma metodologia que la planteada en el apartado anterior (A.2) a partir de los 62 casos de tortugas

capturadas accidentalmente y examinadas a bordo.

En este caso y dado que todos los individuos se encontraban afectados en algin grado por la
enfermedad en su gran mayoria de forma moderada o severa, dividimos de forma retrospectiva a los
pacientes en 2 grupos en funcion de su origen (p. ej: Brasil o Italia), en 4 grupos base al tiempo que
permanecié en superficie hasta su liberacién (p. ej: <1,5h, 1,5-3h, 3-7h, >7h), posteriormente la
muestra se dividié 3 grupos segun el estado de consciencia en el que los animales se recuperaron de
la red (p. ej: normales, estuporosos, comatosos) y finalmente en 2 grupos segun el resultado final de

muerte (p. ej: sobrevive o muere).

Las variables estudiadas a través del andlisis univariante y multivariante discriminante para la
mortalidad fueron: origen, la presencia de aspiracidon de agua, el grado de consciencia en el examen
neurolégico, la longitud en curvo del caparazoén (LCC), la duracidn de calado, la profundidad de calado,
la temperatura del agua y el tiempo transcurrido en superficie hasta su devolucién al agua, y el tiempo

en superficie agrupado.
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C—-IMPACTO DE LA DCS EN NUEVAS ESPECIES DE TORTUGAS
MARINAS

Siguiendo la misma metodologia anteriormente descrita en el apartado A para la evaluacidn
del embolismo en tortugas bobas en la Comunidad Valenciana (Garcia-Parraga et al., 2014), se examind
en octubre de 2015 una tortuga laud capturada viva por un barco pesquero de arrastre de fondo en la
costa de Castelléon de la Plana (39°5859.99”N, 0°1'59.99”E) (Figura 129) y en mayo de 2016 una
tortuga verde viva en una red costera de trasmallo en la costa del Perellonet (Valencia)
(39°18'26.068”N, 0°17'47.049”W). Dado su tamafio, la tortuga laud fue evaluada a bordo del buque
pesquero una vez llegd a puerto para posteriormente ser devuelta a mar abierto. La tortuga verde fue
transportada y examinada en el CR del Oceanografic siguiendo el procedimiento habitual descrito
previamente para el resto de las tortugas (ver capitulo 2). Adicionalmente, durante los estudios de
campo en la costa del sur de Brasil en enero de 2017, un arrastrero de fondo capturd una tortuga
olivacea o golfina viva la cual siguid el mismo procedimiento anteriormente descrito para evaluar la

incidencia y la evolucidon inmediata de la DCS a bordo de buques pesqueros.

Dadas las singularidades de las tortugas laud, la longitud en curvo del caparazén (CCL) se midié desde
el escudo nucal hasta el pedunculo siguiendo la metodologia de Robinson et al. (2017). Para la
ecografia se empled el mismo ecégrafo portatil ya mencionado en estudios anteriores [General Electric
Logiq E Vet (GE Medical Systems)] pero en este caso con una sonda 4C-RS-Convex que confiere una
mayor profundidad de penetracién del haz de ultrasonidos con el fin de evaluar mejor la zona de
proyeccion renal (Figura 129). La sonda convex se colocd en la ventana acustica prefemoral del area
inguinal, configurando los presets a una profundidad de penetracion de 20 cm para tratar de alcanzar
el rifién y vasos adyacentes. En este caso concreto fue inviable evaluar las camaras cardiacas, los

grandes vasos de la base del corazén o el higado ecograficamente dado el gran tamafio del animal.
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Il — RESULTADQOS

A —EVALUACION DEL IMPACTO GLOBAL DE LA DCS EN
PESQUERIAS DE LA C. VALENCIANA Y ESTABLECIMIENTO DE LOS
FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD

A.1- ESTADISTICA DESCRIPTIVA Y ANALISIS EXPLORATORIO DE LOS DATOS

A continuacion, se adjuntan una serie de tablas resumen aportando los resultados
poblacionales mds relevantes de todo el periodo de estudio segregados segun las dos pesquerias

principales que conformaron la muestra (arrastre y trasmallo):

Tabla 4: Resultados poblacionales mds relevantes de todo el periodo de estudio expresados como
numero de ejemplares (n) y porcentaje del total (%).

Parametro ‘ Arrastre Trasmallo Total

Numero Total de Ingresos (%)

272 (62,52%)

156 (35,86%)

435

Vivos al ingreso (%)

256 (94,11%)

115 (73,72%)

374 (85,98%)

Muertos al ingreso (%)

18 (6,62%)

43 (27,56%)

63 (14,48%)

Muertes en el CR (%)

9 (3,52%)

9(7,83%)

18 (4,14%)

Muertes finales totales (%)

25 (9,19%)

50(32,05%)

79(18,16%)

Casos de totales de embolismo (%)

169 (62,13%)

76 (48,72%)

249 (57,24%)

Casos totales aspiracion (%)

5 (1,84%)

55 (35,26%)

60 (13,795)

Casos totales aspiracion + EG (%)

5(1,84%)

43 (27,56%)

48 (11,03%)

Casos de embolismo que mueren (%) 24 (14,20%) 44 (57,89%) 72 (28,91%)
Casos sin embolismo que mueren (%) 1(0,97%) 6 (7,5%) 7 (3,76%)
Casos con aspiracién que mueren (%) 1(20%) 31(56,36%) 32 (53,33%)
Casos tot con Asp + EG que Mueren (%) 1(20%) 27 (62,79%) 28 (58,33%)
Grado Promedio Severidad EG (0,1,2,3) 1,15 0,77 1,03
Numero total de casos graves (%) 39 (22,94%) 6(7,89%) 49 (19,60%)

Numero total de casos moderados (%)

64 (37,65%)

30(39,47%)

94 (37,60%)

Numero total de casos leves (%)

67 (39,41%)

40 (52,63%)

107 (42,80%)
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Capturas Castellon (%) 200 (74%) 89 (57,05%) 290 (66,97%)
Capturas Valencia (%) 44 (16,3%) 62 (39,74%) 109 (25,17%)
Capturas Alicante (%) 26 (9,63%) 5 (3,2%) 34 (7,85%)

A continuacidn se adjunta otra tabla resumen de las variables ambientales y resultados observados
mas relevantes estudiados en la muestra (CC = Caretta caretta; CM = Chelonia mydas; DC =

Dermochelys coriaceaq):

N %
Especie
cC 432 99.31
C™m 2 0.46
DC 1 0.23
Tipo red
Arrastre 272 63.55
Trasmallo 156 36.45
Provincia
Castellon 290 66.97
Valencia 109 25.17
Alicante 34 7.85
Aspiracion agua
No 375 86.21
Si 60 13.79
EG
Si 249 57.24
No 186 42.76
Severidad EG
0 181 42.00
1 107 24.83
2 94 21.81
3 49 11.37
Muerte llegada
No 372 85.52
Si 63 14.48
Muerte CR
No 417 95.86
Si 18 4.14
Muerte total
No 356 81.84
Si 79 18.16
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Mes

Enero 75 17.24
Febrero 54 12.41
Marzo 93 21.38

Abril 59 13.56

Mayo 10 2.30

Junio 7 1.61

Julio 2 0.46
Agosto 2 0.46
Septiembre 9 2.07
Octubre 23 5.29
Noviembre 47 10.80
Diciembre 54 12.41

Tabla resumen de los pardmetros ambientales e individuales asociados a las capturas incluyendo el
numero de casos estudiados (tamafio muestral), el valor promedio, la desviaciéon entandar, valores

maximos y minimos asi como los percentiles 25, 50y 75.

count ‘mean std min 25% 50% 75% max

Temperatura 434.00 15.88 2.99 12.90 |13.70 |14.60 |16.40 |26.20
Profundidad 290.00 |[35.55 22.38 (3.00 |16.00 [30.00 |54.50 |100.00
Tiempo de calado 214.00 |5.82 519 |0.33 |2.00 |3.00 |10.00 |24.00
LcC 397.00 |[42.82 12.22 |24.50 [34.20 |40.00 |49.00 |136.00
Peso 376.00 12.56 12.32 |1.90 |5.16 |7.90 |15.26 |85.50

A continuacion se presentan los histogramas de distribucién de las variables continuas consideradas

en el estudio.
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Temperatura Profundidad Tiempo de calado

80

60

50

Lcc Peso

1751

150+
125+
N 1001
751
501

251

140 60 80

Tabla resumen de los pardmetros ambientales e individuales asociados a las capturas segregados

segun las dos pesquerias principales que conformaron la muestra (arrastre y trasmallo)

Duracion Duracion . Profundidad
Calado  de Calado Profundidad de Calado Temperatura Temperatura LCC LCC (cm)

(Promedio)

Pesqueria de Calado del agua (2C) delagua (2C) (cm)

(h) (h)
(Rango) (Promedio)

(m)

(m) (Rango) (Promedio)

(Rango) (Promedio) (Rango)

Arrastre | 0,33-8 2,53 13-100 46,87 12.9-25 14,97 2]22- 44,71
Trasmallo | 1-24 11,67 3-70 14,48 13-25,30 17,31 25-67 39,24
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En cuanto a los ingresos, la inmensa mayoria de las tortugas recuperadas de las redes de pesca fueron
ejemplares de tortuga boba, con Unicamente 2 ejemplares de tortuga verde y un Unico ejemplar de
tortuga laud. El arrastre aportd la mayoria de las tortugas objeto de estudio con mas de un 62% de los
casos con respecto al trasmallo (con un 35,85% de casos) y al palangrillo de fondo que fue muy residual
aportando sélo 3 casos (0,69%). Las capturas ademads se concentraron en la region de Castellon
(66,97%) aportando el mayor nimero de tortugas tanto en arrastre como en trasmallo. Las cifras son
muy inferiores en la regidn de Valencia (25,17%) y practicamente residuales en Alicante (7,85%). Hay
que destacar que, en la provincia de Valencia, el trasmallo llegé a superar al arrastre en cuanto al

numero de tortugas aportadas.

Provincia
Alicante (34)

Valencia (109)

Castellén (290)

En cuanto a la estacionalidad de las capturas, en el siguiente grafico podemos ver como durante los 10

afios de estudio la mayoria de los animales ingresaron durante los meses mas frios del afio (de octubre

a marzo).
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Las tasas de mortalidad global detectada de tortugas en la region, ascendio al 18,16% (considerando
gue los animales que llegaron vivos al CR fueron tratados). La mortalidad globalmente fue mayor para
los animales procedentes de trasmallo (32,05%) que en el arrastre (9,19%). La gran mayoria de los
animales que murieron (79,75%), lo hicieron antes de llegar al CR. Sélo un 73,72% de los casos de
trasmallo fue susceptible de recibir tratamiento porque llegaron vivos al CR, mientras que la
supervivencia inicial hasta poder recibir tratamiento fue muy superior en el caso del arrastre (94,11%).
A continuacidn se muestran los diagramas del nimero total de bajas considerando los ingresos por de

arrastre y trasmallo y la proporcion de los que llegaron muertos frente a los que murieron en el CR.

Muerte total Muerte llegada Muerte CR
. Si (79) I Si(6e1) Si (18)
No (356) No (374) .

No (417)

Globalmente, los casos de embolismo confirmados en pesquerias de la Comunidad Valenciana
ascendieron al 57,24% de todas las capturas, siendo en este caso el porcentaje mas elevado en el caso
del arrastre (62,13%) que para el trasmallo (48,72%). A continuacidn tenemos un diagrama mostrando
el numero total y la proporcién de tortugas que llegaron afectadas por algin grado de EG frente a los

gue no mostraron signos de enfermedad.

No (186)

Si (249)

Los casos mas graves de embolismo se acumulan en la pesca de arrastre de fondo (que opera a mayor

profundidad) con respecto al trasmallo (que cala de forma mas somera pero mas tiempo). El valor
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promedio de afectacién de EG de todas las capturas durante todo el periodo fue del 1,03 (leve) siendo
el grado O laausencia de EG, y los grados 1, 2 y 3 los casos leves, moderados y severos respectivamente.
A continuacion se muestra un histograma indicando la proporcién de casos (de todas las pesquerias
en su conjunto) sin embolismo (0) y con embolismo leve (1), moderado (2) o severo (3) que llegaron al

CR.

Severidad EG

En el caso del arrastre el grado de EG promedio fue mayor (de 1,15) con respecto al trasmallo (de 0,77).
Ademas, mientras que en el arrastre los casos de embolismo se distribuyen de forma bastante mas
homogénea entre leves (39,41%), moderados (37,65%) y graves (22,94%), en el caso del trasmallo los
afectados leves (52,63%) y moderados (39,47%) conformaron la gran mayoria de casos. La profundidad
minima a la que se produjeron casos de embolismo en el trasmallo fue de solo 3 metros mientras que
para el arrastre fue de 20 metros. La mortalidad en casos de embolismo fue del 28,91% frente a la
mortalidad de los casos sin embolismo que fue del 3,76%. Los casos de aspiracion de agua de mar
fueron muy superiores en el caso del trasmallo (35,26%) en comparacion con el arrastre (1,84%), lo
que como hemos visto también se tradujo en una mortalidad mayor en el trasmallo. La aspiracion de
agua de mar se asocid a una mortalidad del 53,33%, mientras que los casos en los que concurren la EG
y la aspiracion de agua de mar se asocian a una mortalidad aun mayor (del 58,33%) siendo esta
circunstancia mucho mas frecuente en el trasmallo (27,56% de casos con esta doble patologia) frente
al arrastre (con solo un 1,84% de casos). De los 48 casos totales con EG y aspiracion, 43 fueron

aportados por trasmalleros.



CAPITULO 3

A continuacidn, se adjuntas dos tablas con resultados adicionales sobre la actividad generada con las
tortugas que llegaron vivas al CR segun la pesqueria de origen y mostrando los indices de mortalidad

en el CR en funcion de la severidad del embolismo al ingreso:

Parametro Arrastre Trasmallo Palangre Total

Numero Total de animales entregados 272 156 3 435

Numero Total de animales entregados vivos (%) | 256(94,11%) | 115(73,72%) | 3 (100%) | 374 (85,98%)

Casos que ingresan vivos con embolismo (%) | 154 (60,16%) | 40 (34,78%) 0 (0%) 194 (51,87%)

Tasa global supervivencia post ingreso (con tratamiento) (%) 96,48% 92,17% 100,00% 95,19%

Muertes finales totales (%) | 25 (9,19%) 50 (32,05%) 0 (0%) 79 (18,16%)

Casos que ingresan vivos con aspiracion (%) 4 (1,56%) 29 (25,21%) 0 (0%) 33 (8,82%)

Casos que ingresan vivos con aspiracion + EG(%) 4 (1,56%) 21 (18,26%) 0 (0%) 25 (6,68%)

Casos que ingresan vivos con aspiracion + EG que Mueren (%) 0 (0%) 5(23,8%) 0 (0%) 5(20%)

. . o
Tasa global supervivencia de Iqs casos de E(.i (con Trto) (%) 94,15% 80,00% 91,23%
(incluyendo vivos y muertos)

Parametro Mueren Mortalidad %
Numero de ingresos vivos sin EG 177 1 0,56
Numero de ingresos vivos con EG leve 95 3 3,16
Numero de ingresos vivos con EG moderado 71 8 11,27
Numero de ingresos vivos con EG grave 27 6 22,22

Un 85,52% de todos los animales recibidos ingresaron vivos en el CR. En general, de todos los ingresos
que llegaron vivos al CR, gracias a la terapia aplicada solo terminé muriendo un 4,3%, alcanzando una
mortalidad final de todos los casos recibidos del 18,16% entre los que ya llegaron muertos y los que

terminaron muriendo a pesar del tratamiento.

En cuanto a la efectividad del tratamiento en particular, durante este periodo de 10 afios, se trataron
las 374 tortugas que llegaron vivas al CR, si bien es cierto que el diagnostico mas preciso y el
tratamiento especifico HBOT sélo se aplicaron de forma sistematica en todos los casos de embolismo
cuando fue posible a partir de 2014 que contamos con la primera camara hiperbarica. La tasa global
de embolismo de las tortugas remitidas por pescadores (vivas y muertas) fue del 57,24% pero

considerando sdlo los animales susceptibles de recibir tratamiento (los que llegaron vivos al CR), la
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tasa de embolismo fue del 51,87% (60,16% en el caso del arrastre, 34.78% para el caso de trasmallo y
sin casos de EG en el palangrillo de fondo). Los casos que llegaron con aspiracion de agua de mar fueron
un 8.82% de los ingresos vivos (un 1,56% de los ingresos por arrastre, un 25.21% del trasmallo y un 0%
en el palangre de fondo), habiendo un porcentaje total de casos del 6,68% de aspiracidon y embolismo
simultaneo (1.56% del arrastre y 18,26% en el trasmallo). Estos casos son precisamente los que
acumularon una mayor mortalidad, alcanzando el 58.33% de los casos totales (practicamente la mitad
llegaron ya muertos), muriendo también un 20% adicional de los casos que llegaron vivos con esta

doble condicidn, a pesar del tratamiento especifico recibido en el centro.

La tasa de supervivencia global que permitié la reintroduccién tras el paso por el CR considerando
todos los ingresos que llegaron vivos fue del 95.19% (96,48% para el arrastre, 92,17% para el trasmallo
y 100% en el caso del palangre de fondo). La supervivencia al tratamiento para los casos confirmados
de embolismo que llegaron vivos al CR fue algo inferior, del 91.23% (94,15% para los casos de arrastre
y del 80% para el trasmallo). Atendiendo a la severidad del embolismo, la supervivencia de los
pacientes que ingresaron con embolismo leve y se sometieron a tratamiento especifico HBOT fue del
96.84% (95 animales tratados y 3 muertes), los pacientes con embolismo moderado sobrevivieron en
un 88,73% de los casos (71 animales tratados y 8 bajas) mientras que en el caso de los pacientes con
embolismo severo se alcanzé una supervivencia del 77,78% (27 casos y 6 bajas). Para los animales que
llegaron vivos sin EG, la supervivencia en el CR con el tratamiento basico de soporte fue del 99,45% (1

baja en 177 casos).

A.2- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS CON LA DCS Y LA
MORTALIDAD

ESTADISTICA ANALITICA UNIVARIANTE

1- ASOCIACION CON LA MORTALIDAD

Para analizar la asociacion entre variables categdricas y la mortalidad total se empled la prueba
de chi cuadrado. Como se observa en la tabla, las variables severidad EG, aspiracidn aguay tipo de red
mostraron diferencias significativas (p < 0.001), mientras que la provincia de origen no supuso

diferencias entre las que murieron y sobrevivieron (p > 0.05).



Muerte total Si (n=79) Muerte total No (n=356)
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%

p-valor . .
N % supervivencia
Severidad EG 77 17.70 354 81.38 <0.001
0 5 6.49 176 49.72 97.24
1 13 16.88 94 26.55 87.85
2 31 40.26 63 17.80 67.02
3 28 36.36 21 5.93 42.86
Aspiracion agua |79 18.16 356 81.84 <0.001
No 47 59.49 328 92.13 87.47
Si 32 40.51 28 7.87 46.67
Tipo de red 75 17.24 353 81.15 <0.001
Arrastre 25 33.33 247 69.97 90.81
Trasmallo 50 66.67 106 30.03 67.95
Provincia 79 18.16 354 81.38 0.176
Alicante 10 12.66 24 6.78 70.59
Castelldn 48 60.76 242 68.36 83.45
Valencia 21 26.58 88 24.86 80.73

Asimismo, se analizé qué variables cuantitativas presentan asociacidn con la mortalidad. En este caso

se empled la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, ya que el analisis de normalidad indicé que

estas variables no cumplian dicha condicién. Las variables que resultaron significativas fueron el

tiempo de calado (p < 0.001), la temperatura (p < 0.001) y la profundidad (p=0.029). Ni el peso ni la

LCC mostraron diferencias significativas entre los grupos. Ademas, en las graficas correspondientes a

las funciones de distribucion se observa con claridad la diferente distribucion que presentan las

variables que mostraron diferencias significativas cuando se comparan las poblaciones de tortugas que

sobreviven y las que mueren.

Muerte total Si (n=79)

Rango

N Mediana .
intercuartil

Muerte total No (n=356)

N

Mediana

Rango p-valor
intercuartil

Tiempo de calado 30 10.00 4.50-12.00
Temperatura 79 16.00 14.10-19.50
Profundidad 45 17.00 13.00-50.00
Peso 44 5.60 4.40-14.20
LCC 56 38.40 34.30-44.00

184
355
245
332
341

3.00
14.40
33.00

8.26
40.00

2.00 - 8.00 <0.001
13.60-16.00 | <0.001
17.00 - 55.00 0.029
5.30-15.59 0.075
34.00 - 49.00 0.367
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Figura 123: Grdficos de las funciones de densidad de la distribucion de las 3 variables cuantitativas
que mostraron significatividad (profundidad temperatura y tiempo de calado) frente a la
mortalidad.

2- ASOCIACION CON EL DESARROLLO DE EG

Para analizar la asociacion entre variables categdricas y el desarrollo de embolismo se empled la
prueba de chi2. Como se observa en la tabla, las variables aspiracidon agua y tipo de red mostraron
diferencias significativas (p < 0.001 y p = 0,009), mientras que una vez mds en cuanto a la provincia de

origen no hubo diferencias entre las que murieron y sobrevivieron (p > 0.05).

EG Si (n=249) EG No (n=186)
| % N %
Aspiracion agua 249 57.24 186 42.76 <0.001

No 200 80.32 175 94.09 46.67
Si 49 19.68 11 5.91 18.33

Tipo red 245 56.32 183 42.07 0.009
Arrastre 169 68.98 103 56.28 37.87
Trasmallo 76 31.02 80 43.72 51.28

Provincia 248 57.01 185 42.53 0.124
Alicante 25 10.08 9 4.86 26.47
Castelldn 164 66.13 126 68.11 43.45
Valencia 59 23.79 50 27.03 45.87
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Para el analisis de las variables cuantitativas en relacion con el desarrollo de embolismo se empleé el
test de Mann-Whitney, ya que una vez mas estas variables no seguian una distribucién normal. Las
variables que presentaron diferencias significativas en este caso fueron la profundidad (p < 0.001), el
peso (p <0.001) y la LCC (p < 0.001), pero no asi el tiempo de calado ni la temperatura. En las graficas
correspondientes se observa con claridad la diferente distribucion que presentan estas variables

cuando se comparan las poblaciones de tortugas que desarrollaron embolismo y las que no.

EG Si (n=249) EG No (n=186)

Rango
intercuartil

Rango

[\ Mediana .
intercuartil

N | Mediana

Profundidad 179 40.00 18.00 - 59.00 111 20.00 13.75-39.50 <0.001
Peso 215 9.47 5.62-18.73 161 6.25 4.50-11.50 <0.001
LCC 223 42.00 35.90-52.00 174 37.20 33.05-45.00 <0.001
Tiempo de calado 129 3.00 2.00 - 8.00 85 4.00 2.00-12.00 0.416
Temperatura 249 14.40 13.80-16.30 185 15.00 13.70-16.50 0.904
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Figura 124: Grdficos de las funciones de densidad de la distribucidn de las 3 variables cuantitativas
que mostraron significatividad (profundidad, peso y LCC) frente al desarrollo de embolismo.
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3- ASOCIACION CON LA SEVERIDAD DEL EG

La asociacidn entre variables categdricas y la severidad de EG se analizé mediante la prueba de chi
cuadrado. Las variables que mostraron diferencias significativas entre los distintos grupos fueron

aspiracion agua (p<0.001), provincia (p=0.001) y tipo red (p=0.002).

Aspiracion agua <0.001
Provincia 0.001
Tipo red 0.002

Mes 0.160

Para determinar qué variables cuantitativas presentaban diferencias segun la severidad de EG se utilizé
el método de Kruskal-Wallis, debido a la condicion de no normalidad de dichas variables. En este caso,
la profundidad, el peso y la longitud en curvo del caparazén (LCC) mostraron diferencias significativas

mientras que la temperatura o el tiempo de calado no se asociaron a la severidad.

Profundidad <0.001

Peso <0.001

LCC <0.001
Temperatura 0.668
Tiempo de calado 0.772

En el andlisis post hoc de las variables significativas se determind que las diferencias se encontraban
entre los grupos 0-2, 0-3 y 1-3 en el caso de la variable profundidad (p valor 0.003, < 0.001 y 0.002,
respectivamente); entre los grupos 0-2 y 0-3 en peso (p 0.010 y 0.001, respectivamente) y entre los
grupos 0-2 y 0-3 en la variable LCC (p 0.040 y 0.001, respectivamente). Estas diferencias se pueden

observar con mayor claridad en las siguientes tablas y los correspondientes diagramas de cajas.

Profundidad (0] 1 p 3

0 1.000 0.146 0.003 0.000
1 0.146 1.000 0.527 0.002
2 0.003 0.527 1.000 0.098
3 0.000 0.002 0.098 1.000
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Severidad EG

Peso 0 ‘ 1 2 ‘ 3
0 1.000 0.078 0.010 0.001
1 0.078 1.000 0.871 0.232
2 0.010 0.871 1.000 0.591
3 0.001 0.232 0.591 1.000
LCC (0] 1 p 3
0 1.000 0.110 0.040 0.001
1 0.110 1.000 0.959 0.135
2 0.040 0.959 1.000 0.329
3 0.001 0.135 0.329 1.000
Profundidad VS Severidad EG Peso VS Severidad EG
100 - + +
80 - ¢+
80 ¢
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4- CORRELACION ENTRE LAS DISTINTAS VARIABLES (SPEARMAN)

Para determinar la correlacion entre las distintas variables se calculé el coeficiente rho de Spearman,

asi como el p-valor asociado a cada coeficiente.

Correlaciones entre variables

Temperatura -
Tipo red - -0.44 1.00
0.75
Profundidad - -0.37
-0.50
Tiempo de calado - 0.37
-0.25
Lcc- 0.03 018 0.21 -0.07 -0.00
-—-0.25
Peso - -0.02 0.21 0.25 -0.12
-0.50
Aspiracion agua- 0.25 | -0.45 -037 | 041 -0.09 -0.09
-0.75
EG- -0.01 0.13 0.28 -0.06 0.21 0.22 0.20 1.00
Muerte total - 0.22 -030 -0.13 0.32 -0.05 -0.09 0.36 @ 0.32
l Ll 1 1 1 1 1 1 1l
o > ) < o 2 o >
I A A R
& <R & < S &
<<\Q é@ & OO &
AZ N Q & 4\0
N &
K& Ao
Significancia correlaciones (p-valor)
Temperatura -
Tipo red - 0.05
Profundidad -
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-0.03
LCC
Peso -0.02

. 0.01
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muestra en los mapas de calor, existe una alta correlacién entre la profundidad y el tiempo de calado
con el Tipo de Red empleado (r 0.78 y -0.76 respectivamente, p < 0.01). Los distintos tipos de artes
(arrastre y trasmallo) estan muy asociados a tiempos de calado y profundidades contrapuestos tal y
como se puede observar en los siguientes diagramas: en el arrastre se cala menos tiempo y a mayor

profundidad mientras que en el trasmallo se cala mucho mds tiempo pero a una menor profundidad.

Tiempo de calado segun tipo de red Profundidad segun tipo de red
¢ 100 -

254

20
80 1

15
60

Horas

101 40 4
¢

> 20 1
' N
v

0+ i v

Arralstre Trasrlnallo Arra‘stre Trasrlnallo
Asi, estos factores estan fuertemente asociados entre si.

A continuacién, se adjunta una tabla resumen con los parametros de profundidad y tiempo de calado

recogidos para cada una de las pesquerias:

Arrastre Trasmallo

Count (n) 189.00 99.00

min 13.00 3.00
25% 30.00 10.00
50% 50.00 14.00

Profundidad

75% 60.00 17.00
max 100.00 70.00
mean 46.87 14.48

std 19.02 8.60
Count (n) 137.00 75.00

min 0.33 1.00
25% 2.00 10.00
50% 2.50 12.00

Tiempo de calado

75% 3.00 14.00

max 8.00 24.00

mean 2.53 11.67

std 1.23 4.36
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5- ANALISIS DEL ARRASTRE Y EL TRASMALLO POR SEPARADO

Debido a que tanto el tiempo de calado como la profundidad se encuentran muy asociadas en funcién
al tipo de pesqueria, se decidié estudiar también la asociacidn de dichas variables con la mortalidad,
la presencia de EG y la severidad de EG dentro de cada pesqueria (separando la muestra en funcion

del tipo de red empleado).

De esta forma, se pudo determinar la influencia de cada una de estas dos variables evitando la
confusidon que produce la alta asociacién entre ellas. Como muestran los resultados, la variable
profundidad es la variable que muestra asociacién con los tres extremos estudiados en el caso de
arrastre (mortalidad, presencia de EG y severidad de EG). Sin embargo, en los casos de tortugas
capturadas por trasmallo, no se establecieron diferencias significativas en base a la profundidad ni en
el tiempo de calado con respecto a la mortalidad, el riesgo de EG o la severidad del EG. Se puede
afirmar, por tanto, que sélo en el arrastre la profundidad tiene influencia tanto en la mortalidad como
en la presencia y gravedad de EG pero el tiempo de calado solo tiene un impacto significativo sobre la
mortalidad asociada a este arte, pero no asi en el desarrollo de EG ni en su severidad.

Muerte total Si (n=25) Muerte total No (n=247)

MORTALIDAD EN

ARRASTRE REIL]

Rango N Mediana Rango

N | Mediana . . . .
intercuartil intercuartil

Profundidad 51.25-73.25 175 47.00 30.00 - 59.00

Tiempo de calado 2.88-3.62 129 2.00 2.00-3.00 0.022

0.0200 Distribucion Profundidad VS Muerte (Arrastre) Distribucién Tiempo de calado VS Muerte (Arrastre)

’ —— Muerte Si —— Muerte Si
0.0175 4 —— Muerte No 05 - —— Muerte No
0.0150

0.4 4
0.0125
0.0100 0.3 -
0.0075
0.2 4
0.0050
0.1
0.0025
0.0000 . T . T . T - 0.0 ; r T T r
0 20 40 60 80 100 120 0 2 4 6 8
metros horas

Figura 125: Grdficos de las funciones de densidad de la distribucidn de las 2 variables cuantitativas
que mostraron significatividad (profundidad y tiempo de calado) frente a la mortalidad en
pesquerias de arrastre.
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Muerte total Si (n=50) Muerte total No (n=106)
MORTALIDAD EN

val
TRASMALLO p-valor

Rango N Mediana Rango

N Mediana . . . .
intercuartil intercuartil

Profundidad 12.00-17.50 68 13.25 9.00 - 16.62

8.50-13.75 53 12.00 10.00 - 14.00 0.972

Tiempo de calado

Distribucién Profundidad VS Muerte (Trasmallo) Distribucién Tiempo de calado VS Muerte (Trasmallo)
—— Muerte Si —— Muerte Si
0.08 4 — Muerte No 0.12 A —— Muerte No
0.10
0.06 A
0.08 -
0.04 A 0.06 -
0.04 A
0.02 A
0.02 A
0.00 ‘ : . . 45& - /\ 4 0.00 : . . . . -
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 5 10 15 20 25
metros horas

Figura 126: Grdficos de las funciones de densidad de la distribucion de la profundidad y tiempo de
calado frente a la mortalidad en pesquerias de trasmallo. En este caso no se observan diferencias
significativas.

EG Si (n=169) EG No (n=103)

EG EN ARRASTRE p-valor

. Rango . Rango
N Mediana . g . Mediana . g .
intercuartil intercuartil

Profundidad 25.00 - 50.00

126 51.50 35.00 - 62.25

87 2.50 2.00-3.00 1.50-3.00 0.401

Tiempo de calado

Distribucion Profundidad VS EG (Arrastre) Distribucién Tiempo de calado VS EG (Arrastre)
—— EG Si 0.40 4 —— EG Si
—— EG No —— EG No
0.020 0.35 4
0.30
0.015 -
0.25
0.20 4
0.010 -
0.15 4
0.005 4 0107
0.05
0.000 - - v - - v r 0.00 T T - T T -
0 20 40 60 80 100 120 o 2 4 6 8 10
metros horas

Figura 127: Grdficos de las funciones de densidad de la distribucion de la profundidad y tiempo de
calado frente al desarrollo de EG en pesquerias de arrastre. En este caso se observan diferencias
significativas en el caso de la profundidad, pero no asi en el tiempo de calado.
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EG Si (n=76)

EG EN TRASMALLO

EG No (n=80)

. Rango . Rango
N Mediana . e . N Mediana . = .
intercuartil intercuartil
Profundidad 12.00-17.00 13.00 9.00 - 16.00
Tiempo de calado 8.50-13.00 12.00 10.00 - 14.00 0.519
Distribucién Profundidad VS EG (Trasmallo) Distribucién Tiempo de calado VS EG (Trasmallo)
— EGSi — EGSi
0.08 4 —— EG No 0.121 —— EG No
0.10 4
0.06
0.08 4
0.04 0.06 4
0.04 4
0.02
0.02 4
0.00 : , : r . U . 0.00 ‘ ; . , . ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 -5 0 5 10 15 20 25 30

metros

horas

Figura 128: Grdficos de las funciones de densidad de la distribucion de la profundidad y tiempo de
calado frente al desarrollo de EG en pesquerias de trasmallo. En este caso no se observan
diferencias significativas frente a ninguna de las dos variables.

Severidad EG en Arrastre
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0.000

Tiempo de calado 0.174
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Severidad EG en Trasmallo
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ESTADISTICA ANALITICA MULTIVARIANTE

En lo referente al andlisis multivariante discriminante para la valoracién de la gravedad de la
enfermedad y la mortalidad frente al efecto combinado de las diferentes variables, el sistema

considerd validos 209 casos de los 435 pues en el resto faltaba al menos una variable discriminatoria.
1- MODELO PARA LA ESTIMACION DE LA MORTALIDAD:

En este caso la Unica variable significativa que el modelo considerd incluir en la funcién fue la presencia

de aspiracion descartando el resto de las variables.

Variables entradas/eliminadas®®.¢.4

Lambda de Wilks
F exacta
Escaldn Especificado Estadistico | df1 df2 df3 Estadistico | df1 df2 Sig.
1 Aspiracion ,801 1 1 | 207,000 51,414 1 207,000 | ,000

En cada paso, se entra la variable que minimiza la lambda de Wilks global.
a. El nimero maximo de pasos es 8.

b. La F minima parcial para entrar es 3.84.
c. La F maxima parcial para eliminar es 2.71.

d. El nivel F, la tolerancia o VIN no suficiente para un calculo adicional.
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En este caso los coeficientes de funcidn fueron los siguientes:

Coeficientes de funcion de
clasificacion

Resultado final
Muerte
.0 1,0
Aspiracion 873 5,314
(Constante) -, 734 -2,211

Funciones discriminantes lineales de Fisher

Y en la validacion cruzada el modelo predictivo pudo clasificar correctamente un 82,8% de los casos lo
gue implicaria que efectivamente la aspiracidn nos ofrece un modelo predictivo bastante bueno para

estimar la mortalidad.

Resultados de clasificacion®®

Pertenencia a grupos
Resultado final pronosticada
Muerte ,0 1,0 Total
Original Recuento ,0 328 28 356
1,0 47 32 79
% 0 92,1 7,9 | 100,0
1,0 595 | 40,56 | 100,0
Validacion Recuento 0 328 28 356
cruzada® 1,0 47 32 79
% 0 92,1 7,9 | 100,0
1,0 595 | 40,56 | 100,0

a. 82,8% de casos agrupados originales clasificados correctamente.

b. La validacion cruzada se ha realizado solo para aquellos casos del analisis. En la valid:
distintos a dicho caso.

c. 82,8% de casos agrupados validados de forma cruzada clasificados correctamente.

Esto lo podemos ver también reflejado en la tabla cruzada (Chi-cuadrado <0.001):

Resultado final Muerte*Aspiracién tabulacioén cruzada

Recuento
Aspiracién
0 1 Total
Resultado final Muerte 0 328 28 356
1,0 47 32 79
Total 375 60 435

Segun la tabla podemos ver que sélo un 12,5% de los casos sin aspiracidon terminan muriendo mientras

que un 53,3% de los casos afectados por la aspiracidon no sobreviven.
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En un estudio por separado vemos que también el factor duracién de calado presenta diferencias

significativas entre los diferentes grupos de muertos y supervivientes:

Variables entradas/eliminadas®b:¢-4

Lambda de Wilks

F exacta
Escalon Especificado | Estadistico | df1 | df2 df3 Estadistico | df1 df2 Sig.
! Duracion 921 1 1 | 212,000 18,075 1 | 212,000 | ,000
calado (h)

En cada paso, se entra la variable que minimiza la lambda de Wilks global.
a. El nimero maximo de pasos es 2.

b. La F minima parcial para entrar es 3.84.

¢. La F maxima parcial para eliminar es 2.71.

d. El nivel F, |a tolerancia o VIN no suficiente para un célculo adicional.

Sin embargo, su capacidad predictiva es inferior a la que ofrecia la funcidn en base a la aspiracién y es

por este motivo por el que el modelo discriminante no la considera, pero sigue siendo un factor

importante. En el caso de la duraciéon de calado, independientemente de su significatividad, la funcién

calculada llega a clasificar correctamente un 72,4% de los casos frente a los 82,2% que se consiguen

con la aspiracién. Es por este motivo por el que el modelo multivariante originalmente lo deja fuera de

la funcién ya que no aporta mas informacion que la aspiracién por si sola para predecir mortalidad.

Resultados de clasificacion®°

Pertenencia a grupos
Resultado final pronosticada
Muerte 0 1,0 Total
Original Recuento ,0 135 49 184
1,0 10 20 30
% 0 73,4 26,6 | 100,0
1,0 33,3 66,7 | 100,0
Validacién Recuento .0 135 49 184
cruzada® 1,0 10 20 30
% 0 73,4 26,6 | 100,0
1,0 33,3 66,7 | 100,0

a. 72,4% de casos agrupados originales clasificados correctamente.

b. La validacion cruzada se ha realizado so6lo para aguellos casos del analisis. En la validacion

distintos a dicho caso.

c. 72,4% de casos agrupados validados de forma cruzada clasificados correctamente.
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2- MODELO PARA LA ESTIMACION DE LA SEVERIDAD DEL EMBOLISMO:

Las variables que mostraron diferencias significativas y por tanto se incluyeron en el modelo para
predecir gravedad fueron la profundidad y la presencia de aspiracién, siendo descartadas tanto la LCC

(tamafio), la temperatura del agua como la duracidn de calado.

Variables entradas/eliminadas?®®:¢:¢

Lambda de Wilks
F exacta
Escalén Especificado Estadistico | df1 df2 df3 Estadistico | df1 df2 Sig.
1 (Pr:]‘;f”“di”d""d 855 | 1 | 3 | 205000 11,609 | 3 | 205000 | ,000
2 Aspiracion 764 2 3 | 205,000 9,801 6 | 408,000 | ,000

En cada paso, se entra la variable que minimiza la lambda de Wilks global.
a. El namero maximo de pasos es 8.

b. La F minima parcial para entrar es 3.84.
¢. La F maxima parcial para eliminar es 2.71.

d. El nivel F, la tolerancia o VIN no suficiente para un calculo adicional.

Para el caso de la severidad en funcion de la profundidad vemos que tal y como se mostraba en el
analisis univariante, efectivamente hay una tendencia a que se agrave el cuadro con la profundidad de

calado (p<0.001) aunque hay bastante solapamiento entre los grupos de gravedad.

En el caso de la gravedad asociada a la presencia de aspiracion como variable categdrica con dos Unicas
categorias, tendriamos la siguiente tabla cruzada donde se obtiene un valor de Chi-cuadrado <0.001,

aunque vemos que los resultados estan bastante descompensados en las diferentes categorias:

Gravedad x Imagen *Aspiracion tabulacion cruzada

Recuento
Aspiracion
0 1 Total
Gravedad x Imagen 0 170 11 181
1 81 26 107
2 73 21 94
3 47 2 49
Total 371 60 431

Los coeficientes de funcién calculados para ambas variables fueron los siguientes:



Coeficientes de funcion de clasificacion

Gravedad x Imagen

0 1,0 20 3,0
Profundiudad 083 112 131 164
(m)
Aspiracién 2,915 4,404 5,118 4,191
(Constante) -2,585 | -3,725 | -4,541 | -5,951

Funciones discriminantes lineales de Fisher
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Sin embargo, dado el elevado solapamiento entre los grupos, en la validacién cruzada la funcién

calculada sdélo pudo clasificar correctamente un 38,3% de los casos segun las categorias, lo que

indicaria que el grado de asociacién no es suficiente potente para establecer un modelo predictivo

robusto.
Resultados de clasificacion®:©
Pertenencia a grupos
Gravedad x pronosticada
Imagen 0 1,0 2,0 3,0 Total
Original Recuento .0 75 4 6 25 110
1,0 33 3 17 29 82
2,0 16 4 13 33 66
3,0 8 0 1 23 32
% 0 68,2 3,6 5,5 22,7 | 100,0
1,0 40,2 3,7 20,7 354 | 100,0
2,0 242 | 6,1 19,7 | 50,0 | 100,0
3,0 25,0 0 31 | 71,9 | 100,0
Validacion Recuento 0 75 4 6 25 110
cruzada® 1,0 33| 2 18 | 29 82
2,0 16 5 12 33 66
3,0 8 0 2 22 32
% 0 68,2 3,6 55 22,7 | 100,0
1,0 40,2 24 22,0 354 | 100,0
20 24,2 7.6 18,2 50,0 | 100,0
3,0 25,0 0 6,3 | 68,8 | 100,0

a. 39,3% de casos agrupados originales clasificados correctamente.

b. La validacion cruzada se ha realizado solo para aquellos casos del analisis. En |a validacion cruzada,

c. 38,3% de casos agrupados validados de forma cruzada clasificados correctamente.
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B—EVALUACION DEL IMPACTO DE LA DCS EN CONDICIONES DE
CAMPO A BORDO DE BUQUES PESQUERQOS

Los resultados de las campanias realizadas en Brasil ya fueron publicados en 2020 (Parga et al.,
2020). En el presente trabajo de Tesis Doctoral presentamos un nuevo analisis y reinterpretacion de
los resultados integrando a esta cohorte inicial, la nueva casuistica generada en las campafias de Italia.

Esta informacidn y analisis global, esta aun pendiente de publicar.

B.1- HALLAZGOS DEL EXAMEN FISICO

Todas las tortugas de este estudio conjunto (n=62), fueron tortugas bobas excepto una tortuga
olivacea que fue capturada durante una de las campafias en Brasil. La mayoria fueron de hecho
tortugas bobas subadultas (juveniles grandes) o adultas (LCC 42-82 cm en el caso de ltalia y 62,5-93,5
cm en los ejemplares de Brasil). Todos los animales mostraron una buena condicidn corporal (con una
abundante presencia de grasa en la zona axilar y cervical, que también fue patente en el estudio
ecografico), excepto uno de los ejemplares capturados en Italia que presentaba una herida antigua
bastante extensa en el cuello y una condicién corporal media baja. Ocho tortugas tenian heridas
superficiales recientes, sin sangrado, en la region cervical, ventral y lateral a la cabeza, y/o en aletas
compatibles con la abrasidn por el aparejo de pesca (1 en Italiay 7 en Brasil) y 2 tortugas (ambas de

Brasil) tenian prolapso agudo de cloaca.

Ademas, en Italia 3 animales capturados presentaron lesiones externas crénicas. Por un lado, el
ejemplar juvenil anteriormente mencionado que tenia una gran herida en la zona dorsal del cuello,
afectando a la piel y al tejido subcutaneo, de aspecto crénico y de origen desconocido (jError! No se e
ncuentra el origen de la referencia.). Otro presentaba una cicatriz, aparentemente por
enmallamiento, en la aleta delantera derecha y el dltimo individuo presentaba una amputacién de la

aleta trasera izquierda ya cicatrizada.

Por regla general el examen externo de las tortugas capturadas no revelé ningun signo clinico evidente
gue pudiera estar asociado de manera exclusiva con el desarrollo de EG. La mayoria de los individuos
se mostraron poco activos al alcanzar superficie, aumentando el nivel de actividad con el tiempo y en
algunos casos en respuesta a la manipulacién por parte del personal. En algunos casos, el estado de
consciencia estaba notablemente reducido, pero por lo general si respondian tras la manipulacién
especifica para evaluar su condiciéon y reflejos. En el caso de las tortugas que murieron a bordo, la
mayoria partieron de una escasa respuesta a los estimulos inicialmente que disminuyd ain mas con el

tiempo hasta que se perdié completamente. Aproximadamente el 5% de los individuos (3 de 62)
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mostraron signos de hiperreactividad o fueron especialmente activos durante la exploracién, el

muestreo y el marcado.

Figura 129: Tortuga cubierta de limo en cubierta tras ser extraida del copo, esperando para ser
explorada por el investigador tan pronto los pescadores terminen de volver a calar las redes.

Figura 130: Dos tortugas bobas antes de ser evaluadas por los investigadores mientras los
pescadores terminaban de clasificar el pescado.

Algunos individuos mostraron signos neuroldgicos claros probablemente relacionados con el

desarrollo de EG, como consecuencia de los posibles dafios neurolégicos asociados a la distribucion de
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las burbujas de gas. Ademas de la disminucidn de la respuesta a los estimulos, estos especimenes

podian presentar una flexién permanente del cuello, inclinacién de la cabeza o retraccién de las aletas.

Figura 131: Ejemplar con signos neurolégicos mostrando, inmovilidad, respuesta pobre a estimulos,
retraccion y lateralizacion de la cabeza.

Del total de los animales explorados de inicio, 20 mostraron un examen neurolégico normal (35,71%),
20 (35,71%) mostraron un examen neurolégico anormal con respuesta reducida a los reflejos
(estuporosos), 16 (25,8%) estaban en estado comatoso y 6 (9,7%) animales no se pudieron evaluar en
el momento en que se recuperaron de la red al ser transferidos al veterinario horas mas tarde desde
otros barcos. 3 ejemplares (2 de los incluidos en el grupo del nivel de consciencia normal y uno incluido
en el grupo de los estuporosos) mostraron en un momento dado respuestas o comportamientos de

hiperreactividad o descoordinacion tras haber pasado algun tiempo en cubierta.

Un total de 45 animales que mostraron una condicién suficientemente buena (en cuanto a nivel de
consciencia, actividad y estabilidad en la respiracion) fueron liberados con las consiguientes marcas.
De las 16 tortugas que llegaron mas débiles o comatosas, 11 (68,75%) murieron en cubierta (a bordo),
y 5 (31,25%) se recuperaron parcialmente en cubierta y pudieron ser liberadas con marcas. De estas
5, 2 murieron en los dias 28 y 24 post liberacién y en las otras 3 fallé la marca por lo que no pudimos
saber si verdaderamente alguna llegd a sobrevivir mas de 30 dias. A demas de las 20 que entraron
estuporosas, 3 tortugas que entraron con cierta actividad terminaron también muriendo en cubierta,
2 de ellas con claros signos de aspiracidon de agua de mar. La mortalidad global a bordo alcanzé por
tanto el 22,58%, siendo muy superior en Brasil (46,43%) comparado con Italia (2,94%) donde la
mayoria de los animales si que se pudieron reintroducir. De las 3 tortugas que desarrollaron signos de
hiperreactividad tras permanecer 1 hora a bordo (mostrando una apertura inmediata de su boca y

tratando de morder al tocarles el cuello o reaccionando con una retirada muy repentina de las aletas
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al contacto), las 3 pudieron ser marcadas y liberadas, sobreviviendo 2 de ellas por encima de los 30

dias mientras que una dio sefial de muerte en el dia 28 post liberacidn.

B.2- HALLAZGOS DEL EXAMEN ECOGRAFICO

En el caso de Brasil la ecografia fue realizada Unicamente durante el primer viaje del verano y
el primer viaje de invierno debido a la limitada disponibilidad de ecégrafos. Sin embargo, esta técnica
diagndstica si pudo ser aplicada en todas las campafas desarrolladas en el Adridtico. En total, 49
tortugas fueron examinadas por ecografia (16 en Brasil y 33 en Italia). Los exdmenes iniciales en ltalia
se realizaron en 28 casos, entre los 15- 25 minutos tras haber hecho superficie, cuando se subia y abria
el copo en cubierta y se podia tener acceso a los animales. En los 5 casos restantes los animales
procedian de otras embarcaciones y se entregaban al veterinario varias horas después (entre 7 y 19h).
En las campafias de Brasil el tiempo hasta el primer examen fue mas variable, aunque generalmente
se pudo completar entre los 15-54 primeros minutos en cubierta en 14 de las tortugas mientras que
las restantes 2 fueron examinadas inicialmente a los 70 y 277 minutos post captura, respectivamente

al proceder también de otros buques de apoyo.

Todas las tortugas sujetas a estudio fueron positivas a la presencia de gas intravascular (100% de los
casos estudiados). Ademds en todos los casos, la presencia de gas fue ya patente en la primera

exploracién (en muchos casos a tan solo 15 minutos después de subir a la superficie).

En algunos casos, especialmente durante el estudio en Italia donde el acceso a los animales fue mas
rapido y el corazén se pudo explorar mejor, este érgano parecia ser el primero en el cual se podian
detectar las burbujas de gas, pero la cantidad de gas aparentemente se incrementaba (acumulaba) con
el tiempo en mayor proporcién en la region del rifidn. Debido a su gran tamafo, no fue posible evaluar
el corazdén o vasos sanguineos principales en muchas de las tortugas principalmente durante el estudio
de Brasil en que las tortugas fueron mas grandes. La cantidad de EG en los tejidos y vasos sanguineos
aumentaron en todos los casos estudiados con el tiempo en superficie durante el periodo de
seguimiento antes de su devolucién al mar. Las puntuaciones finales del nivel de EG establecido por
ecografia durante el periodo de evaluacion sirvieron para realizar una categorizacion preliminar de los
individuos estableciendo los grupos en base a la severidad. En el caso de Brasil ademas se pudo

confirmar la severidad de los casos en base a la necropsia en aquellos animales que murieron a bordo.
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Figura 132: Secuencia temporal de la ecografia renal en la misma region en intervalos de 30-40
minutos de la tortuga olivacea capturada en Brasil. Se puede apreciar el incremento de gas
patoldgico en la region a medida que pasa el tiempo. Vena porta renal en seccion transversal
(flecha). Acumulos de gas en parénquima renal que generan una imagen hiperecogénica
(asteriscos). A) Grado de embolismo leve a los 20 minutos aproximadamente de haber salido a
superficie. B) Embolismo moderado: la cantidad y distribucion del gas en vasos y parénquima es
mayor. C) Embolismo severo: gran cantidad de gas infiltrado en el tejido impidiendo la correcta
visualizacion ecogrdfica. Este animal termino muriendo y los hallazgos se pudieron confirmar en
necropsia. Fuente: (Crespo-Picazo et al., 2020).

B.3- HALLAZGOS DEL EXAMEN POST MORTEM

En base a los exdmenes de necropsia que se pudieron realizar durante las campafias en Brasil,
todas las tortugas que murieron tenian EG severo de acuerdo con la cantidad de gas observado y su
distribucidn anatémica (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Garcia-Parraga et al., 2014). Nada
mas abrir el plastron ya eran observables burbujas de gas intravascular en la vena abdominal media y
en pequefios vasos sanguineos periféricos. El gas fue ademas facilmente evidenciable al acumularse
en grandes cantidades en los atrios cardiacos, seno venoso y pulmonar, tronco mesentérico y venas
esplénicas. 6 de 7 (85,71%) tortugas que murieron durante el verano-otofio en las campafias de Brasil,
también mostraban evidencia de aspiracion de agua, incluyendo edema bronquial y traqueal (n=5) y
grandes cantidades de liquido en los pulmones (n=6). En invierno, 2 de 5 animales necropsiados a
bordo (40%) mostraron edema o liquido en el tracto respiratorio. En Italia, aunque no se realizd
necropsia del Unico animal que murid a bordo, no se observaron signos de aspiracién de agua ni en

este ni en ninguno de los animales vivos tal y como si sucedié en Brasil.
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Figura 133: Macho adulto de tortuga boba capturado en Italia que murié a bordo tras recuperarse
comatoso del aparejo. En esta ocasion a diferencia de los animales que causaron baja en Brasil, no
se pudo llevar a cabo la necropsia porque la logistica a bordo del barco no lo permitia.

B.4- RESULTADOS DEL MARCAJE

48 animales sobrevivieron y fueron considerados aptos para su liberacién a partir de la primera
hora a bordo (2 horas en Brasil). 45 de estas tortugas fueron equipadas con las marcas de sPAT: 10
animales murieron en los 10 primeros dias y 3 animales mas murieron antes del primer mes. El registro
de las marcas no proporciond informacién detallada sobre el perfil de buceo de las tortugas marcadas,
pero al menos en base a las marcas de Brasil de las que se pudo recuperar la informacién sabemos que
todos los animales vivos, bucearon a profundidades maximas de 9 a 138 metros por lo menos una vez
al dia durante el periodo de seguimiento. En el caso de los animales marcados en Italia los
supervivientes bucearon entre un maximo de 36 y 117 metros. Un animal que terminé muriendo a los
9 dias post liberacidn, no llegd a superar los 17 metros en ninguna de sus inmersiones y otro animal
gue murié en el dia 28 post-liberacidn, aunque mantuvo un perfil de buceo diario en profundidad por
debajo de los 50m durante practicamente la totalidad del periodo, si que mostré un buceo mas

superficial los dos ultimos dias antes de morir.

En el caso de Italia se colocaron 31 marcas de un total de 34 animales capturados. Un animal murié a
bordo y no pudo ser marcado mientras que dos de las tortugas capturadas examinadas y muestreadas
en el ultimo dia de trabajo no pudieron ser marcadas ya que no quedaban ya marcas disponibles. De
esas 31 marcas, sélo funcionaron correctamente reportando informacion al satélite después de su
liberacion 22 de ellas (tasa de fallo del 29%). En 10 de los casos la marca se liberé de forma prematura,
lo que implicaria en base a su programacion la muerte del individuo. En los 12 casos restantes la marca

se liberdé después de completar el periodo preestablecido de 30 dias, apuntando a una supervivencia



JEEZI EsTUDIO DEL IMPACTO DE LA ENFERMEDAD EN LAS POBLACIONES DE TORTUGAS MARINAS

minima de al menos ese periodo. Las 9 marcas restantes no emitieron ningun tipo de sefial sin una

razon justificada (fallo por causas desconocidas).

Figura 134: Tres tortugas ya marcadas durante el curado de la resina epoxi ya listas para ser
liberadas de vuelta al mar

En el caso de Brasil se llegaron a colocar 14 marcas en los 28 animales y todas funcionaron
correctamente (tasa de fallo del 0%) enviando sefial de supervivencia por encima de los 30 dias en 11
casos y de muerte antes de 30 dias en los 3 casos restantes. 13 animales mds murieron a bordo y no
se pudieron reintroducir ni marcar y un animal adicional se reintrodujo sin marca ya que no quedaban

mas emisores disponibles en ese viaje.

Figura 135: Tortugas ya marcadas libres
en cubierta mientras continua el arrastre
esperando a ser liberadas.
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Mapa Satélite

Figura 136: Ultima posicion enviada a través de los satélites Argos por los emisores colocados en
Italia en el momento en que se liberaron de las tortugas marcadas. Notese que algunos emisores
marcan posicion en tierra y esto se puede deber a la falta de precision del satélite con este sistema
(la precisién en cuanto a la posicion GPS es muy superior) y/o a la recogida de las marcas por
pescadores o publico general. Los recuadros en amarillo indican marcas recuperadas por publico
presente en la zona y mantenidas en tierra.

B.5- ESTADISTICA DESCRIPTIVA Y ANALISIS EXPLORATORIO DE LOS DATOS

De 28 tortugas estudiadas en Brasil durante las campafias de pesca, 14 fueron capturados durante el
verano-otofio y 14 durante el invierno. Esto lleva a que las capturas se produjesen en un amplio rango
de temperaturas entre 13,75 y 242C. Sin embargo, todas las capturas en Italia acontecieron en invierno
entre los meses de enero y febrero, cuando el agua estaba mucho mas fria: entre 4 y 142C seguln
reportaron pescadores a bordo y entre 9,5y 15,82C segun registraron algunas de las marcas colocadas
en los animales. Las temperaturas promedio de la superficie del mar en la regidn para los meses de
eneroy febrero de acuerdo con seatemperature.org (consultada en abril 2021) fueron de 13,92C (12,6-

15,29C en eneroy 13,1y 14,82C en febrero).

En el caso de las 36 tortugas bobas capturadas accidentalmente a lo largo del proyecto en Italia, 34
pasaron a formar parte del estudio mientras que las 2 tortugas restantes quedaron excluidas del
estudio por diferentes motivos. Con una no pudo seguirse el protocolo originalmente establecido
porque hubo que dar prioridad al estudio de otros dos individuos capturados en la misma red de

arrastre (mismo lance), con el fin de no interferir con la operativa normal del buque pesquero. La otra
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tortuga aparecié muerta y moderadamente descompuesta en la red, por lo que se llegé a la conclusion
de que probablemente habia muerto dias antes como consecuencia de interaccién con pesca, se

hundié y volvié a ser recapturada de nuevo por otro arrastrero, no siendo por tanto de interés

particular en el proyecto actual.

Figura 137: Tortuga recuperada ya muerta de las redes con signos de descomposicion moderada,
hinchada y con pérdida de escudos de la zona de la cabeza.

A continuacién, se presenta una tabla resumen con los resultados agrupados segun las categorias de
severidad de las campafias de Italia y Brasil a bordo de buques de pesca. En cada regidn, la severidad
de embolismo detectado por ecografia se evalué como: 1=Leve, 2=Moderado, 3=Severo, NE=No
evaluado. Se incluye el nimero de casos totales por categoria, los casos compatibles con aspiraciéon de
agua de mar, los casos que se llegan a marcar, los que sobreviven mas de 30 dias tras su liberacidn, los
gue mueren antes de los 30 dias tras su liberacién, los que mueren en cubierta antes de ser marcados,
los casos inciertos en los que se desconoce el resultado al no llevar marca o por fallo de esta y el total
de casos que termina muriendo en cada categoria. Asimismo, se incluye valores promedios y rangos
(minimos y maximos) en cuanto a la paramétrica ambiental para las diferentes pesquerias de Brasil e
Italia incluyendo: duracion de los arrastres (minutos), profundidades de arrastre (metros),
temperatura del agua reportada en superficie (2C), tiempo desde el ascenso a superficie hasta el
primer examen (minutos) y tiempo total en superficie desde el ascenso hasta su devolucién al mar

(horas).
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A continuacién se muestra un diagrama con el niumero total y la proporcién de casos procedentes de

Italia y Brasil incluidos en el estudio a bordo de buques pesqueros.

Origen

Brasil (28)

Italia (34)

La tasa de mortalidad minima a nivel global fue del 43,55% en base a las 27 tortugas de las que se pudo
confirmar la muerte (muerte a bordo o en base a la sefal de los emisores). La tasa de supervivencia
minima para el primer mes a nivel global fue de 37% de las capturas en base a que solo 23 marcas
emitieron sefial de vida por encima del dia 30 post-liberacidon. En el grupo de los animales con

aspiracion de agua (12 casos, todos ellos capturados en aguas de Brasil), la mortalidad fue del 100%:
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11 casos murieron a bordo y otro que se pudo recuperar parcialmente y liberar con marca satélite,

envié sefial compatible con muerte a los 6 dias tras la liberacion.

A continuacién se muestra un diagrama del nimero total y la proporcion de bajas de las que se pudo
tener constancia en el estudio a bordo de buques pesqueros. Esto estableceria la mortalidad minima
acontecida durante el estudio ya que de algunos animales no se pudo constatar la muerte, pero

tampoco su supervivencia dado que se produjeron fallos en algunos emisores satelitales.

Muerte

Si (27)

No (35)

En cuanto a la evaluacidn del posible impacto de la estancia en superficie, a continuacién, adjuntamos
una tabla con un resumen de los casos categorizados en los 4 grupos en base a la permanencia en

cubierta con los resultados finales de muerte o supervivencia para cada uno de los grupos.

Tabla 5: Resumen de los casos categorizados en los 4 grupos en base a la permanencia en cubierta
con los resultados finales de muerte o supervivencia para cada uno de los grupos. Podemos ver que
la agrupacion de casos es muy heterogénea concentrdandose una inmensa mayoria (68,33%) en el
Grupo 2.

i °
Categorias | N2 Total Mortalidad

en base a Casos Casos . N2 Casos . ._ | Supervivencia
Tiempo or Casos totales Mortalidad post- e Supervivencia et
P P . | que se global (%) | liberacion 9 . global (%) . P v
en categoria | . que o sobreviven liberacion (%)
superficie (n) [LHen mueren (%)
——/r—r—Y—— [ —————————
GRUPO 1
= 1h 7 7 2 28,57% 28,57% 5 71,43% 71,43%
(max 1,5h)
GRUPO 2
=2h 41 28 22 53,66% 39,13% 14 34,15% 60,87%
(1,5-3h)
GRUPO3 6 5 2 33,33% 25,00% 3 50,00% 75%
(3-7h)
GRUPO 4
(>7h) 6 6 1 16,67% 50% 1 16,67% 50%




capituLo 3 NPT

Grupo superficie

40 -
354
30
25 1
20
15 1
10
5

0_

En referencia al examen neurolégico en el momento de subir a los animales a bordo, adjuntamos un

grafico con los casos de los animales que llegaron vivos categorizados en 3 grupos: normales (1),

estuporosos (2) o comatosos (3).

Examen Neurolégico

En relacion a la severidad del embolismo cuantificado por ecografia en el momento de la liberacidn,

los casos leves (1), moderados (2) y graves (3) se distribuyeron de la siguiente forma:

25 1

20 1

10 A

Severidad EG

15 A
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En cuanto a la distribucién de las variables ambientales e individuales en la muestra, a continuacién,
adjuntamos las siguientes tablas resumen y los histogramas de distribucién correspondientes de las

variables continuas incluidas en el estudio:

Muerte
Si 27 43.55
No 35 56.45
Severidad EG
0 0 0.00
1 2 4.08
2 25 54.02
3 22 44.90
Origen
Brasil 28 45.16
Italia 34 54.84
Aspiracion Agua
Si 12 19.35
No 50 80.65
Tiempo superficie agrupado
1 (hasta 1.5 horas) 7 11.67
2 (entre 1.5y 3 horas) 41 68.33
3 (entre 3y 7 horas) 6 10.00
4 (mas de 7 horas) 6 10.00
Examen Neuroldgico
1 (Normal) 20 35.71
2 (Estuporosas) 20 35.71
3 (Comatosas) 16 28.57

count mean ‘ std min 25% 50% 75% max
LCC 61 71.34 13.92 35.00 63.00 72.99 81.42 99.84
Tiempo arrastre 61 263.95 | 21.37 | 184.00 | 262.00 | 270.00 | 270.00 | 302.00
Profundidad 59 46.25 17.84 17.00 36.50 44.00 58.00 91.00
Tiempo superficie 59 200.95 | 222.46 | 60.00 | 120.00 | 120.00 | 139.50 |1140.00
Temperatura 42 12.60 5.55 4.00 9.00 12.50 15.90 24.00
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B.6- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS CON LADCS Y LA
MORTALIDAD EN CONDICIONES DE CAMPO

ESTADISTICA ANALITICA UNIVARIANTE

1- ASOCIACION CON LA MORTALIDAD:

Para el andlisis de las variables categoricas con la mortalidad se empled la prueba de chi
cuadrado. Como se observa en la siguiente tabla, las variables que mostraron diferencias significativas
entre grupos (p < 0,001) fueron la aspiracion de agua de mary la condicidn en el examen neurolégico
(p < 0,001), mientras que el origen, la severidad del EG o en tiempo en superficie agrupado no

implicaron cambios significativos.

Muerte Si (n=27) Muerte No (n=35) %
N supervivencia
Origen 27 43.55 35 56.45 0.089
Brasil 16 59.26 12 34.29 42.86
Italia 11 40.74 23 65.71 67.65
Severidad EG 21 33.87 28 45.16 0.115
2 9.52 0 0.00 0.00
8 38.10 17 60.71 68.00
3 11 52.38 11 39.29 50.00
:';’:::di”perf'c'e 27 4355 33 5323 0.233
1 (hasta 1.5 horas) 2 7.41 5 15.15 71.43
2 (entre 1.5y 3 horas) 22 81.48 19 57.58 46.34
3 (entre 3y 7 horas) 2 7.41 4 12.12 66.67
4 (mas de 7 horas) 1 3.7 5 15.15 83.33
Aspiracion agua 27 43.55 35 56.45 <0.001
No 15 55.56 35 100 70.00
Si 12 44.44 0 0 0.00
Examen Neuroldgico 26 41.94 30 48.39 <0.001
1 (Normal) 3 11.54 17 56.67 85.00
2 (Estuporosas) 10 38.46 10 33.33 50.00
3 (Comatosas) 13 50.00 3 10.00 18.75

Para el caso del analisis de las variables cuantitativas y el estudio de su asociacidn con la mortalidad,
el test de Mann-Whitney no reveld diferencias significativas entre los grupos para ninguno de los

parametros estudiados.
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Muerte Si (n=27) Muerte No (n=35)
. Rango . Rango

Mediana . . Mediana . :

intercuartil intercuartil
Temperatura 14 13.38 12.00-13.90 28 12.00 8.00-16.95 0.493
Tiempo superficie 26 120.00 120.00 - 120.00 33 120.00 90.00 - 240.00 0.497
Profundidad 25 40.00 37.00 - 55.00 34 47.00 36.50 - 59.50 0.656
Lcc 27 72.99 60.18 - 81.87 34 71.71 63.00 - 80.81 0.811
Tiempo arrastre 27 270.00 262.00 - 270.00 34 270.00 267.00 - 270.00 0.831

2- ASOCIACION CON LA SEVERIDAD DEL EG:

Dado que todos los ejemplares estudiados (el 100%) mostraron una imagen ecografica
compatible con EG, no se pudo llevar a cabo el andlisis estadistico pertinente para valorar los factores
de riesgo potencialmente asociados con el desencadenamiento de la enfermedad. Sin embargo, si
pudimos valorar que factores estaban asociados con la severidad del embolismo evaluado mediante

ecografia.

En el caso de las variables categdricas, tal y como se evidencia en la tabla adjunta, se pudo evidenciar
mediante la prueba de chi cuadrado, una asociacion entre la severidad del embolismo y el origen del
estudio (Brasil/ltalia) (p=0.012), el estado de consciencia en el examen neuroldgico (p=0.012) y con la
presencia de aspiracion de agua (p=0.041) no existiendo diferencias significativas en base al tiempo

transcurrido en superficie agrupado (p>0.05).

Origen 0.012
Examen Neuroldgico 0.012
Aspiracion agua 0.041
Tiempo superficie agrupado 0.938

Para las variables cuantitativas, se utilizé el método de Kruskal-Wallis evidenciando una asociacién
directa entre la duracién del arrastre y la severidad del embolismo (p=0,046), no existiendo diferencias
entre los grupos en base al tamafio, la temperatura del agua, la profundidad o el tiempo transcurrido

en superficie.

Tiempo arrastre 0.046
LCC 0.389
Temperatura 0.680
Profundidad 0.764
Tiempo superficie 0.918
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El analisis post hoc de la variable tiempo de arrastre determind que las diferencias se encontraban
entre los grupos 1 y 2 (p valor 0.047), mientras que las diferencias entre los grupos 1 y 3 se

aproximaban, aunque no alcanzaban la significatividad (p valor 0,065).

Severidad EG ‘ 1 ‘ 2 3
1 1 0.047 0.065
2 0.047 1 0.951
3 0.065 0.951 1

Estas diferencias se pueden observar con mayor claridad en el siguiente diagrama de cajas:

Tiempo arrastre VS Severidad EG (p-value=0.046)
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CAPITULO 3

3- CORRELACION ENTRE LAS DISTINTAS VARIABLES (SPEARMAN):

Correlaciones entre variables

LCC -
Tiempo arrastre --0.24 1.00
Profundidad --0.08 0.09 0.75
Tiempo superficie - 0.06 -0.07 -0.05 - 0.50
Temperatura —ﬂ -0.35 -0.04 0.29 -0.25
Muerte - 0.03 0.03 -0.06 -0.09 0.11 ~0.00
Origen —N -0.34 -0.08 0.04 0.25 - _0.25
Aspiracion agua - 0.21 -0.24 -0.14 -0.08 0.21 - —-0.50
Severidad EG - 0.16 0.10 -0.11 0.06 0.02 0.07 0.17 0.21 —0.75
Tiempo superficie agrupado - 0.01 0.04 0.06 0.19 -0.09 -0.05 -0.09 0.08 ~1.00
Examen Neurolégico - 0.01 -0.03 -0.18 -0.06 -0.49 0.13 0.42 -0.04
I 1 I 1 1 I 1 I 1 1 I
(@} > . > ] ' 2 €] O .0
& @@vé &6"’ 8\0‘ ’5@* & & @Qo N Q,bb &
L & F S
? R Z - N &
of & & K O & F S
&< L ° £ =
¥ R S
<& ¥ & &
QQ +7>
o &
o
K
P
Significancia correlaciones (p-valor)
LCC -
Tiempo arrastre w 0.05
Profundidad .
Tiempo superficie U 5 - 0.04

Temperatura -

-0.03
Muerte -4 o . . d
Origen fm .5 .

-0.02

Tiempo superficie agrupado

Examen Neurolégico

o @ O @ 2 @ S o ] o o
C N O N 2 NN g
g @c} 3 &L ,‘6"9 \)@6 O P L \'OQ'\

& & & & 3 N R S A

P & S & & DS
K & o7 o« O et e S

<& &8 LK T & £
< v & &
N 4o
< <
&®
<



IEEI EsTUDIO DEL IMPACTO DE LA ENFERMEDAD EN LAS POBLACIONES DE TORTUGAS MARINAS

Para determinar la correlacion entre las distintas variables se calculé el coeficiente rho de Spearman,

asi como el p-valor asociado a cada coeficiente.

Como se muestra en los mapas de calor se observa una alta correlacion entre el origen (Brasil o Italia)
y la temperatura del agua, la aspiraciéon de agua o el tamanfo de las tortugas (LCC). El p-valor entre el
origen y la mortalidad fue de 0,05, justo en el limite de la significatvidad. Temperatura, aspiracion de
agua y tamafo de la tortuga ofrecieron valores significativamente mas elevados para la cohorte
procedente de Brasil. Los resultados del examen neuroldgico también se asociaron significativamente
a la presencia de aspiracion de agua, a la supervivencia, a la severidad del embolismo y a la

temperatura.

ESTADISTICA ANALITICA MULTIVARIANTE

MODELO PARA LA ESTIMACION DE LA MORTALIDAD:

En lo referente al andlisis discriminante para la valoracién de la mortalidad el sistema considerd

validos 37 de los 62 casos pues en el resto faltaba al menos una variable discriminatoria.

De las 4 variables estudiadas (LCC, duracién de calado, profundidad, temperatura y aspiracion de agua

de mar) sélo la presencia de aspiracién mostré diferencias significativas entre grupos para predecir la

mortalidad:
Variables entradas/eliminadas®P:%d
Lambda de Wilks
F exacta
Escalén Especificado Estadistico | df1 | df2 df3 Estadistico | df1 df2 Sig.
1 ﬁiﬁiri‘ﬁfrﬂfes"”a“’” 949 1 1 | 35,000 1,892 1 | 35,000 | ,178

En cada paso, se entra la variable que minimiza la lambda de Wilks global.
a. El nomero maximo de pasos es 10.

b. La F minima parcial para entrar es 1.8.
c. La F maxima parcial para eliminar es 1.5.

d. El nivel F, la tolerancia o VIN no suficiente para un calculo adicional.
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En este caso, el programa calculé los siguientes coeficientes de funcidn para predecir mortalidad en

base a la variable aspiracion:

Coeficientes de funcidn de clasificacion

Resultado final
Muerte
,0 1,0
Aspiracion/Respiratory tract
edema ,000 2,917
(Constante) -,693 -,805

Funciones discriminantes lineales de Fisher

Sin embargo, en la validacion cruzada la funcion calculada solo pudo clasificar correctamente un 56,5%

de los casos de muerte en base a la aspiracion lo que indicaria una vez mas que el grado de asociacién

no es suficiente potente para establecer un modelo predictivo robusto.

Resultados de clasificacion®®

Pertenencia a grupos
Resultado final pronosticada
Muerte .0 1,0 Total
Original Recuento ,0 35 0 35
1,0 15 12 27
% 0 100,0 ,0 100,0
1,0 55,6 44.4 100,0
Validacién Recuento 0 35 0 35
cruzadaP® 1,0 27 0 27
% ,0 100,0 ,0 | 100,0
1,0 100,0 .0 100,0

a. 75,8% de casos agrupados originales clasificados correctamente.

b. La validacion cruzada se ha realizado sélo para aquellos casos del andlisis. En la validacion

c. 56,5% de casos agrupados validados de forma cruzada clasificados correctamente.
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C—-IMPACTO DE LA DCS EN NUEVAS ESPECIES DE TORTUGAS
MARINAS

A continuacién se detallan los hallazgos que nos llevaron al diagndstico de descompresién en

3 nuevas especies de tortugas marinas segln publicamos recientemente (Crespo-Picazo et al., 2020):

C.1- TORTUGA LAUD

La LCC de esta tortuga fue de 136 cm. Esta medida se corresponderia con la de un subadulto
(Stewart et al., 2007). La captura accidental se produjo durante un arrastre de 2,5 horas a 37 m de
profundidad en la provincia de Castellon. Se realiz6 un examen fisico en cubierta ya en puerto
alrededor de 4 h después de la captura y ascenso a superficie. El animal mostré un sangrado leve
procedente de algunas abrasiones en las aletas delanteras y quillas de la regidn dorsal del caparazén,
pero sin evidencia de otras lesiones o significativas. La condicién corporal era buena, con evidentes
depdsitos de grasa en la regidén del cuello, regidon pectoral, y fosas inguinales. No se observaron
respuestas de comportamiento anormales durante los examenes fisico o neurolégico. El examen
ecografico de los vasos renales y del sistema venoso porta-renal a través de la fosa prefemoral revelé
una imagen compatible con la presencia de burbujas de gas hiperecoicas intravasculares (la mayoria
moviles), con algunas fijas (estaticas) dejando artefactos en cola de cometa. En la region del cuello, los
senos cervicales dorsales no mostraron evidencias de burbujas de gas. Otras estructuras internas no
eran accesibles debido al gran tamafio del animal y la limitacién en la capacidad de penetracion del
haz de ultrasonidos. En base de la limitada cantidad de gas intravascular presente en las regiones que

fueron accesibles, se estimé un grado de embolismo leve.

C.2- TORTUGA VERDE

La LCC de esta tortuga fue de 43 cm, correspondiendo por tanto a un ejemplar juvenil (Limpus
and Walter, 1980). La red de trasmallo donde la tortuga fue capturada estuvo ubicada a 5 m de
profundidad durante 12 h. El examen fisico realizado 4 h después de hacer superficie no mostro signos
clinicos patolégicos o lesiones externas evidentes. La condicién corporal fue buena. Un examen
ecografico reveld burbujas circulantes en atrio derecho y vasos adyacentes al rifidn. El parénquima
renal también presenté manchas hiperecogénicas con artefactos en cola de cometa. Las radiografias
convencionales también revelaron pequefias cantidades de gas en la regidn del rifidn. En base a estos
hallazgos, el caso fue categorizado como EG leve. La tortuga permanecid en las instalaciones del centro

de rescate hasta completar la rehabilitacion y fue liberada 6 semanas después de la admision.
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C.3- TORTUGA OLIVACEA

La LCC de esta tortuga fue de 71,9 cm, correspondiendo esta talla a la de un ejemplar adulto
(Zug et al., 1998). El animal fue capturado por un aparejo de arrastre durante una de las campafias de
Brasil a 19 m de profundidad operando en una duracién de 4,5 h. El examen fisico reveld varias heridas
superficiales recientes por abrasion causadas por la red, un aguijon de raya clavado en la piel contigua
a la base de la cola y un prolapso de cloaca reciente. La condicién corporal fue buena. En la primera
ecografia tomada cuando el animal llegd a la cubierta, se detecté la presencia de manchas
hiperecogénicas compatibles con burbujas de gas intravascular en la regién renal y en los vasos de la
region cervical. En una segunda exploraciéon 30 minutos mads tarde, las burbujas de gas eran aun mas
claramente detectables en el parénquima y los vasos renales y una hora mas tarde, la cantidad de gas
era tan severa que practicamente imposibilitd el examen ecografico renal. En base a la cantidad de gas
presente, el animal fue clasificado como un caso de EG severo. La severidad del embolismo fue
confirmada posteriormente en la necropsia ya que la tortuga murié 2 h después de alcanzar la
superficie. Los principales hallazgos incluyeron la abundante presencia de gas dentro de las camaras
cardiacas, el seno venoso, las venas mesentéricas, los rinones, el bazo, y la mayoria de la vasculatura

del resto de drganos internos.

También fueron detectables lesiones macroscdpicas asociadas con la insuficiencia circulatoria y la falta
de perfusion debido al impedimento del flujo sanguineo normal en varios érganos y tejidos, incluyendo
la congestidn segmentaria de la mucosa del tracto intestinal, la marcada congestién de extensas zonas

de parénquima renal, y zonas de congestion y hemorragia en el parénquima pulmonar.

Estos hallazgos no sélo confirmarian la presencia de EG sino también las lesiones asociadas a un cuadro
de DCS. La necropsia fue realizada dentro de las 12 primeras horas tras la muerte revelando ademas

que la tortuga era una hembra adulta con oviductos bien desarrollados y aparentemente funcionales.
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Figura 138: Examen ecogrdfico a bordo del ejemplar de tortuga laud capturado accidentalmente
por redes de arrastre en aguas de la Comunidad Valenciana donde se pudo comprobar la presencia
de burbujas de gas en la vasculatura renal. Notese la presencia de algunas abrasiones superficiales

en aletas y caparazon.
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IV- DISCUSION:

El presente capitulo sobre el impacto de la DCS en las tortugas lo hemos dividido en 3 grandes
bloques: impacto poblacional en base a la informacién obtenida en centros de recuperacién, impacto
poblacional segun estudios realizados a bordo de buques pesqueros e impacto en diferentes especies

de tortugas.

La experiencia acumulada hasta la fecha en base a todos los animales recibidos en nuestro CR por
multiples causas, nos indica que Unicamente las tortugas marinas procedentes de barcos de arrastre y
redes de trasmallo (todos entre los 3 y 100m de profundidad), han mostrado signos de EG compatibles
con DCS durante la exploracion clinica y/o examen patoldgico. La presencia de gas intravascular no ha
podido ser detectada en ningln otro caso en tortugas que hayan ingresado en el centro por otros
muchos motivos no relacionados con la pesca ni con la inmersion forzada (p.ej. neumonia, colision con
embarcaciones, enmallamiento en basuras marinas, etc.), lo que por el momento parece sugerir que

ésta es una condicidn fuertemente vinculada a pesquerias o al menos a la inmersién forzada.

En nuestra region, los arrastreros de Castellén fueron las principales pesquerias que trajeron tortugas
al CR. Esto se podria deber a la disponibilidad de una mayor flota pesquera pero también a la
autorizacién excepcional para poder arrastrar en la plataforma de Castellon (que es muy tendida) a
una profundidad menor a 50m con respecto a las otras dos provincias que tienen limitado el arrastre
como en el resto del Mediterraneo a profundidades por debajo de los 50m donde las posibilidades de
encuentro con las tortugas se reduciria. Considerando que las tortugas bobas pasan la mayor parte del
tiempo a profundidades por encima de los 40m (Polovina et al., 2004), el arrastre mas somero implica
un mayor riesgo de encuentro e interaccidn con las tortugas que se alimentan en la zona neritica
(Alessandro and Antonello, 2010; Casale, 2011; Casale et al., 2008; Gerosa and Casale, 1999; Lucchetti
et al., 2019) y muy especialmente en los meses de invierno donde pasan mas tiempo reposando en el
fondo (Bentivegna et al., 2003). Sin lugar a dudas, la colaboracién del sector pesquero ha sido decisiva
en la consecucién de este trabajo. El trasmallo generalmente implicé profundidades menores
(profundidad promedio 14,48m) pero con mayores tiempos de inmersién (promedio 11,67h), llevando
a una menor incidencia y menor severidad de casos de embolismo, pero a un mayor nimero de casos
de aspiracién y una mayor mortalidad asociadas (35,26% y 32,05% respectivamente). El arrastre sin
embargo en Comunidad Valenciana implicd profundidades mayores de faenado (profundidad
promedio 46,87m) con tiempos mas cortos de inmersion del aparejo (promedio 2,53h) que condujeron

a una mayor frecuencia de casos (62,52% de los ingresos) y mayor gravedad de embolismo, pero con
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una mayor supervivencia (del 90,81%) en gran medida entendemos que gracias al tratamiento recibido

en el CR.

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos a partir de la casuistica en Comunidad Valenciana
nos indica que tanto la presencia de aspiracién de agua de mar, la tipologia de la pesqueria, asi como
la profundidad del arrastre o el tamafio de la tortuga (peso o la LCC) fueron factores asociados al riesgo
de desencadenamiento de la enfermedad y a su severidad, lo que completa de algin modo nuestros
estudios previos donde sélo habiamos podido asociar el riesgo de embolismo con la profundidad
(Fahlman et al., 2017a). Destacar que la duracidn del calado no se asocié con el riesgo o severidad del
EG. El tamafo de las tortugas si se asocid a su vez con la profundidad de calado, obteniendo ejemplares
de mayor tamafio en arrastres (y especialmente por debajo de los 50m) frente al trasmallo lo que
podria llevar a un mayor grado de embolismo en estos casos. Asi, a futuro debemos seguir indagando
si ambos factores (profundidad y talla) se vinculan directamente con el riesgo de padecimiento de la
enfermedad de forma independiente o si la significatividad obtenida se debe a que ambos estan

asociados entre si siendo la profundidad o el tipo de pesqueria el principal factor determinante.

Considerando todos los datos de pesca accidental que llegaron a nuestro CRy en la linea de lo que ya
describimos en nuestro estudio previo publicado en 2017 (Fahiman et al., 2017a), tanto la profundidad
como la presencia de aspiracion de agua se asociaron con la severidad de la descompresidon mientras
que la profundidad, la duracién de calado y la aspiraciéon se asociaron con la mortalidad. Asi, el arrastre
que trabaja generalmente a una mayor profundidad tendié a registrar una mayor severidad en los
casos de EG pero el trasmallo registré una mayor mortalidad debido a su mayor duracién de calado y
mayor indice de aspiracién. Los casos donde se daba aspiracién y EG de forma concomitante fueron
los que registraron un mayor indice de mortalidad, ya que entre otras cosas, se necesita preservar la
funcién respiratoria para poder facilitar la eliminacién del nitrégeno absorbido y resolver el embolismo

(Francis and Simon, 2003; James and Jain, 2017; Mahon and Regis, 2014b; Portugues et al., 2018).

Evidenciamos por tanto que existen diferencias importantes entre los factores que afectan al
desencadenamiento del EG y la mortalidad en el trasmallo y el arrastre, ya que son dos pesquerias muy
diferentes. En el caso del trasmallo el riesgo de sufrir embolismo fue menor pero la mortalidad
asociada mayor y ni mortalidad ni el riesgo de embolismo se vieron necesariamente afectados ni por
la profundidad ni por la duracién de calado en este arte. Sin embargo, en el arrastre, la profundidad es
un factor decisivo vinculado tanto a la mortalidad como a la severidad del embolismo generado
mientras que la duracion de calado sélo se asocio a la mortalidad, pero no a la presencia o gravedad
del EG. La presencia de aspiracién de agua de mar que si fue determinante en todos los casos (tanto

en arrastre como en trasmallo) tanto para la mortalidad como en su asociacién a la presencia del EG.
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Probablemente el incremento del nimero de casos analizados en este estudio haya podido facilitar
una mayor significatividad estadistica frente a algunos de los factores ambientales e individuales que
ya apuntabamos en nuestro primer estudio de 2017 pero en los que no conseguimos demostrar
diferencias significativas debido al limitado tamafio muestral (Fahlman et al., 2017a). Asi, en referencia
a la mortalidad, podemos decir que los factores asociados incluirian la severidad del embolismo, la
presencia de aspiracién de agua, la duracién de calado (en el arrastre), la temperatura del agua y una
vez mas la profundidad del arrastre. Estos son factores criticos a tener en cuenta de cara al
establecimiento de posibles medidas de mitigacion de cara a reducir la mortalidad post-interaccion.
Se ha demostrado estadisticamente que la severidad del embolismo es un factor de riesgo asociado a
una mayor mortalidad. El peso o la talla de las tortugas en este caso queda fuera como factor de riesgo.
Aunque si se asocié a un mayor riesgo de embolismo, no existieron diferencias significativas en la
mortalidad dependiendo de las tallas. Quiz3, las tortugas de mayor talla que efectivamente pudieron
verse mas facilmente afectadas por el embolismo presentaban una mayor tolerancia a la enfermedad
lo que hizo que no se tradujese en mortalidad. El presente trabajo apunta por primera vez a la
temperatura como factor potencialmente de riesgo asociado directamente a la mortalidad (no asi al
riesgo o severidad de la DCS) lo que contrasta con los estudios previos de Sasso y Epperly (2006) donde
se concluye que temperaturas mas bajas generarian una mayor mortalidad. Como comentaremos mas
adelante en esta discusion, nuestros trabajos a bordo de buques pesqueros también apuntarian en

esta direccion.

Mas alld de los estudios con los animales del CR, en el presente trabajo nos parecié pertinente tratar
de estudiar el embolismo y sus efectos bajo las verdaderas condiciones en las que se manejan los
animales en las pesquerias a escala global. En estos casos, los animales son recuperados del aparejo
junto con las capturas y se devuelven al agua por regla general, pocos minutos después (Lewison et
al., 2013; Maxwell et al., 2018; Parga et al., 2017; Wallace et al., 2013). Las opciones de tratamiento
de las capturas accidentales en centros de recuperacion son mas la excepcién que la norma (Parga et
al., 2017; Parga et al., 2020). Por este motivo y en referencia a los trabajos presentados, es muy
importante tener en cuenta 3 aspectos clave a la hora de tratar de comparar los resultados entre los
estudios realizados en el CR del Oceanografic (apartado A de este Capitulo) y a bordo de los buques
pesqueros (apartado B). Las principales diferencias se corresponden fundamentalmente al tiempo
transcurrido hasta el examen del paciente, el tiempo total que el animal permanece en superficie hasta
su devolucidon al agua y a los recursos disponibles y técnicas aplicadas a la hora de establecer un
diagndstico y poder aplicar un tratamiento. Estos 3 aspectos clave, introducen un sesgo importante en
cuanto a poder comparar niveles de embolizacién o tasas de mortalidad/supervivencia entre los

diferentes estudios y por eso decidimos analizarlos por separado.
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En los estudios en la Comunidad Valenciana, todos los ejemplares fueron evaluados a nivel clinico y en
caso de muerte también mediante estudio anatomopatoldgico. El EG fue un hallazgo frecuente
afectando a algo mas de la mitad de los animales (57,24%) considerando tanto los ingresos vivos como
los muertos. Esta cifra es comparable con la que habiamos publicado previamente en estudios sobre
esta misma poblacién, pero con un menor tamafio muestral en los que se veia afectado entre el 43-
55% de las tortugas capturadas con red de arrastre a profundidades de 25-75 metros (Fahlman et al.,
2017a; Garcia-Parraga et al., 2014). La tasa de mortalidad asociada a los casos embolismo fue del
28,9%, frente a una mortalidad practicamente 10 veces menor (del 3,76%) de los casos procedentes
de pesquerias pero que no se vieron afectados por la enfermedad. De hecho, como hemos visto
estadisticamente, la severidad del EG fue un factor directamente relacionado con la mortalidad. En
contraste con lo anterior, en ambos estudios a bordo de buques pesqueros, la incidencia de EG en
tortugas capturadas fue del 100%. Con el fin de diversificar la casuistica y conocer mejor las posibles
implicaciones de los factores ambientales en la enfermedad, durante el presente trabajo se plantearon
sendos estudios de campo en zonas geograficas muy diferentes, incluyendo una mas alld del
Mediterrdneo. Todas las tortugas examinadas por ecografia y post mortem mostraron evidencia de
presencia de burbujas intravasculares sin excepcidén. Una posible explicacidn a esta elevada incidencia
comparada con los estudios previos en Comunidad Valenciana son los largos tiempos de arrastre
utilizados en Brasil e Italia (de un promedio de 4,5h frente a los 2,5h de nuestra region), los cuales
pudieran favorecer una mayor absorcién de nitrogeno y la formacion posterior de burbujas en sangre
y tejidos. Ademas, el EG fue evidente desde un principio, tan solo 15 minutos después de alcanzar la
superficie. El inicio de la formacidn de burbujas de gas parece por tanto tener lugar inmediatamente
después de que las tortugas se exponen a una menor presién ambiental hasta salir a superficie y va
empeorando con el tiempo. En contraste con nuestras observaciones previas y trabajos anteriores con
tortugas en aguas de la Comunidad Valenciana (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Garcia-
Parraga et al., 2014; Parga et al., 2017), en los estudios a bordo el corazén (cuando se pudo explorar),
fue en muchos casos el érgano donde mejor se llegé a evidenciar la presencia de gas mediante
ecografia en fases iniciales. Sin embargo, con el tiempo, el higado y sobre todo el rifién fueron los
tejidos explorados que mas gas tendieron a acumular gas. En el caso de los buques, en la fase temprana
de la enfermedad, el aumento de gas no parecié estar asociado con la aparicidn de signos clinicos
evidentes a corto plazo, al menos en la mayoria de los especimenes examinados. Por contraposicion,
las tortugas examinadas durante nuestros estudios en Valencia fueron evaluadas hasta 8-10 horas
después de la captura. Es posible que algunos casos leves de EG fueran capaces de eliminar las burbujas
de gas en las horas previas al examen, identificAndose, asi como animales negativos a su llegada al CR
(y de ahi una posible menor incidencia) cuando en el buque el gas si hubiese sido visible. A pesar de

los resultados ofrecidos en nuestro primer trabajo (Fahlman et al., 2017a), y los nuevos datos aqui
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aportados, nuestra comprension de la evolucién y resolucién de EG en condiciones naturales, asi como
los diversos factores que pueden influir en esta condicidon y sus resultados clinicos, sigue siendo muy

limitada y se requiere de estudios ulteriores.

En los trabajos realizados a bordo, la gravedad de EG se incrementé rapidamente durante el periodo
de seguimiento en cubierta hasta su liberacién, con la mayoria de los animales alcanzando grado de
embolismo de 3 sobre 3 (embolismo grave) antes de la suelta y particularmente en los animales
capturados durante los meses mas calidos en el caso del estudio de Brasil. Esta progresién fue menos
evidente en animales capturados durante la temporada de invierno o con las capturas de ltalia donde
el agua estaba mucho mas fria. Sin embargo, el caso de Brasil no hubo ninguna asociacién aparente
entre la temporada de tortugas y las tasas de mortalidad, ni tampoco hemos podido evidenciar
estadisticamente que la temperatura actuase como factor de riesgo en el desencadenamiento o
agravamiento de la enfermedad o estuviese vinculada a la mortalidad cuando tratamos todos los datos
de campo de forma conjunta (como si se ha podido deducir a partir del analisis con las tortugas de
Comunidad Valenciana). Sin embargo, si que es patente que para el caso de ltalia donde las
profundidades y duraciones de arrastre promedio fueron comparables con las de Brasil, pero el agua
estaba mucho mas fria (a un promedio de 9,56°C y 18,672C respectivamente), la tasa de mortalidad a
bordo fue muy inferior (2,94% frente a 46,43%), lo que podria apuntar hacia una mayor tasa de
supervivencia de los ejemplares (al menos a muy corto plazo) a temperaturas de agua mas bajas.
Algunas temperaturas de la superficie del agua reportadas por las pesquerias en ltalia fueron
realmente bajas y podrian no reflejar la temperatura real a la que se desenvolvia la tortuga, pero en
cualquier caso los registros de temperatura de algunas de las marcas recuperadas también se
movieron en un rango bajo con minimos registrados de 9,52C. La menor mortalidad asociada a las bajas
temperaturas podria tener sentido ya que segun la Ley de Henry la solubilidad de los gases en los
liqguidos es inversamente proporcional a la temperatura, por lo que, si la tortuga sobresaturada de
nitrégeno se calienta en verano al sacarla del agua y ser expuesta en la cubierta, podria acelerar el
agravamiento del cuadro. Ademas las bajas temperaturas podrian contribuir de forma efectiva al
mantenimiento de las reservas de oxigeno y a incrementar la tolerancia a la hipoxia en los tejidos
induciendo una bajada del metabolismo (Lutz et al., 1989), lo que podria explicar nuestras
observaciones tanto en Comunidad Valenciana como a bordo de buques pesqueros. Sin embargo Sasso
y Epperly (2006) en sus estudios previos de capturas accidentales, registraron una tasa de mortalidad
mas alta de las tortugas capturadas por arrastreros en los meses mas frios, por lo que seria interesante
saber cuantos animales de los que murieron en ese estudio, lo hicieron por causas asociadas con DCS.
Independientemente de la temperatura, diversos factores como el nivel de actividad, la velocidad de

ascenso, el volumen de capturas en el copo, la velocidad del arrastre, el perfil de buceo previo, o
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posibles interacciones previas con pesca podrian influir en la mortalidad y dificultar la interpretacion

de los resultados, especialmente cuando el tamafio muestral es tan limitado.

La tasa de mortalidad global de tortugas examinadas en los estudios realizados en Brasil e Italia fue de
un 57,14% y de un 32,35% respectivamente. Sin embargo, si consideramos Unicamente la tasa de
mortalidad post liberacidn (de los animales reintroducibles) los valores se invierten (21,43% en Brasil
y 32,26% en lItalia). Este resultado se podria justificar porque la mortalidad en Brasil fue mds aguda
muriendo muchos de ellos en las 2 primeras horas sin dar tiempo a su liberacién. Sin embargo, los
tiempos medios de espera en ltalia fueron menores y muchas tortugas se devolvieron vivos entre la
primera y segunda hora, muriendo mas posteriormente una vez en el mar. A nivel general y teniendo
en cuenta el pequefio tamaio muestral disponible, podemos decir que los porcentajes de mortalidad
aguda y post liberacidén asociados a la interaccién por arrastre en estas pesquerias son ciertamente

elevados, y que muchas de las tortugas liberadas en aparente buena condicidn, terminaron muriendo.

A partir del analisis estadistico de los casos estudiados en campo en pesquerias de Brasil e Italia, los
Unicos factores de riesgo asociados a la mortalidad de los individuos capturados fueron una vez mas la
presencia de aspiracion de agua de mar y el nivel de consciencia en la evaluacién neuroldgica inicial.
Estos dos factores junto con el origen de los animales (Brasil/Italia) y el tiempo de arrastre, también
mostraron significatividad frente a la severidad del embolismo que generaron los animales. Los
resultados de los exdmenes neuroldgicos, aunque fueron muy variables con un amplio rango de
respuestas y patrones que no se relacionaban siempre con el grado de EG detectado, podrian ser
relevantes a la hora de inducir una sospecha de embolismo grave en los casos comatosos o
estuporosos y desde luego como elemento predictivo negativo de cara a la supervivencia final tal y
como se revela en el andlisis estadistico. En 3 animales, la respuesta fue considerada como
hipersensible o hiper-reactiva, con reacciones inmediatas de los animales para intentar morder o
retirando las aletas de forma brusca al intentar tocarlos. Esas respuestas concordarian con los hallazgos
reportados previamente en las tortugas marinas con EG en Espafia (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo,
2019; Parga et al., 2017) y se cree que podrian ser indicativas de dolor severo causado por la
acumulacion de burbujas de nitrégeno en diferentes tejidos y especialmente asociadas al SNC (Barratt
et al., 2002; Francis and Mitchell, 2003; Francis and Simon, 2003; Schipke et al., 2006; Vann et al.,
2011). Nuestros hallazgos contrastan con los de Maxwell et al., (2018) quien reporté que, de 3 tortugas
capturadas accidentalmente y recuperadas en estado comatoso, al menos 2 sobrevivieron 30 dias
después de su liberacion tras su recuperacion parcial a bordo. En nuestro caso, de los 16 animales que
se recuperaron comatosos del aparejo, 13 (el 81,25%) murieron en cubierta o antes de cumplir los 30
dias post liberacidn, y en los 3 restantes fallé la marca por lo que no podemos confirmar que llegase a

sobrevivir ninguna de ellas. En base a nuestra experiencia tanto en centros de recuperacién como a
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bordo de los buques pesqueros, los casos de embolismo que se muestran comatosos tienen una
supervivencia muy baja salvo que se les aplique un tratamiento especifico idealmente con oxigeno
hiperbarico. En el estudio de Maxwell, sin embargo, la profundidad y los tiempos del arrastre fueron
menores en comparacién con los parametros de los estudios de Brasil e Italia (12a 17 y 17 a 91 metros,
yde 1,5a4,5 horas, respectivamente) y no se evalué la presencia de EG. La gran mayoria de las tortugas
capturadas durante el estudio en Brasil que se recuperaron comatosas o con bajo grado de actividad
y que terminaron muriendo resultaron estar afectadas tanto por EG como por la aspiracion de agua en
los pulmones. Nuestro trabajo revela que el EG siempre conllevan un peor pronéstico cuando concurre
con la aspiracion de agua de mar (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Garcia-Parraga et al., 2014).
Incluso teniendo posibilidad de uso de camara hiperbarica la mortalidad asociada a este cuadro
combinado para los animales que llegan vivos al CR es del 20%, alcanzando un 58,33% de bajas si se

consideran también los que llegan ya muertos.

En los estudios de campo a bordo de buques pesqueros practicamente todas las tortugas desarrollaron
EG moderada o severa, en base a los parametros medidos por ecografia. Si bien este grado de EG en
tortugas que llegan a centros de rehabilitacién describimos que en muchos casos tiende a ser fatal
cuando no hay tratamiento hiperbarico (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Garcia-Parraga et al.,
2014), casi un 80% de las tortugas liberadas en el estudio de Brasil y un 67% de los ejemplares liberados

de Italia con marcas funcionales sobrevivieron al menos 30 dias tras la liberacion.

Una posible explicacién de la menor mortalidad de la que se podria esperar en los estudios de campo
dada la severidad del embolismo detectado en la inmensa mayoria de los casos evaluados es que las
tortugas se encontrasen en fase gas-off con abundante gas intravascular formando microburbujas por
todo el cuerpo, lo que podria conducir a una sobrestimacién del grado de EG cuando esta basado
exclusivamente en ecografia. La metodologia de clasificacién como vimos inicialmente diferiria de la
que aplicamos en los CR. En estos centros, por un lado, los animales se reciben varias horas después
del evento descompresivo, ya en fase de aclaramiento, con menor cantidad burbujas circulantes de
menor tamafo, pero con gran cantidad de gas intravascular acumulado en determinadas regiones
(formando grandes acumulos de gas por coalescencia de las microburbujas en espacios como los vasos
renales, el seno venoso, el atrio derecho o las venas hepaticas, por ejemplo). En estos casos avanzados,
la mayoria de las burbujas de gas méviles pueden haber ya desaparecido al haber sido eliminadas de
la circulacién a través de los pulmones mediante la respiracion o al quedar retenidas en lechos
vasculares que pudieran actuar como filtros. El nitrégeno residual adn pendiente de ser eliminado
tiende a mantenerse acumulado en ciertos érganos y tejidos pudiendo ser menos patente en ecografia.
Estos casos tardios, en base estrictamente a la imagen ecogrifica, se podrian interpretar como con un

menor grado de EG aun cuando originalmente durante el gas-off habrian sido calificados como mas



2SI EsTUDIO DEL IMPACTO DE LA ENFERMEDAD EN LAS POBLACIONES DE TORTUGAS MARINAS

graves en base a la imagen ecografica. De ahi la importancia de cara a la valoracion del gas, de
complementar siempre que sea posible las técnicas de imagen ecografica con la radiografia simple e
idealmente el TC que permiten una capacidad mucho mejor de cuantificaciéon y evaluacién de la
distribucidn del gas. Sin embargo, esto no es viable en el trabajo a bordo. Los estudios en CR evaluarian
a los animales mediante multiples técnicas de imagen en una fase de estabilizacién-eliminacion (horas
después de la descompresidn) mientras que los estudios a bordo de arrastreros evaluarian a los
pacientes exclusivamente con ecografia durante la fase de generacién activa de burbujas que estarian
saliendo de la disolucién ante el cambio de presién al ascender (gas-off), lo que hace que los estudios
a la hora de categorizar la severidad de los pacientes no sean comparables. Sin embargo,
independientemente de las posibles discrepancias en la clasificacién final de la cantidad de gas
presente, en casi todos los casos se alcanza un grado de embolismo importante, lo que implicaria una

condicion potencialmente grave para los individuos afectados.

Ademas, al hablar de DCS siempre debemos de tener en cuenta que en todos los casos (en centros de
recuperacion o animales liberados directamente al mar) se desconocen las posibles secuelas que
puedan quedar en los supervivientes. Los casos atendidos en los centros de rehabilitacién que son
categorizados como EG moderada y severa, son aquellos casos que acumulan tal cantidad de gas desde
un inicio, que el déficit circulatorio y la insuficiencia cardiaca hacen que la eliminacidn del nitrégeno se
vea muy comprometida durante las primeras 8-12 horas tras hacer superficie, y que al llegar a la clinica

todavia mantengan gran cantidad de burbujas gas intravascular circulantes.

Otra posible hipdtesis para tratar de justificar una mayor supervivencia a corto plazo de los casos
moderados y severos que son detectados a bordo en comparacion con casos de una severidad similar
diagnosticados en centros de recuperacidn, es que una vez liberadas, las tortugas pudieran tener cierta
capacidad de bucear activamente a cierta profundidad con el fin de recomprimirse voluntariamente,
consiguiendo una rapida reduccién del tamafio de las burbujas (que permitiria la reperfusién parcial
de ciertas regiones) y facilitando la redisolucidn de burbujas de nitrégeno formadas tras el ascenso.
Mediante repetidas inmersiones a cierta profundidad y tratando de minimizar el tiempo en superficie,
las tortugas podrian llegar a gestionar con éxito la eliminacion de las burbujas de nitrégeno de una
forma mucho mas rapida y eficaz que si se mantienen de forma permanente en superficie en un CR.
Esto podria reducir el riesgo de acumulacién de grandes cantidades de nitrégeno insoluble en
circulaciodn, facilitando la perfusién normal de érganos y tejidos y evitando posibles lesiones isquémicas
gue se agudizarian con el tiempo en superficie. Sin embargo, en base a los casos estudiados, el andlisis
estadistico de los datos en este caso no revela que el tiempo en superficie esté asociado con la
mortalidad, quizd también en parte por el limitado tamafo muestral y por la distribucién tan

heterogénea de los casos en las diferentes categorias. Seria recomendable por precaucion, en
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cualquier caso, que en condiciones de campo cuando no existan posibilidades de diagndstico ni
tratamiento especifico en centros de recuperacion, se devolvieran los animales de forma inmediata al
mar siempre y cuando éstos se muestren conscientes, activos y capacitados para bucear con el fin de

incrementar su supervivencia o al menos minimizar la acumulacién de gas en vasos y tejidos.

En este sentido, en los estudios de campo, los emisores Pop-Ups empleados no permitian la evaluacién
de los perfiles completos de buceo profundidad/tiempo con el fin de demostrar o descartar esta
hipétesis. Sin embargo, en los estudios en Brasil e Italia donde algunas marcas registraron al menos la
profundidad mdxima diaria, los datos si mostraron que todos los animales liberados bucearon
diariamente al menos entre 9 a 138 metros. A solo 10 metros de profundidad, el volumen de gas
patoldgico se reduce a la mitad facilitando mucho la reperfusién de érganos y tejidos. A profundidades
de en torno a los 100m, el volumen de gas patoldgico quedaria reducido a menos de 1/10 parte. Sin
embargo, en base a algunos datos preliminares obtenidos no se pudo evidenciar una tendencia en la
gue en los primeros dias los animales registrasen las inmersiones mds profundas en un intento de
recomprimir mas rdpido las burbujas ya formadas. Es mas, la mayoria de los animales de los que se
recuperaron registros alcanzaron su profundidad maxima de buceo entre los dias 15 y 20 post-
liberacién. Sin embargo, si podria ser un aspecto a considerar, que los dias antes de morir los animales
parecian mostrar perfiles de buceo mas superficial, pero esta informacién en cualquier caso es muy
preliminar. Hemos de considerar ademas que estos datos podrian estar sesgados y debemos ser cautos
con la interpretacion, ya que la profundidad en la zona de arrastre en Brasil concretamente no era
demasiada (en torno a los 25m) y las tortugas deberian tener que desplazarse muchas millas del punto
de suelta para lograr alcanzar profundidades mds importantes que permitiesen una recompresién mas
efectiva. En el caso de Italia si hubo tortugas que alcanzaron profundidades importantes por encima
de los 90m incluso al dia siguiente de su liberacién. Con el fin de poder avanzar en el conocimiento de
esta hipdtesis, estamos planificando estudios a futuro donde poder evaluar mediante unos emisores
especificos, el perfil de buceo de tortugas con EG durante los primeros dias y comparar su
comportamiento con tortugas sanas para ver si de algiin modo, los animales afectados practican algun
patrén que pudiera asociarse a intentos de recompresion-descompresion voluntaria. Los resultados
de este nuevo trabajo esperamos nos permitan mejorar las recomendaciones de manejo y tratamiento

inmediato a bordo de las capturas accidentales en redes de pesca de arrastre y otras artes.

Destacar que en base a la estadistica realizada con los animales estudiados a bordo y a diferencia de
lo que se podria prever en base al conocimiento de la enfermedad en humana o lo que se deriva del
tratamiento de los datos generados en nuestro CR, ni el tiempo trascurrido en superficie (en cubierta),
ni la temperatura del agua, ni la profundidad de calado, ni la duracién del arrastre, ni el tamafio de la

tortuga (LCC) mostraron asociacion estadistica con la mortalidad. El examen neuroldgico y la aspiracion
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de agua si que fueron factores que se asociaron tanto a la mortalidad como a la gravedad del
embolismo y para esta Ultima variable, el tiempo de arrastre también mostroé significatividad. Una vez
mas debemos interpretar estos resultados con cautela y tener en cuenta que el tamafio muestral para
este grupo fue muy limitado contando Unicamente con 62 individuos. A medida que podamos ir
evaluando y marcando mds animales en estudios de supervivencia post-interaccién, podremos

obtener conclusiones con una mayor robustez.

Otra de las dificultades con la que nos encontramos en este proyecto a bordo de los pesqueros, fue
con la adecuada colocaciéon y funcionamiento de las marcas para evitar que se desprendiesen
demasiado rapido, evitar el consumir demasiado tiempo en superficie, no afectar la logistica del barco,
o minimizar la interferencia de las marcas con el ciclo de vida de los animales. Sin embargo, el problema
vino por las propias marcas, las cuales 1 de cada 3 en la campafia de Italia no funcioné correctamente,
limitando la capacidad y el alcance del muestreo previsto. Los posibles motivos esgrimidos por el
fabricante (Wildlife Computers), incluyeron: 1) Depredacion y dafio a la marca; 2) Biofouling pesado,
evitando que la marca llegase a superficie y/o transmitiese; 3) Animal fue recapturado y la marca
destruida por los pescadores; 4) Marca de alguna manera impedida en su ascenso a superficie (por

ejemplo, atrapada bajo algas, rocas, redes, etc) lo que imposibilitd que transmitiera los datos.

En base al conocimiento previo, es fundamental también considerar que podria existir mortalidad
adicional mas alld de los 30 dias como consecuencia de los efectos del embolismo a medio y largo
plazo. Estos casos no fueron evaluables y merecerian un mayor esfuerzo para su estudio mediante
marcaje satelital a mas largo plazo. De hecho, estan descritos otros riesgos/ afecciones potenciales
para la salud asociadas al desarrollo de EG que pueden provocar una mortalidad a largo plazo (Francis
and Mitchell, 2003; Jepson et al., 2005). Tal y como describimos en el Capitulo 2, nosotros mismos
hemos podido evidenciar secuelas en los animales afectados (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019;
Parga et al., 2017). Aunque se hace necesario continuar con estudios a mas largo plazo en casos de EG,
lo cierto es que se hace logisticamente muy dificil la determinacidn con exactitud de las tasas asociadas
de mortalidad post-liberacidn, especialmente mas alld de los 90 dias, debido a la interferencia de
numerosos factores ambientales que podrian influir en el riesgo de muerte (Chaloupka et al., 2004).
Incluso se podria llegar a considerar que las lesiones y dafios asociados a la DCS podrian llegar a
favorecer nuevas interacciones con artes de pesca en zonas de alta captura accidental o que se fuesen
agravando las consecuencias asociadas a la enfermedad en caso de interacciones sucesivas (dafios
acumulativos) (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Parga et al., 2017) en zonas donde hay mucha

densidad de buques pesqueros como es el caso en algunos puntos del Mediterraneo (Casale, 2011).
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Nuestras observaciones también ponen de manifiesto la eficacia de los centros de recuperacion en la
estabilizacién y el tratamiento de las tortugas con patologias asociadas a la inmersion prolongada en
general y la DCS en particular, consiguiendo en nuestro caso tasas de recuperacién y reintroduccién
por encima del 95% a nivel global y del 91,23% para los animales afectados de embolismo que llegan
vivos al centro (94,15% en arrastre y 80% en trasmallo). Los datos preliminares (aun pendientes de
publicacion) de un grupo de trabajo italiano de la Universidad de Bari que también ha empezado a
trabajar sobre esta enfermedad en tortugas marinas (procedentes exclusivamente de redes de
arrastre) y llevadas también a un CR, apuntan a una tasa de mortalidad global del 20% reduciéndose
al 10% si se consideran Unicamente a los animales que llegan vivos al centro afectados con EG
(Franchini et al., 2021)(en revision). Sin embargo, los autores en este caso comentan que no aplicaron
ningun tratamiento especifico a los animales mas alld de su mantenimiento en seco o con muy bajo
nivel de agua, en una habitacién templada y silenciosa. Comparativamente, la mortalidad que nosotros
obtuvimos para el grupo de animales afectados por descompresidon procedente del arrastre que
pudieron ser tratados fue de un 5,85%, algo mas de la mitad que la mortalidad que registraron los
companieros de Italia para el mismo grupo (asumiendo condiciones similares). Esto podria deberse a
gue en nuestro caso si se establecid en todos los casos en los que fue posible un tratamiento
hiperbarico o en su defecto, oxigeno normobarico. Destacar ademas que las liberaciones en nuestro
caso para los animales afectados por EG nunca se realizaron antes de las 4 semanas (y generalmente
tuvieron lugar a partir de la 6-8 semana), mientras que en el estudio de Italia los animales se liberaron
entre los dias 1y 13 posteriores al ingreso. Esto, en nuestra experiencia, podria implicar que algunos
animales que aparentemente se podrian haber recuperado del insulto inicial en el CR italiano podrian
morir a los pocos dias tras su reintroduccidn. La ausencia de soporte con oxigenoterapia (idealmente
hiperbarica) que permita agilizar la re-oxigenacién y la eliminacién del nitrégeno absorbido, también
podria redundar en un mayor riesgo de padecimiento de secuelas en los supervivientes tal y como

también demostramos en nuestro trabajo.

Sélo en lo que se refiere a tortugas pescadas accidentalmente, en estos 10 afios se han podido
recuperar y devolver al mar 356 tortugas en nuestro centro. Asimismo, a la vista de esta nueva
enfermedad, la atencidn a bordo de las tortugas capturadas accidentalmente por artes de pesca
requiere de un mayor estudio en profundidad con el fin de poder maximizar la supervivencia post-
liberacion. Hemos detectado y documentado varios efectos conocidos de la inmersién forzada,
incluyendo el riesgo asociado de neumonia por aspiraciéon de agua de mar, especialmente frecuente
en capturas por trasmallo y en los casos de arrastre de larga duracion donde se alcanzé una mayor
temperatura del agua (Brasil). Los animales que padecen aspiracion podrian beneficiarse de

mantenerse en cubierta tras la captura tratando de facilitar la expulsién de agua de las vias
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respiratorias hasta su recuperacién antes de ser devueltos al mar, tal y como se recomienda en
diversos manuales de practicas de manejo y recomendaciones de "reanimacion" de tortugas marinas
capturadas accidentalmente (p. ej. NOAA Technical Memorandum NMFS-SEFSC-524 (Epperly et al.,
2004; Gerosa and Aureggi, 2005; Gilman et al., 2009; Gilman et al., 2007; Parga et al., 2017). Sin
embargo, en nuestra experiencia la gran mayoria de estos casos terminan muriendo a pesar de la
aparente recuperacion inicial en cubierta, siendo la aspiracién de agua marina uno de los mejores

predictores de mortalidad en todos los casos.

Nuestro trabajo también ha servido para evidenciar la alta frecuencia de EG potencialmente asociada
a una mortalidad que hasta ahora habia pasado desapercibida. Los efectos de la captura de tortugas
marinas son complejos y tienen implicaciones clinicamente relevantes que no son faciles de resolver

en condiciones de trabajo de un buque pesquero.

El presente capitulo también incluye la descripcidn por primera vez del EG post descompresion en tres
nuevas especies de tortugas marinas, la tortuga laud (Dermochelys coriacea), la tortuga verde
(Chelonia mydas) y la tortuga olivacea o golfina (Lepidochelys olivacea) tras su interaccidn con aparejos
de pesca. A pesar de contar con un solo representante de cada una de estas 3 nuevas especies, y no
habiendo tenido acceso a mds ejemplares de estas especies procedentes de pesquerias, estos
hallazgos suponen una evidencia de que todas las especies de tortugas (las 7 que existen), podrian
llegar a ser susceptibles de sufrir EG, especialmente cuando son sometidas a inmersion forzada en
profundidad por periodos prolongados de tiempo. En su adaptacién al buceo, las diferentes especies
de tortugas marinas han desarrollado diferentes mecanismos anatdmicos, fisiolégicos y de
comportamiento en distinto grado (Garcia-Parraga et al., 2017; Sapsford, 1978). Aunque la mayoria
del trabajo hasta ahora se ha basado en la tortuga boba, como especie mas comun en el Mediterraneo
occidental, en base a estos ultimos hallazgos no podemos excluir a todas las demas especies de
tortugas marinas de ser potencialmente susceptibles de sufrir descompresién en caso de captura

accidental en profundidad.

Entendemos que debido a que la EG ocasionaria una mortalidad retardada, se puede estar
subestimando la mortalidad real en tortugas marinas asociada con las pesquerias a nivel mundial. Si
verdaderamente esta enfermedad se confirmase a escala global en unos niveles de incidencia
comparables a los de nuestros estudios en Brasil o en el Mediterraneo y pudiese afectar a las diferentes
especies de tortugas que componen este taxon (todas ellas sometidas a algun grado de amenaza o
necesidad de proteccion segun la lista roja de la IUCN), la mortalidad real en tortugas marinas asociada
con la pesca accidental podria llegar a ser mucho mayor de lo previsto inicialmente en las estimaciones

globales (Clusa et al., 2016; Lewison et al., 2004a; Lewison et al., 2004b; Wallace et al., 2013).
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La tortuga laud es la especie de tortuga marina mejor adaptada al buceo profundo, y por lo tanto en
principio deberia ser la especie con mayor capacidad para hacer frente a los efectos derivados de la
recompresién-descompresion tras el buceo (Davenport et al., 2009; Fossette et al., 2010; Murphy et
al., 2012). Sin embargo, en el presente trabajo aportamos evidencias de que esta especie también se
ve afectada por EG cuando se somete a inmersidn forzada (Crespo-Picazo et al., 2020), y en el caso que
describimos esto sucedié cuando este individuo fue capturado a relativamente poca profundidad (37
m), muy inferior a la profundidad media de buceo para esta especie (Robinson and Paladino, 2015). Si
la tortuga laud, una especie que ha sido registrada en buceos a profundidades superiores a los 1200 m
(Houghton et al., 2008), se puede ver afectada por EG cuando es retenida a profundidades tan
moderadas como los 30-40m, se podria llegar a plantear que, dadas unas condiciones minimas de
tiempo y profundidad, todas las especies de tortugas marinas con menor capacidad de buceo podrian
ser susceptibles de sufrir EG en mayor o menor grado. Al menos en esta linea van las evidencias
aportadas. La alteracion de los mecanismos fisiolégicos para minimizar la absorcién de nitrégeno
durante las inmersiones y muy especialmente la reversion de la bradicardia de buceo y del shunt
intracardiaco por relajacion de los esfinteres pulmonares, se considera la principal explicacion
fisiopatoldgica que conduciria al EG tal y como describimos también en nuestro grupo en trabajos

previos (Garcia-Parraga et al., 2018a)

Recientemente también he participado en un trabajo en el que se pone de manifiesto la susceptibilidad
al embolismo en una quinta especie de tortuga marina, la tortuga lora (Lepidochelys kempii), en este
caso asociado a un fendmeno descompresivo no relacionado con la pesca sino con el uso de dragas en
puertos (Harms et al., 2020). Tras esta nueva descripcion, serian 5 especies de tortugas las que se han
confirmado afectadas por el EG. Sin embargo, sélo las tortugas bobas y la olivacea se ha podido
evidenciar que lleguen a tener sintomas y lesiones compatibles con DCS. Estos sintomas y lesiones post
mortem fueron idénticos en las dos especies (Garcia-Parraga and Crespo-Picazo, 2019; Garcia-Parraga
et al., 2014; Parga et al., 2017), lo que proporciona mas apoyo a que EG y potencial DCS podrian ser
una amenaza real y generalizada a todas las tortugas marinas (7 especies en total) ya que todas ellas
interaccionan con pesca y comparten aspectos anatdmicos y fisioldégicos fundamentales en su
adaptacion al buceo. Por tanto, aun seria necesario continuar las investigaciones para confirmar si es
posible que se produzca y en su caso, cudles son los factores de riesgo asociados para el desarrollo DCS
y posible muerte en todas las demas especies. No seria descartable que algunas especies pudieran ser
capaces de gestionar mejor que otras con cierto nivel de EG vy, por lo tanto, inhibir la aparicién de
manifestaciones patoldgicas que llevarian a la enfermedad (comportandose como asintomaticos).
Identificar mds casos a lo largo del tiempo en diferentes especies y bajo diferentes condiciones

ambientales y de pesca podra contribuir a aclarar las implicaciones clinicas y la susceptibilidad a la
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enfermedad en las diferentes especies de tortugas marinas. Ademas, la realizacién de nuevos estudios
deberia también poder determinar el papel del posible embolismo recurrente (en animales pescados
en multiples ocasiones), asi como los efectos nocivos acumulativos asociados a otros trastornos
metabdlicos observados que son concurrentes en los procesos de captura accidental (Harms et al.,

2003; Innis et al., 2010; Innis et al., 2014; Phillips et al., 2015).

Muy probablemente ninguna de las especies de tortugas marinas esté verdaderamente protegida
frente a la DCS. Seria importante seguir avanzando en este campo y muy especialmente en el caso de
las tortugas carey (Eretmochelys imbricata) y la tortuga plana (Natator depressus) que serian las dos
Unicas especies que a dia de hoy quedarian por confirmar en cuanto a su susceptibilidad a la
descompresidn. En realidad, mas alld de las especies, se deberia tratar de descartar esta condicién en
cualquier tortuga sometida a una inmersién forzada o atrapada en cualquier otro tipo de arte de pesca.
Recientemente un caso de DCS ha sido reportado también en una nueva pesqueria: una tortuga
accidentalmente quedo atrapada a media agua en una red de cerco (Crespo-Picazo com. pers.) y

también reveld signos compatibles con EG en las pruebas de imagen.

Aunque el presente trabajo aporta nueva informaciéon muy relevante, aun no se han estudiado
detalladamente todas las implicaciones y los posibles valores umbral que podrian tener en el
desencadenamiento de la enfermedad muchos otros factores ambientales tales como la velocidad del
arrastre, la temperatura del aire, la velocidad de subida de los aparejos de pesca, o incluso otros
factores individuales (condicién corporal, estado de salud, inmersiones anteriores, actividad
reproductiva, etc.). Existen por tanto numerosas incdgnitas en relacidon con esta nueva enfermedad,
destacando la importancia de seguir recogiendo informacién sobre el impacto y los factores de riesgo
asociados a la pesca en las diferentes poblaciones de tortugas marinas. Es fundamental poder conocer
las verdaderas tasas de mortalidad asociada a las diferentes pesquerias, con el fin de establecer las
politicas necesarias para su mitigacion (Putman et al., 2020). El EG asociado con la pesca de arrastre lo
diagnosticamos por primera vez en tortugas marinas en 2014 (Garcia-Parraga et al., 2014) y aun hoy
se sabe muy poco acerca de su incidencia en las tortugas capturadas por los diferentes tipos de
pesquerias en todo el mundo, su progresién durante las primeras horas después de la captura, y sus
consiguientes efectos retardados y mortalidad aguda asociada. Los estudios de campo son muy caros
y complejos, pero es imperativo poder continuar con mas trabajos de investigacidon para determinar
como los parametros operativos de pesca y las condiciones ambientales afectan a la aparicion y
gravedad de EG en las tortugas marinas. Esta es la Unica via para poder desarrollar recomendaciones
con el fin de reducir la mortalidad relacionada con el DCS a escala global, acotando los tiempos de
arrastre en funcién de la profundidad, establecimiento de vedas espacio temporales en épocas de

mayor riesgo de interaccién o exigiendo la implantacidon de dispositivos para la reduccién de las
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capturas accidentales (BRDs por sus siglas en inglés, incluyendo los TEDs) entre otros (Alessandro and
Antonello, 2010; Casale, 2011; Casale et al., 2018; Crowder et al.,, 1994; Gerosa and Casale, 1999;
Lewison et al., 2004a; Lucchetti et al., 2019; Wallace et al., 2013). A partir de ahora ésta debe ser una
enfermedad a tener muy en cuenta en la lista de diagnédsticos diferenciales para cualquier tortuga

marina que se vea sometida a una inmersion forzada.
V- CONCLUSIONES

En el presente capitulo se evidencia que el EG en tortugas marinas no supone una enfermedad
esporadica, sino que presenta una elevada incidencia en tortugas capturadas accidentalmente por
diferentes pesquerias. A nivel global la incidencia en pesquerias de la Comunidad Valenciana alcanzaria
casi el 60% de los casos evaluados de forma tardia a su llegada al CR y el 100% de los casos examinados
a bordo de buques pesqueros en arrastreros de Brasil e Italia. La tasa de mortalidad a nivel global de
todas las capturas en nuestra regién se aproximo al 20%, siendo esta tres veces superior para el
trasmallo (>30%) que para el arrastre (10%). La tasa de mortalidad en animales afectados de EG que
llegan al CR se situé cerca del 30% frente a una mortalidad del 3-4% en los animales capturados que
no se vieron afectados. Con el tratamiento especifico, la tasa de supervivencia en los afectados con
embolismo que ingresaron vivos fue superior al 90% (94% para casos de arrastre y 80% en casos de
trasmallo). La mortalidad confirmada en condiciones de campo a bordo de barcos arrastreros superd
el 40% pudiendo llegar a alcanzar mas del 60% ya que solo se pudo confirmar a nivel global un 37% de
supervivencia por encima de los 30 dias. La profundidad de calado, el tipo de pesqueria, el tamafio de
la tortuga y la presencia de aspiracion de agua se vieron asociados con el grado de embolismo
detectado en los animales que llegaban al CR, siendo la presencia de aspiracion, la severidad del
embolismo, el tipo de pesqueria, la temperatura del agua, la profundidad y la duracién de calado
factores asociados a la mortalidad. En el caso de los estudios a bordo la presencia de aspiracion de
agua y el nivel de consciencia en el examen neuroldgico fueron los Unicos factores que se asociaron de
forma significativa con la mortalidad. Estos mismos factores y la duracién del arrastre fueron los que
se asociaron a la gravedad del embolismo. Aunque el tiempo transcurrido en superficie no se pudo
asociar directamente con la supervivencia post-liberacidn, esta si fue mayor en el grupo de los animales
con los tiempos mas cortos de manejo a bordo (menos de 1h) y en las evaluaciones ecograficas
consecutivas, la cantidad de gas acumulado en los vasos y tejidos fue cada vez mayor. Asi, en caso de
no poder optar a un CR, se sugiere la devolucién al mar de los animales tan pronto se encuentren

conscientes, activos y en condiciones de nadar y bucear, con el fin de tratar de incrementar su
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supervivencia.

El presente trabajo también aporta evidencias de que al menos 4 especies de tortugas, incluyendo la
tortuga laud que en principio es la especie mejor adaptada para el buceo, son susceptibles de sufrir EG
como consecuencia de la interaccién con pesca. Ademas, se aportan pruebas de que la mencionada
patologia no se restringe a las pesquerias o condiciones ambientales de la regién de la Comunidad
Valenciana, sino que se da de forma consistente en todos los casos de interaccién evaluados, en

pesquerias de arrastre de Brasil y de Italia, apuntando a un problema global a escala mundial.
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VIlI- DISCUSION GENERAL

El presente trabajo de Tesis Doctoral versa sobre la descripcidon de una nueva enfermedad: la
enfermedad descompresiva en tortugas marinas. El trabajo lo hemos estructurado en 3 grandes

bloques que dan respuesta a 3 objetivos principales:

e Lademostracion de la existencia de la enfermedad.
e La aproximacidn clinica a los animales afectados (mediante el establecimiento de las claves para
el diagnéstico y el tratamiento)

e La evaluacidén de su alcance y posible impacto a nivel poblacional.

El primer capitulo que responde al primer objetivo gira en torno a el descubrimiento y primera

descripcién de la enfermedad en las tortugas marinas donde tratamos de aportar pruebas
convincentes sobre su existencia, asi como indagar sobre los posibles mecanismos de su
desencadenamiento. Las pruebas aportadas se fundamentan en los signos clinicos, la deteccion de gas
intravascular mediante técnicas de imagen y necropsia, los andlisis de composicion del gas y la

reversion de los sintomas y lesiones mediante la recompresidn con tratamiento hiperbarico.

La DCS nunca antes habia sido planteada como posible causa de enfermedad en vertebrados marinos
buceadores hasta que se describié por primera vez en zifios varados en masa coincidiendo en el
espacio y en el tiempo con unas maniobras militares que empleaban sonar activo de media frecuencia
y alta intensidad, asi como en algunos otros cetdceos varados en la costa del Reino Unido (Fernandez
et al., 2013; Fernandez et al., 2005; Jepson et al., 2003; Jepson et al., 2005). A lo largo de los ultimos
veinte afios, ha habido un creciente nimero de evidencias cientificas que demuestran que los
mamiferos marinos pueden llegar a sufrir EG de forma aguda y crdnica, incluyendo la descripcidn de
burbujas de gas en los vasos y tejidos de animales capturados y muertos accidentalmente por
atrapamiento en redes en profundidad y posteriormente recuperados en superficie (Bernaldo de
Quirds et al., 2012; Bernaldo de Quirds et al., 2011; Bernaldo de Quirds et al., 2013b; Fernandez et al.,
2013; Fernandez et al., 2005; Jepson et al., 2003; Jepson et al., 2005; Moore et al., 2009; Moore and
Early, 2004). En un estudio reciente de la composicion del gas extraido de las burbujas detectadas en
delfines capturados accidentalmente, los autores concluyeron que éstas tenian una gran riqueza en

nitrégeno el cual procedia de un gas-off asociado a la sobresaturacién tras la descompresién de los
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tejidos (Bernaldo de Quirds et al., 2013b). Estos hallazgos proporcionaron nuevas evidencias de que la
acumulacién de nitrégeno en los tejidos de las especies buceadoras apneistas se puede llegar a
producir a pesar de las adaptaciones anatémicas, fisioldgicas y comportamentales que han ido
adoptando durante su evolucién. Sin embargo, todos los ejemplos de mamiferos marinos con EG ya
habian muerto cuando se confirmd la patologia y por tanto no se podia llegar a un diagndstico
definitivo de DCS como entidad clinica, al no poder asociar una sintomatologia concreta y una
resolucidn de la misma bajo el tratamiento de recompresidn. Las tortugas marinas, dada su relativa
facilidad de manejo, tratamiento y transporte en comparacidon con los mamiferos marinos, nos
ofrecieron una excelente oportunidad para el descubrimiento y estudio posterior de esta singular
enfermedad. Su increible capacidad de tolerancia a la hipoxia/anoxia y su resistencia a diferentes
dafios y desequilibrios (Berkson, 1966; Lutcavage and Lutz, 1997; Lutz and Bentley, 1985a; Southwood,
2013), muchos de los cuales acabarian rapidamente con la vida de cualquier mamifero, nos
permitieron el acceso a animales aun vivos donde pudimos aplicar técnicas de diagndstico vy
tratamiento llevando al primer diagndstico definitivo de DCS en un vertebrado buceador (Garcia-

Parraga et al., 2014).

El descubrimiento de la enfermedad detallado en el primer capitulo de este trabajo demuestra por
primera vez en el mundo y en contra de lo establecido hasta el momento, que las tortugas marinas
capturadas accidentalmente son susceptibles a sufrir EG y llegar a morir como consecuencia de la DCS.
El presente trabajo de Tesis Doctoral supone a dia de hoy el recopilatorio mds completo existente
sobre la DCS en cualquier vertebrado buceador. El descubrimiento inicial junto con los estudios
posteriores realizados en bafio de érganos (Garcia-Parraga et al., 2014; Garcia-Péarraga et al., 2018a),
permitieron ademds conocer mejor la fisiologia del buceo en las tortugas, y sirvieron de inspiracion
para utilizar a la tortuga marina como modelo fisiolégico funcional a la hora de plantear una nueva
hipdtesis de buceo en mamiferos marinos mediante procesos de evolucidn convergente, trabajo que

también publicamos recientemente y resumimos a continuacion (Garcia-Parraga et al., 2018b).

El conocimiento hasta el momento sobre las adaptaciones fisioldgicas al buceo de las tortugas en base
a los primeros estudios de fisiologia del buceo de Berkson (1967) forzando la descompresion,
establecia que estos animales no se podian llegar a descomprimir gracias a sus adaptaciones
anatdmicas, fisioldgicas y de comportamiento desarrolladas a lo largo de miles de afios de evolucion.
De algin modo se entendia que contaban con algun tipo de mecanismo protector que las hacia
refractarias al padecimiento de la DCS. Nuestro trabajo proponiendo la existencia de la enfermedad
por primera vez, cuestionaba por tanto las bases del conocimiento establecidas en fisiologia del buceo
hasta el momento en vertebrados buceadores en general y en tortugas marinas en particular. Los

animales apneistas se daba por sentado que no se podian llegar a descomprimir a diferencia de lo que
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sucede con los buzos humanos que respiran aire comprimido bajo el agua (Barratt et al., 2002; Berkson,
1966; Butler and Jones, 1997; Falke et al., 1985; Lutz and Bentley, 1985a; Ridgway and Howard, 1979;
Ridgway et al., 1969; Scholander, 1940; Scholander, 1963). Tuvimos de hecho muchos problemas en
el momento de la publicaciéon de nuestro primer trabajo que fue rechazado en un gran nimero de
revistas hasta su aceptacion finalmente en la revista Diseases of Aquatic Organisms (Garcia-Parraga et
al.,, 2014). Los revisores cuestionaban el trabajo original en base a la ausencia de evidencias de
enfermedad en muchos otros trabajos previos realizados con tortugas capturadas en otras muchas
pesquerias por todo el mundo y nos instaban a aportar una explicaciéon al posible proceso

fisiopatoldgico que pudiese desencadenar la enfermedad en estos animales.

Los motivos por los que esta enfermedad no habia sido diagnosticada antes por los multiples grupos
de investigacién que trabajan desde hace muchos afios con tortugas marinas capturadas
accidentalmente contintian siendo una incégnita (Bezjian et al., 2014; Casale et al., 2004; Harms et al.,
2003; Henwood and Stuntz, 1987; Snoddy et al., 2009; Work and Balazs, 2002; Work and Balazs, 2010).
En cualquier caso, la estrecha colaboracion con pescadores, el acceso a multiples animales (vivos y
muertos) en las primeras horas tras la captura, la disponibilidad de equipamiento de diagndstico
(especialmente equipos de imagen médica) y de un equipo veterinario especializado consideramos

que fueron claves para llevar a cabo el descubrimiento.

Inicialmente lo desconociamos todo sobre la enfermedad. Sdlo podiamos evidenciar que algunas de
las tortugas que nos llegaban cumplian con todos los requisitos de la propia definicion de la DCS,
incluyendo la desaparicién de los sintomas en respuesta al tratamiento hiperbdrico (Barratt et al.,

2002; Berghage et al., 1974; Francis and Mitchell, 2003; Harvey, 1945; Vann et al., 2011).

La realidad es que aun hoy nos queda mucho por saber en cuanto a la fisiopatologia del proceso, pero
en estos afios hemos podido avanzar sensiblemente en el conocimiento de los mecanismos que la
desencadenan, en muchos casos extrapolables a los conocimientos en medicina humana y en otros
vertebrados buceadores. En seres humanos, la relacion causal entre el buceo en apnea y la DCS esta
siendo cada vez mas aceptada debido al creciente nimero de casos de la DCS incluyendo la aparicién
de sintomas (Paulev, 1965; Schipke et al., 2006). En las tortugas, actualmente continuamos
investigando sobre la hipdtesis de trabajo que publicamos sobre el shunt pulmonar asociado al buceo

(Garcia-Parraga et al., 2018a; Garcia-Parraga et al., 2018b) y que comentaremos a continuacion.
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A—FISIOPATOLOGIA DEL PROCESO Y APORTACIONES DE ESTE
TRABAJO AL CONOCIMIENTO DE LA FISIOLOGIA DEL BUCEO EN
VERTEBRADOS BUCEADORES

Las tortugas tienen 3 cdmaras cardiacas con pared muscular contractil, 2 atrios y 1 ventriculo,
lo que permite la mezcla intraventricular del flujo sanguineo pulmonar y sistémico (Garcia-Parraga et
al., 2017; Hicks and Wang, 1996; Shelton and Burggren, 1976; Wang et al., 2001). Todas las tortugas
marinas presentan adaptaciones vasculares asociadas a las maniobras de buceo, incluidos los
esfinteres musculares dentro de las arterias pulmonares y una anastomosis entre la aorta izquierda y
la derecha (Garcia-Parraga et al., 2017; White, 1976b; Wyneken et al., 2013b). Los shunts cardiacos en
las tortugas marinas pueden conferir algunas ventajas en virtud de ciertas condiciones fisioldgicas,
tales como la mejora de la capacidad de buceo (Hicks and Wang, 1996), pero también podrian
incrementar el riesgo de paso de burbujas de gas desde la circulacién pulmonar a la circulaciéon
sistémica agravando las consecuencias de la enfermedad una vez se produce el embolismo

(Germonpre et al., 1998; Harrah et al., 2008; Levett and Millar, 2008; Vann et al., 2011).

Existen diferentes estudios que correlacionan la tasa de ejercicio con la respiracién, el flujo sanguineo
pulmonar y la frecuencia cardiaca en tortugas marinas (Butler et al., 1984; Okuyama et al., 2020;
Southwood, 2013; West et al., 1992). La actividad muscular exacerbada que se asocia a los fenémenos
de captura accidental conduce a la acumulacién de acido lactico incluso tras episodios muy breves de
inmersién forzada (Lutz and Dunbar-Cooper, 1987; Stabenau et al., 1991; Stabenau and Vietti, 2003).
Ademas, el ritmo cardiaco y el flujo sanguineo pulmonar en las tortugas suelen aumentar
inmediatamente durante el ascenso incluso antes del inicio de la respiracion, lo cual sugeriria la
presencia de mecanismos centrales de control sobre los centros que regulan la elevacién del tono
simpatico. Este efecto también podria ser inducido por la liberaciéon de catecolaminas durante la
respuesta de lucha o huida que se produciria como resultado del enmallamiento del animal (Hicks and
Wang, 1996; Shelton and Burggren, 1976; Wang and Hicks, 1996b; Wang et al., 2001; West et al., 1992;
White and Ross, 1966).

Actualmente trabajamos en la hipdtesis de que las tortugas sumergidas de forma forzada durante su
atrapamiento en aparejos de pesca podrian llegar a desarrollar DCS como consecuencia de una mayor
actividad en un intento de liberarse y de una induccién simpatica con liberacion de catecolaminas (Garcia-
Parraga et al., 2018a). Estos procesos alterarian la respuesta normal fisiolégica protectora asociada al
reflejo vagal de buceo que minimiza el flujo de sangre a través de los pulmones presurizados llenos de
aire. Esta hipdtesis se sustenta también en las observaciones realizadas por Berkson (Berkson, 1966;

Berkson, 1967) con relacidn a las alteraciones detectadas en la respuesta de buceo en tortugas durante
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sus experimentos sometiéndolas a inmersiéon forzada. Berkson reporté que las tortugas
(completamente inmovilizadas mediante cinchas a un tablero para poder ser monitorizadas de forma
invasiva durante el experimento), incrementaban su frecuencia cardiaca cada vez que se intentaban
mover. Sin embargo, hemos de considerar que las tortugas en este experimento que trataba de medir
su tolerancia a la descompresidn, al estar inmovilizadas no podian ejercitarse como lo harian en un
copo durante el arrastre o en una red de trasmallo, manteniendo presumiblemente un reducido gasto
cardiaco. De ahi posiblemente que Berkson en sus experimentos de descompresion rapida tras una
inmersién forzada a mayores presiones y mayor duracion pero en condiciones de laboratorio (Berkson,
1967), no encontrase los niveles de embolismo que evidenciamos nosotros hoy mas de 50 afios
después en los animales procedentes de pesquerias. Es mads, a raiz de estos primeros experimentos de
descompresidn rdpida tras buceos ficticios a profundidad y tiempos de inmersién extremos, sélo pudo

evidenciar una minima cantidad de burbujas intravasculares.
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Figura 139: Grdficos mostrando la frecuencia cardiaca de algunas de las tortugas inmovilizadas
sometidas a compresion descompresion a lo largo del tiempo durante uno de los experimentos de
Berkson. Los picos de frecuencia que rompen la bradicardia de buceo (flechas) se corresponden con
momentos en los que los animales forcejeaban intentando moverse. Fuente: (Berkson, 1967).
Berkson concluyd entonces que estos animales estaban de algiin modo inherentemente protegidos
frente a la descompresion y asi se ha venido considerando durante todos estos afios en el ambito de

la fisiologia del buceo de las tortugas marinas (Lutcavage and Lutz, 1997; Lutz and Bentley, 1985a; Lutz

and Bentley, 1985b; Ponganis et al., 2003).
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La respuesta de buceo es un reflejo muy bien conservado que se da en todos los vertebrados,
implicando un conjunto de cambios cardiovasculares originados por el aumento del tono
parasimpatico causando entre otros bradicardia y vasoconstriccion periférica lo que resulta, entre
otros, en un fendmeno redistributivo del flujo y en una reduccidn del gasto cardiaco (Berkson, 1967;
Bert, 1870; Elsner et al., 1964; Lutz and Bentley, 1985a; Ponganis et al., 2003; Ridgway and Harrison,
1986; Scholander, 1963). Tradicionalmente se ha creido que estas respuestas cardiovasculares sirven
para conservar el O, disponible para los 6rganos vitales, como el corazén y el cerebro, y que la
disminucién del flujo sanguineo se asocia a una disminucién en la funcionalidad de ciertos drganos,
por ejemplo, el rifidn, ayudando a reducir la tasa de consumo de O, en favor de los tejidos prioritarios
(Lutz and Bentley, 1985a; Lutz and Bentley, 1985b; Scholander, 1940). La duracidn de las inmersiones
en buceo aerdbico fisioldgico en tortugas bobas va desde unos 7 min para animales pequefios (2-15
kg), hasta 27 min para los individuos mas grandes (20 kg) (Lutz and Bentley, 1985b). Estas especies
bucean exclusivamente en inspiracion, y se ha sugerido que el pulmdn actia como una reserva
importante de O, (Lutz and Bentley, 1985b). Sin embargo, el acceso a O, requiere que los faveolos
permanezcan expandidos para permitir el intercambio de gas cuando el pulmén es perfundido. A
medida que la presién hidrostatica aumenta con la profundidad, los faveolos se llegan a colapsar
provocando un baipds o shunt pulmonar pasivo funcional que minimiza el intercambio de gases
(Berkson, 1967) similar al colapso alveolar en los mamiferos marinos. Por lo tanto, para poder acceder
a las reservas de O, pulmonares, las inmersiones deben ser a profundidades menores que la
profundidad de colapso pulmonar. Alternativamente, una nueva hipdtesis planteada por nuestro
grupo sugiere que la gestion de la relacidn de ventilacién-perfusidén a nivel pulmonar, podria suponer
un mecanismo para intercambiar gases selectivamente que tuviesen diferente solubilidad (Fahlman et
al., 2018; Garcia-Parraga et al., 2018b) tal y como proponen los modelos de Farhi & Yokoyama y de
West (Farhi and Yokoyama, 1967; West, 1962).

El ejercicio fisico asociado a una elevacidon de la frecuencia cardiaca (Okuyama et al., 2020) seria uno
de los aspectos clave en el desencadenamiento de la enfermedad. De hecho, el gasto cardiaco es uno
de los pardmetros criticos que parecen estar mas vinculados con el riesgo de descompresion al menos
en mamiferos (Fahlman, 2017) ya que bdsicamente de él depende entre otros el nivel de perfusién

pulmonar y el intercambio de gases.

A la luz de nuestro descubrimiento, la capacidad de shunt pulmonar durante el buceo en reptiles no
solo podria representar entonces un mecanismo para regular el metabolismo a través de la modulacion
del suministro de O a los tejidos (Wang and Hicks, 1996b; Wang et al., 1997; Wang et al., 2001). En
base los hallazgos aqui presentados podria servir también para reducir la cantidad de nitrégeno

solubilizado en sangre y por tanto el riesgo asociado de DCS (Garcia-Parraga et al., 2018b), ya que
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tenemos evidencias de que el riesgo de descompresion verdaderamente existe. Las tortugas y
serpientes marinas tienen de hecho la mayor capacidad de shunt entre los reptiles (Lillywhite and
Donald, 1989; White, 1976b; Wyneken, 2009). En caso de reversion, a mayor duracién de la inmersion
forzada y mayor profundidad, mayor cantidad de nitrégeno absorbido. Siendo buceadores apneistas,
las tortugas capturadas accidentalmente no pueden eliminar con facilidad el exceso de nitréogeno
absorbido respirando en profundidad ni durante el ascenso como lo haria un submarinista. Asi cuando
el animal asciende con el aparejo y se reduce la presién ambiental hasta salir a superficie, comienza a
formar burbujas de gas (gass-off) por sobresaturacién de los tejidos. También podemos especular que
la retraccién espastica de las extremidades que se observa en algunas tortugas afectadas y describimos
en el segundo capitulo podria ser en parte comparable a la flexiéon de las extremidades que acontece
en los seres humanos afectados por la DCS y de ahi su nombre en inglés “the bends”. En nuestra
experiencia en el CR, se requiere de varias horas o incluso dias para resolver totalmente de forma

espontanea el EG de tortugas afectadas incluso en un grado leve.

La diferente respuesta observada en los estudios complementarios que realizamos in vitro con tejidos
procedentes de tortugas de agua dulce y tortugas marinas (Garcia-Parraga et al., 2018a), indican que
las tortugas han podido desarrollar a través de su evolucién, un mecanismo de compensacion diferente
para minimizar los problemas asociados al buceo y exposicién a un medio hiperbarico. Mediante la
regulacion temporal de la ratio ventilacion-perfusion en el pulmén, pueden evitar la descompresion,
manteniendo la capacidad de captar el O, pulmonar almacenado y equilibrar los niveles de CO, durante
las inmersiones (Fahlman et al., 2018; Garcia-Parraga et al., 2018a; Garcia-Parraga et al., 2018b). El
fallo de este mecanismo de intercambio selectivo de gases como consecuencia de la interacciéon de la
pesca podria explicar la alta incidencia de EG durante procesos que implican inmersion forzada

(Fahlman, 2017; Garcia-Parraga et al., 2014).

En sus estudios, Berkson también propuso que el nivel de shunt pulmonar aumentaba con la
profundidad, y el autor estimé que el colapso completo a nivel de los faveolos se producia a
profundidades > 80 m (Berkson, 1967). En tortugas bobas, el 90% de su tiempo se encuentran en la
superficie o en profundidades promedio de hasta 40 m de profundidad (Polovina et al., 2004). Asi, la
gran mayoria de las inmersiones en tortugas bobas son menos profundas que la profundidad requerida
para alcanzar la compresién pasiva faveolar completa que impediria el intercambio de gases. Por lo
tanto, y sin otro mecanismo alternativo, el nitrégeno retenido a nivel pulmonar iria difundiendo a la
sangre y los tejidos de forma continua durante el buceo, aumentando el riesgo de EG incluso durante
las inmersiones mads habituales. Sin embargo, como hemos visto el sistema cardiovascular de las
tortugas tiene la capacidad de generar un shunt intracardiaco (Hicks et al., 1996), provocando un shunt

o baipas (mismatch) sangre/aire a nivel pulmonar que serviria para alterar el intercambio de gases
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incluso estando el pulmdn parcialmente expandido y ventilado (Farhi, 1967; Farhi and Yokoyama,
1967; West, 1962). La falta de septo interventricular completo en los quelonios proporciona la
posibilidad del establecimiento de shunts intracardiacos y como hemos venido comentando, estd bien
establecido que el flujo sanguineo pulmonar se reduce durante el buceo causando R-L shunts, mientras
que, durante la respiracion en superficie, aumenta el flujo pulmonar porque domina un shunt L-R
(Burggren, 1977; Shelton and Burggren, 1976; Wang et al., 1997; Wang et al., 2001). Los cambios en el
flujo sanguineo pulmonar estan mediados por la inervacién parasimpatica donde el aumento de la
resistencia vascular pulmonar se eleva por aumento del tono vagal a través de la inervacién del
musculo liso en la pared de la arteria pulmonar (Burggren, 1977; Shelton and Burggren, 1976; Wang
et al., 1997; Wang et al., 2001). Diversos estudios en algunos reptiles como galdpagos de agua dulce o
serpientes de cascabel apuntan a que el flujo sanguineo pulmonar puede reducirse
considerablemente, pudiendo llegar a cesar por completo por estimulacién vagal (Milsom et al., 1977;
Taylor et al.,, 2009; Wang, 2011; Wang et al., 2001). El desarrollo de un esfinter muscular bien
conformado a nivel de las arterias pulmonares parece exclusivo de las tortugas marinas y permite la
derivacién pulmonar completa Unicamente mediante la regulacién del tono de la parte proximal y

media de la arteria pulmonar.

Nuestra observaciones en trabajos previos de que los vasos pulmonares de tortugas marinas exhiben
una intensa vasoconstriccién cuando son expuestos a serotonina y acetilcolina sugieren que el esfinter
arterial pulmonar es una estructura anatdmica vasomotora relevante para generar el shunt
intracardiaco en las tortugas marinas (Garcia-Parraga et al.,, 2018a). La vasoconstriccién reduciria
significativamente, llegando a anular, la perfusiéon pulmonar. En las tortugas marinas, la regulacion
autondmica del flujo sanguineo pulmonar parece haber evolucionado ampliamente conduciendo al
desarrollo de los esfinteres arteriales pulmonares en comparacién con las tortugas de agua dulce que
habitan en lagos y rios y que suelen realizar inmersiones mas someras. En la especie de tortuga con
una mayor capacidad de buceo en cuanto a profundidad y autonomia, la tortuga laud, el esfinter
pulmonar tiene un grosor mucho mayor de la pared muscular en comparacién con la tortuga boba (de
buceo mas superficial) y presenta ademas pliegues longitudinales que presumiblemente podrian

contribuir a un mejor sellado del vaso (Garcia-Parraga et al., 2017; Wyneken, 2001a).

En nuestra opinidn, esta caracteristica anatdmica tan exclusiva de las tortugas marinas proporciona
una ventaja fisiolégica adaptativa crucial para el buceo profundo en estas especies. De hecho, la
profundidad hemos podido evidenciar que es también uno de los principales factores de riesgo en el
padecimiento de la DCS en tortugas marinas que quedan atrapadas, tal y como ya evidenciamos en un
primer trabajo (Fahlman et al., 2017a) y reforzamos con mas informacion en el Capitulo 3 de este

trabajo de Tesis.
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Sin embargo, y a pesar de no contar con esta estructura especifica en las arterias pulmonares, los
galapagos de agua dulce también serian capaces de general un shunt pulmonar completo (Burggren
and Shelton, 1979; White et al., 1989). Debe haber por tanto una funcionalidad adicional que haya
empujado por presion evolutiva al desarrollo de esta estructura en especies de buceo profundo. En
este sentido, proponemos que los esfinteres pulmonares podrian facilitar un mecanismo fisiolégico
de seguridad en caso de necesidad para poder acceder a las reservas de O, pulmonar y/o poder
eliminar el exceso de didxido de carbono durante inmersiones prolongadas y profundas con limitado
acceso a la superficie o ante un aumento de la demanda aerdbica (Garcia-Parraga et al., 2018b; Malte
et al., 2016a; Malte et al., 2016b; Wang and Hicks, 1996b; Wang et al., 1997; Wang et al., 2001). La
coincidencia (matching) puntual de ventilacion y perfusién pulmonar durante periodos cortos
estrictamente regulados y controlados en base a la relajacidn del esfinter por induccidén simpatica,
podria permitir un intercambio preferente de oxigeno y diéxido de carbono con un minimo riesgo de
absorcidn de nitrégeno (Fahlman et al., 2018; Farhi, 1967; Farhi and Yokoyama, 1967; West, 1962). Sin
embargo, si la perfusién del pulmdén se mantiene en flujos elevados o durante demasiado tiempo a
profundidades por encima de la profundidad del colapso faveolar completo, la disminucién del
cociente ventilacion perfusion favoreceria la absorcién de Ny, que a su vez incrementaria el riesgo de
EG tras el ascenso. Una vez que se forman burbujas en tejidos y en el sistema venoso, un shunt R-L
asociado a un baipas pulmonar podria favorecer que las burbujas pasasen directamente a la circulacion
sistémica anulando la capacidad de los pulmones para actuar como filtro de burbujas (Bove, 1998;
Cross and Jennings, 1994), y por tanto aumentando el riesgo de DCS tras su incorporacion a la

circulacion sistémica (Fahlman et al., 2017a; Garcia-Parraga et al., 2014; Vann et al., 2011).

Gracias al descubrimiento de la enfermedad en las tortugas pudimos poner en evidencia por primera
vez lo que ya se sospechaba en base a estudios previos con mamiferos marinos desde 2003 (Jepson et
al., 2003): la confirmacién de la existencia de la DCS en animales buceadores apneistas. La posibilidad
que nos ha brindado la aplicacidon del tratamiento hiperbarico en las tortugas marinas afectadas
permitié confirmar la remisidn de los sintomas clinicos y con ello la enfermedad. Esto demostraria que
los mecanismos adaptativos para el buceo no son infalibles bajo determinadas circunstancias,
proporcionando una explicacién mas completa de la fisiopatologia del proceso en este y otros modelos
animales. Aunque como hemos visto en el caso de la tortuga, la falta de septo interventricular y la
presencia de los esfinteres de las arterias pulmonares, daban opcién a un mecanismo anatdomico para
minimizar la perfusién pulmonar durante el buceo, a la hora de proponer una teoria similar en
mamiferos marinos, las restricciones anatémicas nos empujaron a hipotetizar un posible mecanismo
funcional (Garcia-Parraga et al., 2018b). Un shunt funcional también podria ofrecer la posibilidad de

gestionar selectivamente el intercambio de gases en base a las variaciones de perfusidon pulmonar tal
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y como hemos descrito que podrian hacer las tortugas gracias a su esfinter a nivel de la arteria
pulmonar. En cetdceos en condiciones de buceo, el predominio parasimpdtico y gasto cardiaco
reducido, disminuiria también mucho el flujo de sangre en el circuito pulmonar, pero en este caso al
no poder recurrir a un shunt intracardiaco como las tortugas, se produciria una perfusiéon selectiva de
las zonas no ventiladas del pulmdn (zonas con alveolos colapsados), evitando el intercambio gaseoso.
En ambos casos, cetdceos y tortugas, la base para regular el intercambio de gases a nivel pulmonar
seria la misma, aunque a través de mecanismos diferentes y en ambos casos ante situaciones
especiales y de aumento de la demanda, el incremento de la frecuencia cardiaca podria verse
aumentado mediante la generacion de pequefias arritmias permitiendo que cierta cantidad de sangre
pudiese alcanzar zonas altas mas ventiladas del pulmdn y un intercambio selectivo de gases. Las
situaciones de estrés, panico o ejercicio intenso de forma mantenida en profundidad podrian llevar a
un incremento del gasto cardiaco y reversion del shunt pulmonar/intrapulmonar, perfundiendo en
demasia regiones aun ventiladas (no colapsadas), absorbiendo un exceso de nitrogeno y llevando a la

descompresidn tras su emergencia en superficie.

En referencia al segundo objetivo, tratamos de ofrecer la informacion mas relevante que hemos

podido generar en lo referente al diagndstico y tratamiento de esta nueva enfermedad, recopilando

nuestra experiencia a lo largo de estos afios durante el trabajando con mds de 300 animales afectados.
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B —APORTACIONES DE ESTE TRABAJO AL DIAGNOSTICO YA LA
MEJORA EN EL MANEJO DE TORTUGAS PROCEDENTES DE
PESQUERIAS EN CENTROS DE RECUPERACION

En referencia al diagndstico, la ecografia se establece como la técnica mas sensible a la hora
de detectar la presencia de burbujas intravasculares. Sin embargo, las técnicas de radiografia y sobre
todo de tomografia, son superiores en cuanto a la capacidad de cuantificacidon y de evaluaciéon de la
distribucidn orgdnica del gas patolégico. Para los trabajos a bordo de buques pesqueros, la técnica de
la ecografia parece la Unica plausible de cara a poder ir evaluando los animales capturados tal y como
hicimos en los estudios realizados en Brasil e Italia, incluidos en el Capitulo 3. Sin embargo, es
importante destacar, que la clasificacidn en base a su severidad del embolismo diagnosticado a bordo
de pesquerias no es necesariamente comparable con la clasificacion realizada en el CR, debido a que
ni las técnicas diagndsticas ni los tiempos transcurridos tras alcanzar la superficie hasta el examen, son
comparables. Como hemos visto, si nos basamos sélo en la técnica ecogréfica, esto puede llevar a una
sobreestimacién de la cantidad de burbujas cuando los animales se encuentran en fase de gas-off o a
una subestimacion de la severidad sin practicamente burbujas circulantes en animales recibidos en el
centro tras varias horas de eliminacién de nitrégeno con la respiracion durante la fase de aclaramiento.
La radiologia en estos casos seria mas Util a la hora de poder categorizar los casos y establecer un
sistema de cuantificacion. Actualmente estamos trabajando para tratar de elaborar un sistema de
cuantificacion fiable mediante ecografia basado en el contaje de burbujas de gas en camaras cardiacas
similar a lo que esta establecido en medicina humana (Germonpré et al., 2014). El mayor limitante es
que, de cara a poder comparar la severidad en los diferentes casos, seria necesario hacer las
comparativas de ecografias en los mismos tiempos de superficie con el fin de evaluar a todos los
pacientes en la misma fase de la enfermedad. Ademds, como hemos venido viendo, la ecocardiografia
es una técnica con muchas limitaciones en tortugas de gran tamafio donde la capacidad de penetracién

del ecégrafo en los tejidos es limitada y en muchos casos no es plausible explorar el corazén.

La tomografia es una técnica en realidad inaccesible al menos para su uso rutinario en la mayoria de
los centros de recuperacion. Sin embargo, es tremendamente util para el estudio en detalle de la
enfermedad ya que permite por un lado cuantificar con gran precision la cantidad total de gas y hacer
mapas de distribucidon, siendo ademas la Unica técnica que permite la adecuada evaluacién del SNC
donde asienta parte de la patologia mas relevante. Como describimos, incluso en casos leves podemos
llegar a encontrar burbujas de nitrégeno dentro del canal vertebral y en la médula espinal, lo que nos
hace pensar en los posibles dafios que el gas podria ocasionar en un tejido tan sensible como el

nervioso.
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Un aspecto revelador que también aportamos con este trabajo es la presencia de secuelas en algunos
animales supervivientes al insulto inicial que hemos podido evaluar mediante técnica de resonancia
magnética, la ecografia renal o mediante estudios anatomopatoldgicos de érganos y tejidos en casos
que finalmente se tuvieron que eutanasiar o murieron semanas después. Mas alla de la propia
supervivencia, es fundamental tener en cuenta que esta enfermedad podria tener una componente
insidiosa generando lesiones en las tortugas tras su interaccion con el aparejo, pero no llegandolas a
matar a corto plazo. El estudio de las secuelas post interaccién en los supervivientes es un campo de
estudio que también despierta mucho interés de cara a regular las pesquerias (Wilson et al., 2014).
Evaluar la mortalidad a largo plazo en tortugas marinas (generada como consecuencia de este tipo de
secuelas) es sumamente complejo dada la interferencia con multiples factores ambientales en los
estudios que van mas alla de 90 dias (Southwood, 2013). Asi, los trabajos de evaluacién de las lesiones
organicas en los supervivientes parecen la mejor aproximacién al estudio del impacto subletal sobre

los animales y es otra de las lineas de trabajo que actualmente mantenemos abierta.

En cuanto al diagndstico post mortem, el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha centrado en las
lesiones macroscopicas que son muy evidentes en necropsia en los casos moderados y severos.
Nuestro grupo continta avanzando en el estudio de las lesiones a un nivel histopatolégico y estos
estudios se analizaran y publicardn en trabajos posteriores. En animales que aparecen varados y de los
qgue no conocemos el origen, sin llegar a presentar un patrén patognomadnico o exclusivo, si que
podemos decir que la distribucién del gas patoldgico podria sugerir si el animal ha podido morir por el
EG o, por el contrario, que el gas observado podria estar mas asociado a fenédmenos putrefactivos. La
presencia de gas fundamentalmente acotada a camaras cardiacas, vasos renales y mesentéricos en
animales relativamente frescos, podria considerarse un buen marcador de posible interaccién con
pesca y muerte como consecuencia de la DCS. A las lesiones por presencia de gas se podrian sumar
otras lesiones caracteristicas, fundamentalmente las zonas de congestidn y hemorragia en la zona
caudo-ventral de los rifiones, asi como la congestién en bandas del intestino. En nuestra experiencia
estas lesiones tan concretas las hemos detectado Unicamente en casos de DCS y entendemos que se

podrian llegar a considerar muy sugerentes de la enfermedad.

Es muy importante tener en cuenta desde el punto de vista diagndstico, que la ausencia de gas
intravascular visible durante la necropsia no descarta completamente la enfermedad ya que en los
casos mas leves este puede ser dificilmente evidenciable. En el caso contrario, la técnica de necropsia
inadecuada puede llevar a infiltraciones de gas en los vasos sanguineos que podrian llevar a confusién.
Con el fin de mejorar la capacidad diagndstica, recomendamos siempre que sea posible aplicar técnicas

de imagen a los cadaveres (al menos radiografia simple DV y LL y si es posible TC).
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El presente trabajo aporta ademas las primeras evidencias de que la congelacién puede generar
artefactos importantes llevando a un aumento del gas intravascular en los cadaveres procedentes de
pesquerias. Por ello, se desaconseja congelar los animales o en caso de tener que recurrir a ella para
su conservacion, se debe tener siempre en cuenta la posible interferencia. Esto es un elemento
importante en el que también estamos trabajando actualmente, ya que hay muchos barcos que
congelan los animales que terminan muriendo en cubierta antes de llevarlos a puerto porque faenan
semanas o incluso meses sin tocar tierra. Presumimos que animales capturados sin EG (con nitrégeno
disuelto en sangre, pero sin llegar a formar burbujas) o con descompresion leve, podrian llegar a
generar una imagen de descompresion moderada-grave tras la congelacion del caddver, por lo que de

cara a la interpretacion de los resultados siempre es preferible la refrigeracion.

En referencia al tratamiento, es previsible que, en un contexto global, las opciones de poder tratar las
tortugas con descompresion en una camara hiperbdrica sean practicamente despreciables. En nuestro
caso como centro de referencia en el diagndstico y tratamiento de esta enfermedad en las tortugas,
disponernos actualmente de dos cdmaras hiperbdricas que nos permiten tratar e investigar los
protocolos mas adecuados con los animales. Los protocolos de tratamiento HBOT en tortugas
requieren de media de tiempos de exposicion mucho mas largos que en medicina humana para la
eliminaciéon total de gas patoldgico (aproximadamente 12-16h frente a 5h). Siempre y cuando los
animales lleguen vivos al centro y puedan ser tratados, la terapia de los casos afectados por la
enfermedad proporciona unas tasas de éxito muy elevadas en los animales afectados (por encima del
90%). Asumiendo la imposibilidad de acceder a una cdmara hiperbarica en la mayoria de los centros
de recuperacioén, en el presente trabajo también presentamos una técnica alternativa (aun por
publicar) mediante la exposiciéon prolongada a oxigeno normobdrico que también permite la
recuperacion de los pacientes, si no de forma tan rdpida como la cdmara hiperbarica, si al menos
incrementando aparentemente la supervivencia en los casos en los que la hemos podido probar. Esta
terapia que proporciona una atmosfera enriquecida en oxigeno (normobarico) en un contenedor
estanco, parece ser también muy efectiva y mucho mds econdmica que la HBOT. Aunque
generalmente requiere de tiempos alin mas prolongados que el HBOT para la eliminacidn total del gas
intravascular (24-48h de tratamiento), la tasa de éxito es también muy buena incluso para casos con
embolismo moderado. Sospechamos sin embargo que las posibles lesiones asociadas a la isquemia
podrian agravarse al incrementar el tiempo de resolucidn, por lo estimamos que la terapia hiperbarica

es, siempre que esté al alcance, la de eleccion.

En todos los casos, la aspiraciéon de agua de mar asociada a la inmersién forzada generd un
agravamiento del prondstico y muy especialmente cuando se solapd con casos de EG. Ambas entidades

patoldgicas se asociaron directamente con la mortalidad. En los casos combinados, la mortalidad fue
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muy alta probablemente por la suma de los desequilibrios y en parte por el impedimento que tiene el
pulmdn para poder ir eliminado el exceso de nitrogeno que causa el embolismo. La aspiracion es una
patologia mds tipicamente asociada a la inmersidn prolongada y particularmente el trasmallo. Es
siempre prioritario recuperar cuanto antes la capacidad respiratoria del animal antes de introducirlo
en la cdmara hiperbarica para que pueda re-oxigenarse y eliminar el exceso de nitrégeno absorbido

restableciendo la perfusién tisular.

En referencia al tercer objetivo, tratamos de medir el alcance e impacto de la enfermedad tanto en las
tortugas que nos llegan a nuestro CR como en estudios de campo en condiciones de pesca. Mas alla
del descubrimiento de la enfermedad, las implicaciones para el entendimiento en la fisiologia del
buceo, o los aspectos veterinarios mds importantes para diagnosticar y curar la enfermedad tratando
de recuperar el mayor nimero de animales posibles, consideramos vital el poder conocer la verdadera
incidencia de la enfermedad, los factores de riesgo, asi como la posible mortalidad asociada. En esta
linea hemos dedicado el tercer capitulo de esta Tesis Doctoral a los estudios de impacto de esta nueva
enfermedad en diferentes ambitos (CR y a bordo), diferentes lugares (Mediterraneo y Atlantico) y

diferentes especies.

La informacién preliminar generada en estos trabajos consideramos que puede ser muy valiosa para
el mejor entendimiento de como puede llegar a afectar la enfermedad a las diferentes poblaciones de
tortugas afectadas por las distintas pesquerias a nivel global si estimamos que una parte importante
de las tortugas devueltas al mar termina muriendo como consecuencia de la descompresion sufrida.
Como veremos en el desarrollo posterior, esperamos que la informaciéon aportada en el presente
trabajo pueda servir para aportar nuevas ideas y soluciones que permitan la mejora de la gestion de
las pesquerias minimizando el impacto que tienen sobre las poblaciones de estos animales

amenazados de extincion.
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C—-APORTACIONES DE ESTE TRABAJO A LA MITIGACION DEL
IMPACTO DE LA PESCA'Y LA CONSERVACION DE LAS
POBLACIONES DE TORTUGAS

A dia de hoy la contribucién real de la DCS a la mortalidad de las tortugas marinas a escala
mundial es desconocida. Nuestras observaciones se basan principalmente en la interaccién de tortugas
bobas con 2 tipos de pesquerias (arrastre de fondo y trasmallo) en la Comunidad Valenciana y mas
recientemente en 2 nuevas regiones: Océano Atlantico Sur y Mar Adriatico. Mediante la realizacidn
del trabajo de campo se traté de evaluar la verdadera incidencia, severidad e impacto de la
enfermedad en las tortugas en las condiciones reales en las que se produce la pesca, incluyendo su
posible asociacion con la viabilidad y supervivencia a bordo y en el corto plazo de los individuos
posiblemente afectados cuando no existe disponibilidad de atencién en un centro de rehabilitaciéon
gue pudiera prestar tratamiento veterinario. Este trabajo nos permitié también evaluar mejor la
evolucidn de la enfermedad en su fase inicial (primeras 1-2 h) con el fin de poder conocer mejor la
fisiopatologia del proceso y establecer recomendaciones de manejo a bordo para minimizar sus

efectos.

Los estudios a bordo sobre incidencia y severidad de la EG se realizaron con equipamiento portatil
incluyendo estudios ecograficos, evolucidon del cuadro clinico y cuando fue posible, mediante la
realizacion de necropsias en los caddveres inmediatamente después de la captura accidental y durante
las 2 primeras horas tras captura. Las pesquerias elegidas fueron arrastreros brasilefios e italianos
durante la época mas favorable de cara a las interacciones, ya que su tasa de capturas por lance era
muy superior a la de las pesquerias espafnolas, permitiendo incrementar mucho la probabilidad de

capturar tortugas durante el embarque del equipo investigador.

Los hallazgos fueron muy reveladores al demostrar que el 100% de los animales examinados,
mostraron signos compatibles con EG. Esto nos permite hacernos una idea del posible alcance real de
esta enfermedad recientemente descubierta, pudiendo expandir los casos documentados de DCS
fuera del Mediterrdneo y en especies diferentes a la tortuga boba donde fue descrita por primera vez.
Ademas, estos estudios aportaron nuevas evidencias de que la DCS efectivamente puede ser una causa
de mortalidad muy importante pero nunca antes considerada, asociada con la pesca accidental de las

tortugas y como consecuencia de la inmersién forzada.

Por regla general y en condiciones de campo, las tortugas que se recuperan activas del aparejo de
pesca suelen ser liberadas inmediatamente y hasta ahora no se consideraba que este tipo de

interacciones donde los animales se devuelven al mar conscientes y activos pudiesen generar una
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mortalidad retardada significativa (Gilman et al., 2007; Lewison et al., 2013; Wallace et al., 2013). Los
resultados de este trabajo apuntan a que muchas tortugas (si no todas) capturadas en ciertas
pesquerias podrian desarrollar EG y posteriormente algunas podrian morir de forma retardada en
cuestion de horas o dias tras su liberacidn. La mortalidad asociada a la interaccién por pesca podria ser
de hecho, mucho mas elevada que lo que indican las estimaciones actuales. Se requiere de una mayor
cantidad de datos en base a estudios precisos sobre mortalidad tras la liberacién inmediata en
condiciones de campo con el fin de poder perfeccionar los calculos actuales de estimacién de la
mortalidad. Estas estimaciones son de alglin modo las que deberian regir las decisiones de manejo y
regular la actividad pesquera de cara a la conservacion de las poblaciones a largo plazo (Putman et al.,

2020; Southwood, 2013).

Un ano después de la publicacidn del descubrimiento de la enfermedad en 2014, la NOAA en USA nos
invitd a participar en la reunién de expertos para el establecimiento y la elaboracion de los criterios
nacionales para evaluar la mortalidad post-interaccién de las tortugas marinas en las pesquerias de
arrastre, redes y nasas o trampas; en Shepherdstown, West Virginia, USA, 18-22 de agosto de 2015.
En el informe final de la reunidn se establece la importancia de considerar esta nueva enfermedad y la
posible mortalidad adicional asociada con el fin de revisar y regular la actividad pesquera al tener
impacto sobre las tortugas marinas como especies protegidas a nivel federal (Stacy et al., 2016). Sin
embargo, se establece que, en base al desconocimiento actual, se hace necesario estudiar mejor el
impacto de la enfermedad en condiciones de campo. En esta linea es precisamente es en la que hemos
avanzado desde 2018, con los estudios a bordo de buques pesqueros y que pretendemos continuar

haciendo a futuro en estas y otras nuevas pesquerias.

Con el fin de poder esclarecer el porcentaje de animales que llegan a morir como consecuencia de DCS
en lugar de morir simplemente por asfixia/ahogamiento, debemos hacer un esfuerzo para reevaluar
la verdadera causa de muerte en aquellos individuos capturados accidentalmente que salen vivos y
terminan muriendo, se recuperan del aparejo en estado comatoso o directamente salen ya muertos
de la red. Incluso habrd que estudiar en qué casos se produce una comorbilidad por diferentes
procesos que conducen a la muerte como es el caso de la aspiracion de agua de mar que segun vimos
en el Capitulo 3, junto con la presencia de embolismo, es uno de los predictores mds potentes de
mortalidad, tanto en tortugas capturadas en Comunidad Valenciana como en las pesquerias de Brasil
e Italia. Los procedimientos actuales empleados a bordo de los barcos de pesca para tratar de resucitar
tortugas comatosas, aunque son Utiles para ejemplares que pudieran estar ahogados, probablemente

sean ineficaces para casos de DCS.

En el tercer bloque del Capitulo 3, ponemos de manifiesto que al menos 4 especies de tortugas son

susceptibles de sufrir EG post descompresion tras su interaccidon con pesquerias. A pesar de tener mas
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de 300 casos de EG confirmados en tortuga boba, Unicamente disponemos de casos aislados de cada
una de las 3 nuevas especies (laud, verde y olivacea) ya que no hemos tenido acceso a mas ejemplares
de estas especies procedentes de pesquerias. Estos hallazgos sirven de evidencia para al menos decir
qgue todas las especies de tortugas, podrian ser potencialmente susceptibles de sufrir EG, y muy

especialmente cuando la inmersidn forzada se produce a profundidades elevadas.

Considerando los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, pensamos que el EG podria llevar a
subestimar de forma importante la mortalidad asociada a las interacciones con la pesca. En caso de
ser asi, los calculos de mortalidad global de tortugas marinas asociadas con la pesca accidental
realizados hasta ahora (Lewison et al., 2004a), deberian ser revisados ya que podrian ser mucho

mayores que lo que inicialmente se preveia.

La tortuga laud es la especie de tortuga marina mejor adaptada al buceo profundo, y por lo tanto
deberia ser la de mayor capacidad para hacer frente a los desafios y efectos derivados de la
recompresion-descompresion (Davenport et al., 2009; Fossette et al., 2010; Murphy et al., 2012). Sin
embargo, hemos hallado evidencias de que incluso esta especie también se ve afectada por EG cuando
interacciona con pesca. Este caso en particular ademas ocurrié a una profundidad muy inferior a su
profundidad media de buceo (Robinson and Paladino, 2015). Si esta especie (que es la mejor adaptada
para la inmersion) se ve afectada por EG en caso de captura accidental, se podria sugerir que muy
probablemente todas las demds especies de tortugas podrian llegar a ser de algin modo vulnerables

al EG.

Aunque la mayoria de las evidencias aportadas por el presente trabajo se han basado en los trabajos
realizados con la tortuga boba, ya que es la especie mas comun en el Mediterraneo Occidental, no
podemos excluir al resto de especies de tortugas marinas (7 en total) de ser potencialmente
susceptibles de sufrir también descompresidn bajo determinadas condiciones de interaccidn pesquera
o retencién en profundidad. De ahi que se haga necesario el poder continuar los estudios de

seguimiento e impacto de la enfermedad en todas las especies posibles.
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D —FACTORES DE RIESGO A CONSIDERAR EN CASO DE
INTERACCION

Las condiciones ambientales, incluyendo la temperatura del agua, la profundidad, la velocidad
de ascenso y el tiempo de inmersién, afectan el riesgo de DCS en humanos (Germonpre et al., 1998;
Harrah et al., 2008; Vann et al., 2011). En el presente trabajo, estos factores también estan asociados
al riesgo de descompresion y/o la mortalidad en las tortugas tal y como se concluye de los resultados
del primer apartado del Capitulo 3. Junto a la aspiracién de agua de mar vy la severidad del embolismo,
los principales factores ambientales asociados a la mortalidad de las tortugas fueron la duracién de
calado del arte, la profundidad de captura y la temperatura del agua en superficie. Sin embargo, en
referencia al riesgo de padecimiento de embolismo, los principales factores implicados fueron la
profundidad de calado, el tipo de arte, la presencia de aspiracidn de agua o el tamafiio de la tortuga.
En las evaluaciones a bordo de buques pesqueros, tanto la presencia de aspiracidon de agua de mar
como el estado de consciencia de los animales en el primer examen neuroldgico tras la recuperaciéon
del aparejo, fueron ambos buenos predictores tanto de mortalidad como de la posible severidad de
embolismo. En estos casos, el unico factor ambiental asociado con la severidad del embolismo fue la

duracion del arrastre.

La velocidad de ascenso del aparejo fue un factor que no se pudo registrar de forma rutinaria (no es
un parametro que se registre habitualmente por los pescadores) y en general es bastante constante
en la mayoria de las pesquerias. Por tanto, a pesar de ser un factor potencialmente relevante en base
a su confirmacién como factor de riesgo demostrable en otras especies (Berghage et al., 1974; Lillo et
al., 2002; Mahon and Regis, 2014b), no hemos podido extraer conclusiones sobre su impacto en el
desarrollo de la enfermedad en tortugas, aunque ciertamente seria un valor importante para

considerarlo en estudios a futuro.

Nuestros resultados van en la linea del trabajo previo de algunos autores que si evidenciaron que la
tolerancia a la inmersion forzada en tortugas marinas se puede ver condicionada por factores como el
tamafio de la tortuga, la actividad y la temperatura del agua (Lutcavage and Lutz, 1991; Stabenau et
al., 1991). En relacién con la temperatura, por regla general y en base a nuestra experiencia, la mayor
cantidad de capturas por arrastre en el Mediterraneo (Valencia e Italia) se dio siempre en los meses
frios (entre noviembre y marzo y especialmente en los meses de diciembre y febrero). Hochscheid et
al. (2007) estudié el comportamiento de tortugas marcadas en el Mediterraneo, detectando un
aumento del tiempo de inmersion estatica en el fondo durante los periodos mas frios del afio. Este
comportamiento mas frecuente en invierno podria explicar las mayores tasas de captura en arrastre

durante el invierno observadas en nuestra region. Sin embargo, mas alld de las implicaciones
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referentes al riesgo de interaccidon, se desconoce las implicaciones de la temperatura en el
desencadenamiento de la enfermedad. M3s alla del mayor nimero de casos, en nuestro trabajo no
hemos podido hallar diferencias significativas en relacién a la temperatura del agua con la frecuencia
o gravedad del embolismo, pero si hemos detectado una asociaciéon con la mortalidad en los casos
atendidos en centros de recuperacion. La temperatura del agua no se asocié con la mortalidad en los
analisis estadisticos de las capturas a bordo de buques pesqueros. Sin embargo, en los estudios de
Brasil, si que hemos podido detectar una mayor mortalidad a bordo (temprana) asociada en las
capturas de las campafas de verano (57,14% a una temperatura promedio de 21,952C), con respecto
a las campanas de invierno de Brasil (35,71% a 17,032C de media) o de Italia (2,94% a una temperatura
promedio del agua de 9,562C). En la linea de nuestras observaciones de una menor mortalidad a menor
temperatura del agua, algunos paises como USA permiten tiempos de arrastre mas prolongados en los
meses mas frios en base a las observaciones realizadas sobre los tiempos de inmersidn voluntaria a
diferentes temperaturas del agua (Bentivegna et al., 2003; Hochscheid et al., 2005; Moon, 1992; Moon
et al.,, 1997). A temperaturas mas bajas, la tasa metabdlica y los niveles de actividad se reducen,

alargdndose el tiempo de inmersién.

En cualquier caso, los datos siguen siendo limitados e insuficientes, ademas de estar sesgados hacia
un mayor nuimero de casos en los meses mas frios, por lo que no podemos sacar conclusiones

definitivas requiriéndose de una mayor cantidad de casos.

La menor temperatura corporal de las tortugas marinas frente a los mamiferos ha sido de hecho
considerada tradicionalmente como un posible mecanismo de proteccién contra de DCS, ya que a
menor temperatura los fluidos corporales pueden soportar una mayor presion de gas disuelto sin llegar
a formar burbujas (Fossette et al., 2010). Sin embargo, la disminucidn de la temperatura también
aumentaria la solubilidad del nitréogeno proporcionalmente en profundidad, aumentando asi el riesgo
de DCS durante el ascenso en comparacidn con los mamiferos y muy especialmente si las temperaturas
en superficie o ya en cubierta son mayores que en profundidad. Durante los meses de invierno, este
incremento de la solubilidad de los gases a baja temperatura podria aumentar el riesgo de DCS tras la
captura. La reduccidn ambiental de la presidn tras el ascenso y el posible incremento de la temperatura
en cubierta con el calentamiento jugarian ambas a favor de la formacién de burbujas en caso de
sobresaturacién, y es probablemente el suceso que describimos con las capturas de Brasil donde los
animales capturados en verano y mantenidos en cubierta parecian descomprimirse de forma mas

rapida acumulando grandes cantidades de gas intravascular visibles en las necropsias.

En cuanto a la influencia de la profundidad, parece que tanto en nuestros estudios previos (Fahlman
et al., 2017a) como en base al analisis de los datos actuales, la profundidad se consolida como uno de

los factores de riesgo a considerar para el desencadenamiento de la enfermedad, la severidad del
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embolismo alcanzado y la mortalidad. Sin embargo, y tal y como reportamos con anterioridad, algunos
animales capturados por los arrastreros de pesca a mds de 60 m de profundidad estaban llenos de gas
tras el ascenso, mientras que otros de similar tamafio, procedentes de las mismas aguas, mismas
pesquerias, la misma profundidad, y durante la misma temporada no presentaron niveles de gas
detectable. Posibles explicaciones para esta disparidad podrian ser las diferencias reales en la
profundidad de captura (desconocidas con certeza para nosotros en muchos casos de capturas por
arrastreros), el tiempo de inmersidn forzada (dependiendo de la duracién del lance y sobre todo del
tiempo transcurrido entre el momento de interaccién hasta el final del arrastre) y la
susceptibilidad/respuesta individual al estrés por parte de cada tortuga. En base a la informacidn
preliminar que hemos ido recabando, no parece ser necesario alcanzar grandes profundidades para
gue las tortugas marinas puedan llegar a desarrollar DCS. De hecho, un tercio de los animales
atrapados en redes de trasmallo en zonas muy someras (entre 3 y 10m) mostraban signos de EG en las
pruebas de imagen. El animal que sufrié de EG a una menor profundidad, procedia de un trasmallo a
4m. Por debajo de los 10 metros, mas del 70% de los casos presentados de trasmallo mostraban un
grado de embolismo leve, pero hubo un caso de embolismo moderado recuperado de un trasmallo a
tan solo 5m y un caso de embolismo severo a tan solo 13m de profundidad. En el caso del arrastre, por
debajo de los 25m la mayoria de los casos son leves mientras que por encima de los 75m la mayoria
de los casos de EG son graves. Existen algunos casos sin embargo de embolismo severo en arrastre a
tan solo 25m. En base a estos hallazgos, habria que considerar que incluso las artes de pesca costeras
mas someras (como redes de arrastre de fondo para capturar camarones y otros peces costeros) y que
actualmente registran un alto nimero de capturas accidentales de tortugas (Finkbeiner et al., 2011)

podrian llegar a inducir DCS en los animales si la inmersidn es suficientemente prolongada.

La duracién de la inmersidon es otro factor critico que considerar que vimos se asocia
fundamentalmente con la mortalidad y con el riesgo de aspiracion. La duracién de calado se asocio
también a la severidad del embolismo en base a los trabajos realizados a bordo de buques pesqueros,
pero no asi en base a los datos procedentes de nuestro CR. Berkson (Berkson, 1967) determiné que la
duracién de la inmersion no fue un factor limitante para permitir la saturacion de nitrégeno durante
el buceo, alegando que las tensiones de nitrégeno en sangre alcanzaban un maximo y luego caian o se
mantenian, pero siempre muy por debajo del nivel de saturacidn. El autor como hemos mencionado
previamente sugirié que podria haber un mecanismo subyacente de compensacion en las tortugas. En
general, los animales atrapados en las redes de trasmallo (generalmente a profundidades tan bajas
como 5 a 15 m con un promedio de 14,3m, pero con una duracién promedio de calado promedio de
12 h) tienden a mostrar menores tasas (48,72%) y menor gravedad de embolismo (score promedio

0,77) que animales similares capturados en arrastreros (62,13% de casos y score promedio de 1,15) en
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las mismas aguas a mayor profundidad (25-90 m con un promedio de 46,8m) pero con tiempos mucho
mas cortos de calado (de 2,5h de promedio). Sin embargo, los casos de aspiracion y la mortalidad
global son muy superiores en el trasmallo con respecto al arrastre. Mientras que los casos de aspiracion
se dan en un 35% de las capturas en trasmallo, sélo aparece en un 2% de los casos de arrastre. La
mortalidad aguda global (antes de llegar al CR) se situaria en 27,56% para el trasmallo y el 6,62% en el
arrastre, mientras que la mortalidad total considerando también el paso por el CR estaria en el 32,05%
para los casos de trasmallo y el 9,19% en el arrastre. Este hallazgo estaria en consonancia con las
estimaciones previas de mortalidad por pesca accidental a nivel mundial, que sugeririan que los
aparejos fijos de fondo tienen tasas de mortalidad asociada mas altas que los ubicados a menor
profundidad (Wallace et al., 2013), excepto si los aparejos se encuentran a profundidades mayores al
rango normal de buceo de las tortugas donde se reduciria el riesgo de encuentro. Para los casos
confirmados de embolismo, la mortalidad ascenderia a un 28,91% (57,89% en trasmallo y 14,2% en
arrastre) mientras que comparativamente la mortalidad seria mucho menor para los casos libres de
embolismo 3,76% (7,5% en trasmallo y 0,97% en arrastre). Estas cifras en principio evidenciarian que
la presencia de embolismo multiplicaria hasta por 10 veces las probabilidades de terminar muriendo a

pesar de la atencién en el centro.

En el caso de los trabajos de campo que incluyeron Brasil e Italia, también pudimos evidenciar que los
tiempos promedio de arrastre mayores (3,5-4h) inducian a priori cuadros mas severos de
descompresidn que los observados en Comunidad de Valenciana con tiempos de arrastre promedios
mas préximos a las 2.5h, aunque como hemos comentado anteriormente ni las técnicas diagndsticas,
ni los tiempos de examen fueron los mismos por lo que los resultados no serian directamente
comparables. En los estudios a bordo los Unicos factores que se asociaron de forma significativa con la
mortalidad fueron la presencia de aspiracion de agua y la reduccion del nivel de consciencia en el
examen neuroldgico al recuperar la tortuga del aparejo. En nuestra experiencia los animales que
evidencian aspiracidon o que se recuperan comatosos de las redes tienen muy mal prondstico y la

mayoria termina muriendo. Ambas variables se asociaron ademas a la severidad del embolismo.

Por regla general, las tasas de mortalidad generalmente se pueden calcular en base a dos escenarios
posibles: (a) el nUmero total de tortugas capturadas que aparecen muertas en aparejos de pesca
(asumiendo que todos los animales vivos pero en estado comatoso que se devuelven al mar consiguen
sobrevivir) y (b) el nimero total de tortugas capturadas encontradas muertas o en estado comatoso
(suponiendo que finalmente todas mueren tras su devolucion al mar) (Casale et al., 2017). Nuestros
estudios con animales en centros de recuperacién y mas recientemente los estudios a bordo de buques
pesqueros sugieren que el escenario mas correcto seria el segundo. La DCS podria estar afectando a

muchos de los animales (si no todos) que se liberan con suficiente nivel de consciencia y actividad,
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pero muchos de estos animales que no han muerto de forma aguda en cubierta al menos en parte

como consecuencia directa de la enfermedad, podrian terminar muriendo dias después tras la suelta.

A pesar de la escasez de datos fiables disponibles globalmente en referencia a la supervivencia post-
interaccion (Maxwell et al., 2018; Parga et al., 2020; Swimmer et al., 2006), el grupo de especialistas
de tortugas marinas de la UICN recomienda que aquellas que se encuentran vivas y con cierto nivel de
actividad, deben ser liberadas y reintroducidas en el mar en un breve espacio de tiempo (Epperly et
al., 2004; Gerosa and Casale, 1999). Como estos animales estan activos en el momento de la liberacion,
generalmente no se estima que puedan aportar casos de muerte en el calculo de las tasas de
mortalidad accidental. Sin embargo, nuestros hallazgos sugieren que algunas de las tortugas que se
recuperan vivas y activas del aparejo, terminan muriendo en cuestién de horas o dias tras su liberacion
(Fahlman et al., 2017a; Garcia-Parraga et al., 2014; Parga et al., 2020). Concretamente la tasa de global
de mortalidad confirmada post interaccién para nuestros trabajos a bordo de arrastreros en ltalia y
Brasil se establecié en un 36,11%. De los 36 animales que se liberaron con marcas funcionales, 13
dieron sefal de muerte antes de los 30 dias y sélo 23 sobrevivieron el primer mes. De ser correcta esta
proporcidn y ser comparable este resultado para el resto de las pesquerias, mas de 1/3 de las tortugas
gue se liberan en una condicién relativamente buena, podrian no llegar a superar el primer mes de

vida post-interaccién.

Este pardmetro de mortalidad asociada a pesquerias es critico dada la presién que ejercen las
pesquerias sobre las diferentes especies de tortugas (Lewison et al., 2004a; Lewison et al., 2014;
Lewison et al., 2018; Wallace et al., 2008; Wallace et al., 2013; Wallace et al., 2010). Se hace por tanto
muy necesario seguir profundizando en el estudio de la supervivencia post-interaccién, con el fin de
poder hacer una estimacidén mas precisa de la mortalidad asociada a pesquerias en tortugas marinas y

la sostenibilidad de las poblaciones.

Nuestro trabajo actual profundiza en el hallazgo inicial de que la profundidad es un factor decisivo en
cuanto al riesgo de descompresién. En base a algunos estudios preliminares y modelos estadisticos
generados por nuestro grupo, demostramos que, en tortugas bobas, la probabilidad de descompresion
en un grado tal que se comprometa la supervivencia aumenta para el caso de las artes de arrastre de
fondo (Fahlman et al., 2017a). En este caso, y dadas las condiciones particulares de cada regién, vemos
que la probabilidad de sufrir la enfermedad, la gravedad de los casos y el riesgo de morir, aumentan
con la profundidad de calado. Los resultados actuales van en la linea de los que ya publicamos donde
estimamos que en pesquerias de la Comunidad Valenciana, el arrastre a una profundidad promedio
de 65m, podria generar un 50% de casos de embolismo moderados-graves que a priori podrian
comprometer la vida de los animales (Fahlman et al., 2017a). Estos resultados a partir de nuestra

casuistica en centros de recuperacion, la hemos podido verificar ahora en Italia en un contexto similar
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al de la Comunidad Valenciana (con profundidades de arrastre promedio y temperaturas parecidas,
aunque con tiempos promedio de arrastre sensiblemente mayores de 4,5h frente a 2,5h). El resultado
de la mortalidad verificable post interaccién para estas pesquerias fue del 45,45%. Casi un 50% de los

animales capturados y liberados en las primeras 1-2h terminaron muriendo antes del primer mes.

La estrategia principal de mitigacion para evitar los casos de enfermedad entendemos debe
concentrarse sobre todo en la prevencion del encuentro de la tortuga con el arte de pesca y en su caso
la minimizacién del riesgo de DCS mediante el acortamiento de los tiempos y profundidades de
inmersién. El tratamiento en cdmara hiperbarica, aunque muy eficaz, en realidad no es aplicable a gran
escala para la mayoria de los casos. Seria inviable en el contexto de trabajo en el que se desenvuelven

la inmensa mayoria de las pesquerias y estaria al alcance de muy pocos centros de recuperacion.
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E —OPCIONES PARA MINIMIZAR LA POSIBILIDAD DE
ENCUENTRO'Y LA INTERACCION

Por lo que hemos podido evaluar hasta el momento, la DCS en tortugas estd inherentemente
asociada a la pesca accidental. Asi, probablemente una de las estrategias mas eficaces de cara a reducir
el impacto de la enfermedad seria el de tratar de minimizar las posibilidades de interaccién pesquera
a profundidad. Existen varios factores que pueden facilitar la interaccion de las diferentes artes de
pesca con las tortugas marinas. Ciertos aspectos de la biologia de estos animales, el clima y las
condiciones ocednicas y factores intrinsecos a los aparejos de pesca podrian afectar a la capturabilidad
de las tortugas marinas tal y como hemos visto en nuestro estudio con las pesquerias del arrastre en
el Mediterraneo durante los meses de invierno. El reconocimiento de estos factores es fundamental

en el disefio adecuado de las estrategias de mitigacién de impacto en general y de la DCS en particular.

Las tortugas marinas pasan la mayoria de su tiempo a profundidades inferiores a 40 m (Polovina et al.,
2003; Swimmer et al., 2002; Watson et al., 2005), sugiriendo que las artes por encima (mas someras)
de este nivel en la columna de agua facilitarian la posibilidad de encuentro. Este estimamos que podria
ser de hecho uno de los factores clave que justificaria que las pesquerias de arrastre de Castellon sean
la principal fuente de capturas que llegan a nuestro CR procedentes de toda la Comunidad Valenciana,
aportando un 62,52% de los casos. En general, la legislacidon europea actual prohibe el arrastre a menos
de 50m en todo el Mediterraneo y la Comisidn Europea ha planteado en varias ocasiones, la posibilidad
de restringir ain mas el arrastre a profundidades a partir de los 100m. Sin embargo, en la provincia de
Castellon en concreto, dadas las condiciones batimétricas y la extensidon de la plataforma continental
hasta el talud, existe una excepcion que permite faenar a partir de los 30m para que los barcos no se
tengan que alejar tanto de la costa y gastar tanto combustible. Conocida la biologia de estas especies,
a estas profundidades el riesgo de encuentro se presupone mucho mayor. Estudios realizados en
diferentes paises, demuestran la existencia de una asociacidn directa entre la pesca a gran profundidad
y la reduccién de las tasas de captura de tortugas en comparacion con el nimero de interacciones
detectadas cuando se cala a profundidades menores (Council and Conservation, 1990; Epperly et al.,

2002).

La temperatura del agua también podria tener un papel relevante no solo en la supervivencia post
interaccion sino también en el riesgo de que se produzca la interaccidn. En aguas cdlidas aumenta el
metabolismo vy la actividad general, y con ella el nUmero de capturas de tortugas en artes fijos, artes
de deriva y artes que emplean cebos (Watson et al., 2005). En el caso contrario, las tortugas parecen
reducir su actividad durante los meses de invierno (Hochscheid et al., 2007; Hochscheid et al., 2005)

estando también mas limitada su capacidad para evadir la interaccidén activa con las artes de pesca
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dindmicas (en movimiento) como redes de arrastre (Garcia-Parraga et al., 2014; Lutcavage and Lutz,
1991; Stabenau et al.,, 1991), lo que también resultaria en un aumento de las tasas de captura

accidental en estas otras pesquerias tal y como se evidencia en el presente trabajo.

Las agregaciones estacionales, las zonas de concentracidn a nivel biogeografico o las areas relevantes
asociadas a la filopatria (que generalmente responden a razones bioldgicas y ecoldgicas como la
alimentacidn, la anidacién y migracion), podrian ser elementos predictivos a tener en cuenta de cara
al incremento del riesgo de captura accidental, pudiendo tener un impacto relevante en algunas de las
poblaciones de tortugas marinas o para determinados rangos de edad (Henwood, 1987; Kleiber and

Boggs, 2000).

El establecimiento de vedas o restricciones espaciotemporales a determinadas actividades de pesca
en ciertas dreas y en ciertas épocas podria ser una medida eficaz para evitar faenar en los momentos
y puntos mas algidos de concentracion de tortugas marinas (Gilman et al., 2009). Sin embargo, incluso
esto podria tener efectos negativos en el contexto mads global de la conservacién. El cierre de una zona
0 una estacion para reducir la captura accidental de algunas especies puede concentrar el esfuerzo
pesquero en otras zonas o periodos generando otros problemas asociados (Hall et al., 2000). Aunque
el cierre de dreas puede tener importantes efectos econdmicos adversos en la industria pesquera, son
herramientas que los gestores de la pesca pueden utilizar para complementar con otras medidas de

gestién (Gilman et al., 2009).

Asumiendo que se va a calar dentro del rango de distribucidon normal de las tortugas y que se van a
producir encuentros y por tanto capturas accidentales, una medida de mitigacidon que valdria la pena
considerar e investigar, podria ser el tratar de minimizar la profundidad y el tiempo de calado (cuando
sea posible). Tanto en los estudios con arrastreros en Comunidad Valenciana, como en los estudios
realizados en Brasil e Italia, los tiempos de arrastre por encima de las 3 horas (a profundidades
promedio entre los 40-50m en las 3 pesquerias), parecen inducir inexorablemente altas tasas de
descompresion, en muchos casos de un grado moderado y/o grave que pueden acabar con la vida de
los animales. La reduccidn en los tiempos de arrastre si que podria tener un gran efecto en la reduccién
de la mortalidad de las tortugas que interaccionan. Aunque el tiempo final de faenado sea el mismo,
los arrastres mas cortos recuperando la red cada cierto tiempo, redundan en una disminucién de la
mortalidad (Casale et al., 2004; Henwood and Stuntz, 1987; Sasso and Epperly, 2006; Wibbels, 1989).
Podemos esperar un aumento de las tasas de mortalidad como resultado de largos periodos de
inmersidn forzada. Ademas, el distrés, ciertas respuestas comportamentales (como las que puedan
llevar a la aspiracidn de agua), las alteraciones fisioldgicas, asi como el daio fisico por la captura se ven

exacerbados con tiempos de inmersidn prolongados (Harms et al., 2003; Lutz and Bentley, 1985a; Lutz
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and Dunbar-Cooper, 1987; Snoddy and Southwood Williard, 2010; Stabenau and Vietti, 2003;
Wyneken et al., 2013b).

Sasso y Epperly (Sasso and Epperly, 2006) observaron que arrastres de corta duracion (menos de 10
min) inducian una mortalidad insignificante en las tortugas, aunque estos tiempos no parecen viables
desde un punto de vista comercial. La mortalidad, sin embargo, aumento progresivamente en funcién
del tiempo, con una inflexién a partir de los 50 min del arrastre. Hay que tener en cuenta que los
efectos de la captura no solo dependen del tiempo que estd el aparejo en el agua sino también del
momento en que la tortuga interacciona durante el arrastre. Las tortugas capturadas hacia el final de
un arrastre de larga duracidn pueden presentar mejor condicidon que los animales capturados al inicio
de un arrastre mas breve. Las restricciones en la duraciéon de cada lance se aplican de forma obligatoria
como medida de mitigacién en la industria camaronera en algunos paises, asi como alternativa de
compensacién ante la falta de otras estrategias de mitigacion a través de los sistemas de reduccién de
capturas accidentales (BRDs) como es el uso de los TEDs. Los TED son elementos que modifican las
propias artes de pesca con el fin de minimizar el impacto de la interaccion cuando la tortuga entra en
el aparejo. Se desarrollaron con el fin de reducir las capturas accidentales de tortugas marinas en redes
de arrastre camaroneras de USA en 1980 a través de un acuerdo de colaboracion entre el Servicio
Nacional de Pesquerias Marinas (NMFS) y la flota comercial de barcos camaroneros (Epperly et al.,
2002; Epperly, 2002). El uso de TEDs en redes de arrastre camaroneras ha contribuido a la reduccién
de la mortalidad en la gran mayoria de tortugas en USA (Finkbeiner et al., 2011). La adopcién de TEDs
fuera de USA ha sido impulsada tanto por accién propia como por los requerimientos exigidos por USA
para comercializar las capturas en su territorio. El cumplimiento y la verificacion de la operativa de
pesca por parte de los observadores son el principal reto a la hora de implantar el requerimiento de

uso de estos dispositivos.

En el caso que nos ocupa, la implantacidn de dispositivos TED en redes de arrastre por todo el mundo,
podria contribuir de forma muy significativa a la reduccién del riesgo de embolismo en tortugas
marinas, ya que, de algin modo, se acortarian mucho los tiempos en los que los animales quedarian
retenidos en profundidad al poder liberarse por si mismos antes de entrar en el copo. A priori, tiempos
mas cortos deberian llevar a grados de descompresién mucho menores, aunque esta suposiciéon se

deberia verificar siendo este un area de estudio importante para desarrollar en el futuro.

Existen también numerosas modificaciones que se pueden realizar en las pesquerias con redes de
enmallamiento pasivo con el fin de reducir las interacciones con tortugas marinas (Gilman et al., 2010).
Restricciones a la longitud de la red, y la reduccidn de la altura hasta un minimo imprescindible, hacen
gue sea mas facil para las tortugas nadar alrededor o esquivar las redes sin interactuar de forma

accidental. Un menor tamafio de luz de malla ofrece menos opciones al enmallamiento de una
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extremidad o de la cabeza y produciendo en su lugar un choque con la red con un resultado mucho
mas seguro para el animal. Sin embargo, esta modificacién puede no ser compatible con la captura de
especies objeto de la pesqueria. Minimizar el nimero de lineas verticales (lineas de flotacion) o de
fijacién al fondo, puede reducir las probabilidades de atrapamiento de las extremidades en distintos
tipos de arte, incluyendo las redes de trasmallo, y minimizar el tamafio y nimero de flotadores pueden

también reducir el potencial de atraccidn de las tortugas hacia las redes.

También en aras de reducir la interaccidn, se pueden aplicar medidas sensoriales de mitigacion
(visuales, olfativas, auditivas), como el uso de colorantes en los cebos de palangre que los hagan menos
apetitosos para las tortugas (Yokota et al., 2009) o mediante dispositivos luminicos en las redes (Wang
et al., 2013). La tipologia de cebos empleados en el palangre también tiene un efecto marcado sobre
la tasa de captura accidental en tortugas marinas (Yokota et al., 2009). Existen también dispositivos
acusticos que parecen tener cierto efecto para ahuyentar las tortugas y otras especies marinas
reduciendo las posibilidades de interaccidn sin afectar sensiblemente a las especies objetivo

(Southwood et al., 2008).

A pesar de la dificultad y posible coste de implantaciéon, en nuestra opinidn, la colocacion de TEDs y/o
la reduccién de los tiempos de calado en cada lance (no necesariamente el tiempo de pesca total),
podria permitir aumentar sustancialmente las tasas de supervivencia a niveles comparables a las
practicas permitidas de inmersién forzada que se realizan con fines de investigacién (Harms et al.,
2003; Snoddy et al., 2009). Se trataria de incrementar la frecuencia de verificacién de las posibles
capturas accidentales en las diferentes artes de pesca (sacando el arte del agua con el fin de minimizar

los tiempos de inmersion) y liberar a los animales que se detecten enmallados cada cierto tiempo.
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F—EVALUACION DE LA MORTALIDAD ASOCIADA A LA
ENFERMEDAD

La mortalidad real de las tortugas en el medio marino es dificil de evaluar y ha sido
tradicionalmente escasamente documentada (Council and Conservation, 1990). Desafortunadamente,
hay relativamente pocos estudios disponibles sobre las tasas de mortalidad post-liberacién de tortugas
liberadas vivas después de las interacciones con los aparejos de pesca (Wilson et al., 2014). El uso de
transmisores satelitales de tipo pop-up en tortugas pescadas accidentalmente como los empleados en
nuestro estudio nos puede ayudar a mejorar las estimaciones de mortalidad retardada. Sin embargo,
como hemos visto, la interpretacién de los datos no es siempre clara ya que, por ejemplo, los
transmisores pueden fallar independientemente de la supervivencia o la mortalidad de las tortugas
(Snoddy and Southwood Williard, 2010; Swimmer et al., 2006), tal y como nos ha pasado a nosotros
en las campafias italianas donde terminaron fallando 1 de cada 3 emisores. Afortunadamente, los
nuevos modelos de marcas satelitales cada vez ofrecen mds informacidn y garantias, lo que permite

una interpretacién mas precisa de los datos obtenidos.

Los estudios post-liberacién nos permiten evaluar los efectos de la pesca en las tortugas marinas, para
obtener informacién sobre su estado de salud en el momento de la captura asi como datos de su
supervivencia con el fin de desarrollar estrategias adecuadas de gestion y poder informar
rigurosamente de cara a la toma de decisiones de gestién de las poblaciones (Snoddy and Southwood
Williard, 2010). Las estimaciones de mortalidad se tienen en cuenta por las administraciones publicas
a la hora de establecer reglamentos de pesca, y son factores clave en las decisiones relativas a la

adopcion de medidas tales como las vedas o las modificaciones de las artes (Putman et al., 2020).

El Consejo Nacional de Investigaciones de USA (Council and Conservation, 1990) recomendd incluir a
los animales en estado comatoso en las estimaciones de mortalidad, dada la alta probabilidad de morir
en el agua si se liberaban en esa condiciéon. Ademads, y tal y como hemos evidenciado en el presente
trabajo, aunque en nuestro caso algunas tortugas comatosas llegasen a recuperarse parcialmente en
la cubierta del barco antes de su devolucién al mar, ninguno de estos animales se pudo llegar a
evidenciar que sobreviviera. Incluso si las tortugas no estdn comatosas o presentan lesiones evidentes,
hemos visto que pueden llegar a morir tras la liberacion como consecuencia de los dafios sufridos entre
los que se enmarcaria la DCS (Parga et al., 2020; Phillips et al., 2015; Snoddy and Southwood Williard,

2010). Esto es lo que se conoce como mortalidad secundaria.

Tal y como hemos venido viendo, ademads de las consecuencias negativas directas por la posible
aspiracion de agua de mar (Lunetta and Modell, 2005), las perturbaciones de los gases en sangre y el

estado de hipoxia, las alteraciones del equilibrio acido-base y del lactato, podrian resultar en la muerte
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(Harms et al., 2003; Lutcavage and Lutz, 1997; Snoddy et al., 2009; Snoddy and Southwood Williard,
2010). La eliminacidn de la acidosis lactica en tortugas marinas tras la inmersion forzada podria llevar
varias horas durante las cuales las tortugas pueden ser mas susceptibles a riesgos adicionales
incluyendo la depredacion o a ser capturadas de nuevo (Lutz and Dunbar-Cooper, 1987). A esta
condicidn de deterioro es a la que debemos sumar ahora la nueva entidad patolégica que ponemos en

evidencia a través de este trabajo recopilatorio.

Uno de los aspectos mas relevantes de estos estudios tanto en el CR como a bordo de los buques
pesqueros, es el retardo observado en la mortalidad en las tortugas marinas diagnosticadas con
afectacion de EG moderado a severo en ausencia de un tratamiento veterinario adecuado. Sin él,
muchos de estos animales moririan después de su liberacién, aunque la mayoria no mostrasen
evidencias externas o signos clinicos durante los primeros minutos en cubierta. Son de hecho minutos
lo que suele permanecer una tortuga capturada accidentalmente a bordo de un buque pesquero en
condiciones normales. Esta enfermedad que hasta ahora ha pasado desapercibida para la comunidad
cientifica, claramente sugiere que podria existir una subestimacién en el calculo de las tasas de
mortalidad de tortugas marinas post interaccién asociada a algunas pesquerias, con mayores efectos
y mayor probabilidad de afeccidén cuanto mayor sea la profundidad y duracién de la inmersién como

principales factores.

Ademas de la muerte, en aquellos animales supervivientes podrian producirse danos a largo plazo en
varios drganos o tejidos. Estos dafios subletales podrian suceder incluso en individuos con un nivel de
embolismo de bajo grado (casos leves o moderados) que pudiesen sobrevivir al insulto inicial. Las
lesiones en el sistema nervioso central, el corazén, los rifiones o el intestino podrian ademas
comprometer la supervivencia del animal a medio o largo plazo, asi como su aptitud para
desenvolverse en el medio, su capacidad para hacer frente a otras enfermedades, o para enfrentarse
a nuevos desafios fisioldgicos. En el presente trabajo hemos podido evaluar los efectos agudos de la
enfermedad, midiendo tasas de supervivencia en los afectados a un maximo de 30 dias. Sin embargo,
algunos animales murieron a partir del dia 20 o incluso uno murié el dia 28 post liberacion. Asi,
animales que calificamos como “supervivientes” en nuestro estudio, no es descartable que pudieran
morir dias, semanas o meses después como consecuencia de los dafios producidos por la enfermedad,
tal y como por otro lado hemos podido evidenciar en algunos casos que han pasado por nuestro CR.
Mas alla de incrementar la supervivencia a corto plazo, el tratamiento HBOT también podria contribuir
a minimizar las secuelas al permitir la recompresion inmediata de las burbujas de gas y re-oxigenar

rapidamente los tejidos isquémicos.
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G —RECOMENDACIONES FINALES DERIVADAS DEL
CONOCIMIENTO GENERADO

Esta Tesis Doctoral supone el recopilatorio mas completo de casos de EG y DCS en vertebrados
buceadores, mostrando todas las etapas de la enfermedad (in vivo y post mortem) de la DCS, incluida
la respuesta al tratamiento y aspectos claves del prondstico y supervivencia en condiciones de campo,
proporcionando nuevos elementos de discusion para el mejor conocimiento de la fisiologia de buceo
y minimizacidn de los riesgos asociados a DCS en otras especies buceadoras en apnea (Piantadosi and
Thalmann, 2004). Nuestro trabajo evidencia que la EG en las tortugas no se trata de una enfermedad
ocasional. Aunque su incidencia pueda verse afectada por las condiciones particulares de cada
pesqueria, la EG se produjo en el 100% de los casos de las tortugas examinadas a bordo de arrastreros
tanto en Brasil como en Italia y en casi el 60% de los casos que llegaron a nuestro CR varias horas tras

la captura.

Dada la estacionalidad de las capturas accidentales, una de nuestras recomendaciones seria la de
tratar de establecer medidas encaminadas a reducir el riesgo de interaccién durante los meses de
mayor incidencia mediante, por ejemplo, el establecimiento de vedas temporales, o de zonas de
exclusién de la pesca en funcién de la profundidad. Adicionalmente, asumiendo que se va a producir
un cierto numero de interacciones, se pueden plantear medidas complementarias que minimicen los
efectos de la descompresion y la inmersién forzada en los animales capturados, limitando el tiempo
de arrastre o promocionando el uso de sistemas de exclusidon de tortugas adaptados al tipo de
pesqueria durante los meses de mayor incidencia de capturas. El problema es que en muchos casos
los intereses politicos y comerciales impiden la adopcidn de las medidas mas adecuadas y necesarias
gue puedan garantizar la sostenibilidad de las poblaciones (Lewison et al., 2018). Si finalmente las
tortugas son capturadas, el presente trabajo revela que podria ser aconsejable mantener las tortugas
a bordo durante unas horas para llevarlas a puerto a pesar de un aparente buen estado clinico, con el
fin de poderlas transportar a un centro de recuperacién/rehabilitacion dotado con medios de

diagndstico y tratamiento adecuados y especificos para gestionar pacientes con descompresion.

Por otro lado, hemos podido demostrar que el tratamiento HBOT aumenta la probabilidad de
supervivencia por encima del 90% en los animales embolizados que llegan aun vivos al CR. Se consiguid
una supervivencia del 94,15% de los casos afectados de EG procedentes de arrastre y 80% de los casos
de EG procedentes del trasmallo. En caso de no disponer de cdmara hiperbdrica, el tratamiento con
oxigeno normobarico podria ser también una muy buena alternativa para facilitar la eliminacién del
nitrégeno absorbido y agilizar la re-oxigenacién, aunque en este caso los tiempos mas largos de

recuperacion podrian conducir a una mayor cantidad de secuelas en los supervivientes. Como
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referencia, tenemos el trabajo de la Universidad de Bari en Italia, aun por publicar. Aqui, la atencion
en un CR de casos confirmados de embolismo en tortugas procedentes de barcos arrastreros pero sin
aplicar ningun tratamiento especifico, resultd en una mortalidad aproximada del 10% de los casos
ingresados vivos (un 80% de los totales) en los primeros 13 dias. Sin embargo, algunos animales se
liberaron antes (a los pocos dias del ingreso), no pudiendo verificar su supervivencia a corto plazo
(Franchini et al., 2021) (en revisidn). Esta, en cualquier caso, es una mortalidad marcadamente superior
a la observada en nuestro grupo (del 5,85%) para tortugas ingresadas en condiciones similares. En
nuestro caso, una diferencia fundamental que podria explicar esta diferencia es que como norma
general siempre aplicamos terapia hiperbarica o al menos oxigeno normobdrico en todos los casos
confirmados de EG. Las mortalidades de ambos CR son, en cualquier caso, muy inferiores a las
mortalidades del 21,43% en Brasil y 32,26% en Italia observadas en los animales que se devolvieron
directamente al agua a bordo de buques pesqueros. Mds alla de la mortalidad aguda, a mayor tardanza
en la resolucién del cuadro embdlico, mayor probabilidad de dafios y secuelas en los pacientes. Asi,
bajo nuestro punto de vista, la oxigenoterapia e idealmente la terapia HBOT estaria recomendada en
todos los casos y muy especialmente en los casos moderados y graves que rapidamente evolucionan
a estuporosos, comatosos para terminar muriendo a las pocas horas. En este sentido, la colaboracion
y la coordinacién con los pescadores es fundamental en la estrategia para maximizar el éxito y la

agilidad en la entrega y para poder llegar a recuperar el mayor niumero posible de animales.

En el caso de los animales que estén conscientes y activos y no haya opcién de revisarlas en un CR
durante las siguientes 12-24h, estos podrian beneficiarse de ser liberados tan pronto como fuera
posible (siempre que la condicién del animal lo permita) con el fin de incrementar su supervivencia. En
el caso de una tortuga con EG, cuanto mas tiempo pase en superficie durante las primeras horas, mayor
sera la cantidad de burbujas de gas formadas en la sangre y otros tejidos (gas-off) y presuntamente
mayores también los efectos fisiopatoldgicos asociados hasta, en caso de que el animal sobreviva el
insulto inicial, llegar a la fase de eliminacién donde las burbujas se empiecen a eliminar con la
respiracion. Es por ello por lo que seria recomendable el establecimiento de unas recomendaciones o
guia de buenas practicas de manejo de los animales capturados a bordo por parte de los pescadores
teniendo en consideraciéon esta nueva enfermedad. En principio entenderiamos que los animales se
deberian trasladar a puerto Unicamente si es posible llevar al animal en un corto periodo de tiempo a
un CR para su evaluacion y tratamiento. Durante este tiempo, hay que tratar de evitar su
calentamiento en cubierta ya que podria agravar el proceso. A dia de hoy no disponemos de la
informacidn precisa para determinar cuanto tiempo puede permanecer una tortuga en cubierta de
forma segura, ni cuanto tiempo duran las fases de gas-off y eliminacién (que posiblemente varien en

base a pardmetros ambientales e individuales). Si la tortuga no esta en condiciones para ser liberada
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de inmediato al mar (esta débil, no responde a estimulos, presenta alteraciones del movimiento, signos
de ahogamiento como espuma o agua saliendo por boca o los orificios nasales...) y tampoco se puede
llevar a un CR para su diagndstico y tratamiento, el individuo debe ser mantenido en cubierta en un
lugar fresco/ drea sombreada para su recuperacion, evitando el calentamiento y con la zona posterior
ligeramente elevada durante el tiempo que sea necesario hasta que recobre cierta vitalidad. Si se
observa una mejora en su condicién reanudando la respiracion normal y cierto movimiento de las
aletas, se podria proceder a su devolucidn al mar. En cualquier caso, en nuestra experiencia el

prondstico en estos casos es muy malo.

Considerando el conjunto de resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, podemos decir que el
descubrimiento de esta nueva entidad patoldgica es especialmente trascendente en el marco global
para la conservacion de las tortugas marinas si ademds tenemos en cuenta que la interaccién con pesca
es la principal amenaza a nivel mundial para las poblaciones de tortugas (Wallace et al., 2010). Se hace
ademas necesario conocer la mortalidad real causada por las pesquerias para poder definir
adecuadamente las estrategias de conservacion de estas especies (Putman et al., 2020). El presente
trabajo evidencia que esta enfermedad puede causar una serie de lesiones organicas y una mortalidad
retardada cuando no es posible tratarla a tiempo (lo que supone la inmensa mayoria de las capturas
pesqueras). Ademas, la enfermedad puede ocasionar diferentes dafios y dejar secuelas a largo plazo
en los supervivientes. Esto supone que muy probablemente las actuales estimaciones de mortalidad
por pesca estan subestimadas, lo que implicaria tener que reajustar también las cuotas y las medidas
actuales de mitigacion del impacto pesquero (reduccién en el riesgo de interaccién y de la mortalidad
en caso de que suceda) en aras a la sostenibilidad o recuperacién de las poblaciones de tortugas
marinas a nivel mundial. Muchos de los animales que se liberan al mar tras la interaccidn en aparente
buena condicidn, gracias a este estudio sabemos que podrian terminar muriendo poco tiempo después
como consecuencia de la enfermedad en muchos casos, en coexistencia con otras alteraciones

asociadas a la inmersién forzada.
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CONCLUSIONES

IX- CONCLUSIONES FINALES

1-Primera

Se ha demostrado por primera vez que las tortugas marinas capturadas accidentalmente pueden
desarrollar embolismo gaseoso y morir como consecuencia de la enfermedad descompresiva.

2 —Segunda

La ecografia del rifdn y el corazén es mas sensible que la radiografia para detectar la embolia
gaseosa. La radiografia es superior a la ecografia para evaluar su severidad, aunque inferior a la TC
para cuantificar el volumen de gas patoldgico y su distribucion.

3 —Tercera

En casos moderados o graves las burbujas intravasculares son facilmente visibles en los vasos
mesentéricos y las camaras cardiacas (especialmente atrio derecho y seno venoso) durante la
necropsia. Sin embargo, los casos leves presentan mayores dificultades para detectar las pequenas
burbujas de gas intravasculares que son mas faciles de detectar e interpretar, mediante técnicas de
imagen post mortem antes de iniciar la necropsia.

4 — Cuarta

El tratamiento mas rapido y eficaz de la enfermedad descompresiva en las tortugas es la
recompresion precoz con oxigeno hiperbarico, empleando periodos prolongados de 12-16h a
presiones de hasta 2,8 ATA.

5- Quinta

Las tortugas supervivientes a la enfermedad descompresiva pueden presentar dafios tisulares en
diferentes érganos y tejidos a modo de secuelas, cuyos efectos a largo plazo pueden comprometer su
supervivencia.

6- Sexta

La incidencia de esta enfermedad en las tortugas capturadas accidentalmente por pesquerias de la
Comunidad Valenciana durante 2011-2020 fue del 57%, con una tasa de mortalidad en los afectados
del 29%, frente a una mortalidad del 4% en animales sin la enfermedad.

7- Séptima
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Con el tratamiento especifico, la tasa de supervivencia global en los afectados por embolismo
gaseoso que ingresan vivos supera el 90% (94% de los casos procedentes de arrastreros y 80% de los
casos procedentes de trasmallo).

8- Octava

Los factores ambientales que se asocian con la mortalidad global de tortugas en pesquerias de la
Comunidad Valenciana son: la profundidad de calado, la duracién del lance y la temperatura del
agua. La mortalidad esta también relacionada con la aspiracidon de agua de mar, la severidad del
embolismo gaseoso, o con el tipo de pesqueria de origen (trasmallo/arrastre). La presencia y
severidad del embolismo se asocia a la profundidad de calado, al tipo de pesqueria, a la aspiracion de
agua de mar y al tamafio de la tortuga (LCC y peso).

9- Novena

A bordo de buques arrastreros el 100% de los ejemplares estudiados estaban afectados por
embolismo gaseoso, con una mortalidad total a 30 dias entre el 44% y el 63%. En estos casos la
mortalidad se asocia a la presencia de aspiracion de agua de mar y al nivel de consciencia de los

animales al subir a cubierta. Estos dos factores junto con la duraciéon del calado, se relacionan
también con la gravedad del embolismo observado en los animales.

10- Décima

A dia de hoy se ha podido evidenciar que al menos 5 de las 7 especies de tortugas marinas existentes
son susceptibles a sufrir embolismo gaseoso como consecuencia de la descompresion.
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X- PRODUCCION CIENTIFICA

A modo de resumen y como recopilatorio de la produccién cientifica asociada a esta Tesis Doctoral

cabe destacar:

Publicaciones asociadas al Capitulo 1:

1- Nuestro primer articulo cientifico que a dia de hoy sigue considerandose la publicacion de

referencia en el tema:

e Garcia-Pdrraga, D., Crespo-Picazo, J. L., de Quirds, Y. B., Cervera, V., Marti-Bonmati, L.,
Diaz-Delgado, J., ... & Ferndndez, A. (2014). Decompression sickness (‘the bends’) in sea

turtles. Diseases of aquatic organisms, 111(3), 191-205.
2- Articulos cientificos complementarios sobre la fisiopatologia del proceso:

e Garcia-Pdrraga, D., Lorenzo, T., Wang, T., Ortiz, J. L., Ortega, J., Crespo-Picazo, J. L., ... &
Fahlman, A. (2018). Deciphering function of the pulmonary arterial sphincters in

loggerhead sea turtles (Caretta caretta). Journal of Experimental Biology, 221(23).

Este articulo trata de dar explicacion a los mecanismos que desencadenan el proceso mediante el

estudio de la funcionalidad in vitro de los esfinteres en la arteria pulmonar de las tortugas.

e Garcia-Parraga, D., Moore, M., & Fahlman, A. (2018). Pulmonary ventilation—perfusion
mismatch: a novel hypothesis for how diving vertebrates may avoid the bends. Proceedings

of the Royal Society B: Biological Sciences, 285(1877), 20180482.

Este trabajo es en parte un recopilatorio del conocimiento actual sobre fisiologia del buceo en
vertebrados buceadores, pero también propone nuevos mecanismos sobre cémo tortugas vy
mamiferos marinos podrian desarrollar su actividad de buceo sin verse afectados por la DCS mediante

el adecuado manejo de la ventilacion y la perfusion a nivel del pulmén.
3- Capitulos de libros:

e Garcia-Pdrraga, D., Valente, A. L. S., Stacy, B. A., and Wyneken, J. (2017). Cardiovascular
system, in. Sea Turtle Health and Rehabilitation, ed. C. A. Manire (Plantation, FL: J. Ross
Publishing), 295—-320.
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Revision exhaustiva de los aspectos mas relevantes de la anatomia, fisiologia y patologia cardiovascular
de las tortugas marinas entre los que se describen las diferentes adaptaciones y mecanismos

cardiocirculatorios para minimizar el riesgo de descompresion en estas especies.

e (Crespo-Picazo, J. L., Marco-Cabedo, V., & Garcia-Pdrraga, D. (2020) El desconocido caso de

descompresion de las tortugas marinas, In. Mediterrdneo Econdmico. N2.33, 119-142

Se trata de un capitulo de una serie editorial mas cientifico-divulgativa sobre el descubrimiento y

descripcién de la enfermedad por nuestro grupo en aguas del Mar Mediterraneo.

Publicaciones asociadas al Capitulo 2:

1. Capitulo de la ultima edicidon del libro de referencia en medicina de zoo y fauna salvaje: Fowler's

Zoo and Wild Animal Medicine Current Therapy.

e Garcia-Pdrraga, D., & Crespo-Picazo, J. L. (2019). Decompression Medicine in Aquatic
Species (Fish and Sea Turtle Focus). In Fowler's Zoo and Wild Animal Medicine Current

Therapy, Volume 9 (pp. 345-355). WB Saunders.

En el mencionado capitulo se compendia toda la informacién mas relevante en referencia al

diagndstico y tratamiento de la enfermedad.
2. Adicionalmente en el campo diagnostico también participé en el siguiente articulo cientifico:

e Portugues, C., Crespo-Picazo, J. L., Garcia-Pdrraga, D., Altimiras, J., Lorenzo, T., Borque-
Espinosa, A., & Fahiman, A. (2018). Impact of gas emboli and hyperbaric treatment on
respiratory function of loggerhead sea turtles (Caretta caretta). Conservation

physiology, 6(1), 74.

Este trabajo se centra concretamente en el uso de la técnica de espirometria en tortugas marinas como
herramienta diagndstica a la hora de detectar la enfermedad y grado de afectacién del animal, asi

como para medir su recuperacion y la adecuacion de la respuesta al tratamiento.
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Publicaciones asociadas al Capitulo 3:

1. En referencia a la_evaluacion del impacto de la DCS en pesquerias de la Comunidad Valenciana

tendriamos el siguiente articulo como publicacién principal:

e Fahlman, A., Crespo-Picazo, J. L., Sterba-Boatwright, B., Stacy, B. A., & Garcia-Pdrraga, D.
(2017). Defining risk variables causing gas embolism in loggerhead sea turtles (Caretta

caretta) caught in trawls and gillnets. Scientific reports, 7(1), 1-7.

Este articulo incluyd los primeros 128 casos de pesca accidental en Comunidad Valenciana y desarrollé
un modelo estadistico para predecir el riesgo de sufrir la enfermedad (en distintos grados) en base a
diferentes factores ambientales o individuales. En el trabajo se demuestra que la profundidad de
calado es un factor critico asociado con el riesgo de descompresion y la gravedad del embolismo. En
el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos querido incluir una revision de casos mas amplia
contemplando toda la casuistica de los ultimos 10 afios (desde principios de 2011 hasta finales de
2020) incluyendo al total de las 435 tortugas entregadas por pescadores, tratando de calcular los

factores epidemioldgicos mas relevantes para las pesquerias de nuestra region.
2. En relacién con este apartado, también participé en la redaccién del siguiente Capitulo de Libro:

e Parga, M., Crespo-Picazo, J. L., Garcia-Pdrraga, D., Stacy, B. A., & Harms, C. A. (2017).
Fisheries and Sea Turtles in. Sea turtle health & rehabilitation, ed. C. A. Manire (Plantation,

FL: J. Ross Publishing), 859-898.

Aqui se describen los diferentes aspectos de las pesquerias relacionados con la conservacion de las

tortugas marinas, entre los que se incluye un apartado de su afectacién por la DCS.

3. En relacion a la evaluacién del impacto de la DCS en condiciones de campo a bordo de buques

pesqueros y en diferentes regiones, participé en el siguiente articulo cientifico:

e Parga, M. L., Crespo-Picazo, J. L., Monteiro, D., Garcia-Pdrraga, D., Hernandez, J. A.,
Swimmer, Y., ... & Stacy, N. I. (2020). on-board study of gas embolism in marine turtles

caught in bottom trawl fisheries in the Atlantic Ocean. Scientific reports, 10(1), 1-9.

Este trabajo recopila una serie de 28 casos evaluados en aguas de Brasil donde el 100% se ven
afectados por la enfermedad y un 53,6% termina muriendo a bordo o tras su liberacién, dejando en
evidencia por tanto el elevado impacto poblacional de al menos algunas pesquerias asociado a esta
enfermedad fuera de la Comunidad Valenciana. El actual trabajo de Tesis Doctoral ademas incluye en
relacidon a este apartado, informacién epidemiolégica adicional aun no publicada sobre 34 nuevos

casos estudiados a bordo de buques pesqueros en el Adriatico, al sur de Italia.
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4. En relacion al impacto de la DCS en las diferentes especies de tortugas tendriamos el siguiente

articulo cientifico principal:

e C(Crespo-Picazo, J. L., Parga, M., Bernaldo de Quirds, Y., Monteiro, D., Marco-Cabedo, V.,
Llopis-Belenguer, C., & Garcia-Pdrraga, D. (2020). Novel Insights Into Gas Embolism in

Sea Turtles: First Description in Three New Species. Frontiers in Marine Science, 7, 442.

Este trabajo evidencia la presencia de embolismo gaseoso en 3 nuevas especies de tortugas: tortuga
verde (Chelonia mydas), la olivacea o golfina (Lepidochelys olivacea) y la laud (Dermochelys coriacea)
poniendo en evidencia el posible alcance de la enfermedad para las diferentes poblaciones de tortugas

de todas las especies a nivel global.
5. De forma complementaria también participé en el siguiente articulo:

e Harms, C. A., Boylan, S. M., Stacy, B. A., Beasley, J. F., Garcia-Pdrraga, D., & Godfrey, M.
H. (2020). Gas embolism and massive blunt force trauma to sea turtles entrained in
hopper dredges in North and South Carolina, USA. Diseases of Aquatic Organisms, 142,
189-196.

En este trabajo se describe por primera vez la presencia de embolismo gaseoso en una quinta especie,
la tortuga lora (Lepidochelys kempii) asociado ademds a un fenédmeno descompresivo no relacionado

con la pesca sino con el uso de dragas en puertos.
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1. Garcia-Pdrraga, D., Crespo-Picazo, J. L., de Quirds, Y. B., Cervera, V., Marti-Bonmati, L.,
Diaz-Delgado, J., ... & Ferndndez, A. (2014). Decompression sickness (‘the bends’) in sea
turtles. Diseases of aquatic organisms, 111(3), 191-205.

http://www.int-res.com/articles/dao oa/d111p191.pdf
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Decompression sickness (‘the bends’) in sea turtles
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ABSTRACT: Decompression sickness (DCS), as clinically diagnosed by reversal of symptoms with
recompression, has never been reported in aquatic breath-hold diving vertebrates despite the
occurrence of tissue gas tensions sufficient for bubble formation and injury in terrestrial animals.
Similarly to diving mammals, sea turtles manage gas exchange and decompression through
anatomical, physiological, and behavioral adaptations. In the former group, DCS-like lesions have
been observed on necropsies following behavioral disturbance such as high-powered acoustic
sources (e.g. active sonar) and in bycaught animals. In sea turtles, in spite of abundant literature
on diving physiology and bycatch interference, this is the first report of DCS-like symptoms and
lesions. We diagnosed a clinico-pathological condition consistent with DCS in 29 gas-embolized
loggerhead sea turtles Caretta caretta from a sample of 67. Fifty-nine were recovered alive and 8
had recently died following bycatch in trawls and gillnets of local fisheries from the east coast of
Spain. Gas embolization and distribution in vital organs were evaluated through conventional
radiography, computed tomography, and ultrasound. Additionally, positive response following
repressurization was clinically observed in 2 live affected turtles. Gas embolism was also observed
postmortem in carcasses and tissues as described in cetaceans and human divers. Compositional
gas analysis of intravascular bubbles was consistent with DCS. Definitive diagnosis of DCS in sea
turtles opens a new era for research in sea turtle diving physiology, conservation, and bycatch
impact mitigation, as well as for comparative studies in other air-breathing marine vertebrates and
human divers.

KEY WORDS: Gas bubbles - DCS - Caretta caretta - Loggerheads - Bycatch - Hyperbaric treatment -
Gas embolism - Breath-hold divers

Resale or republication not permitted without written consent of the publisher

INTRODUCTION rated tissues after decompression (Barratt et al. 2002,

Francis & Mitchell 2003). In human divers, the effects

Decompression sickness (DCS) is a clinical diag- range from trivial to fatal, and most often involve
nosis encompassing a wide range of manifestations neurological and musculoskeletal symptoms (Francis
related to formation of gas bubbles within supersatu- & Simon 2003, Vann et al. 2011), including severe

*Corresponding author: dgarcia@oceanografic.org © Inter-Research 2014 - www.int-res.com
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ABSTRACT

To provide new insight into the pathophysiological mechanisms
underlying gas emboli (GE) in bycaught loggerhead sea turtles
(Caretta caretta), we investigated the vasoactive characteristics of the
pulmonary and systemic arteries, and the lung parenchyma (LP).
Tissues were opportunistically excised from recently dead animals
for in vitro studies of vasoactive responses to four different
neurotransmitters: acetylcholine (ACh; parasympathetic), serotonin
(5HT), adrenaline (Adr; sympathetic) and histamine. The significant
amount of smooth muscle in the LP contracted in response to ACh,
Adr and histamine. The intrapulmonary and systemic arteries
contracted under both parasympathetic and sympathetic stimulation
and when exposed to 5HT. However, proximal extrapulmonary
arterial (PEPA) sections contracted in response to ACh and 5HT,
whereas Adr caused relaxation. In sea turtles, the relaxation in the
pulmonary artery was particularly pronounced at the level of the
pulmonary artery sphincter (PASp), where the vessel wall was highly
muscular. For comparison, we also studied tissue response in
freshwater sliders turtles (Trachemys scripta elegans). Both PEPA
and LP from freshwater sliders contracted in response to 5HT, ACh
and also Adr. We propose that in sea turtles, the dive response
(parasympathetic tone) constricts the PEPA, LP and PASp, causing a
pulmonary shunt and limiting gas uptake at depth, which reduces the
risk of GE during long and deep dives. Elevated sympathetic tone
caused by forced submersion during entanglement with fishing gear
increases the pulmonary blood flow causing an increase in N, uptake,
potentially leading to the formation of blood and tissue GE at the
surface. These findings provide potential physiological and
anatomical explanations on how these animals have evolved a
cardiac shunt pattern that regulates gas exchange during deep and
prolonged diving.

KEY WORDS: Blood flow, Decompression sickness, Diving
physiology, Pulmonary blood flow, Stress

INTRODUCTION
Marine vertebrates have developed a variety of mechanisms to avoid
the many potential problems of diving, such as atelectasis, transient
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hyperoxia, extreme hypoxia, ischemia/reperfusion, hyper- and
hypotension, acid-base balance disturbances, intravascular gas
bubbles and inert gas narcosis (Butler and Jones, 1997; Lutz and
Bentley, 1985; Ponganis, 2015). Most research on diving
vertebrates has been devoted to understanding the management of
0, stores, but some studies have investigated the physiological traits
that prevent, or at least alleviate, the pressure-related problems, such
as pulmonary barotrauma, N, narcosis and ‘the bends’ (Berkson,
1967; Bert, 1870; Fahlman et al., 2017b; Garcia-Parraga et al.,
2014; Hooker et al., 2012; Moore et al., 2011; Scholander, 1940;
Garcia-Parraga et al., 2018).

Decompression sickness (DCS) is a collection of pressure related-
symptoms that, by definition, reverse upon recompression treatment
(Mahon and Regis, 2014). In scuba divers, continuous breathing of
pressurized air results in accumulation of N, in the blood and
tissues. As the ambient pressure is reduced upon ascent, the high
levels of N, in the blood and tissues begin to come out of solution,
leading to supersaturation in the blood. If the ascent is too rapid, the
supersaturation may cause bubbles to form in the blood and tissues
(Fahlman, 2017). In breath-hold diving vertebrates, N, uptake and
removal through the lung is more complex, as increased ambient
pressure causes a pulmonary shunt that correlates with dive depth as
the pressure compresses the gas exchange surface (Berkson, 1967;
Fahlman et al., 2017b; Kooyman and Sinnett, 1982).

A recent study revealed that bycaught turtles also experience gas
emboli (GE) after entrapment at depth in fishing gear (Garcia-Parraga
et al., 2014). Diagnostic imaging showed widespread GE in the
vasculature and tissues (including kidney, heart, liver and spinal cord)
upon surfacing. Hyperbaric O, treatment alleviated the GE and
observable symptoms, and these clinical findings are therefore
consistent with those described in human DCS cases (Mahon and
Regis, 2014). These observations are significant for sea turtle
conservation as fishery bycatch is recognized as the greatest threat for
most sea turtles worldwide (Lewison et al., 2013; Wallace et al., 2011).
Additionally, considering that DCS probably contributes to post-
release mortality, undetected cases following release from the fishing
gears may lead to significant underestimates of the numbers of turtles
killed by fisheries (Fahlman et al., 2017a; Garcia-Parraga et al., 2014).

Although it is important to understand how passive lung
compression alters pulmonary shunt (Fahlman et al., 2009),
marine vertebrates may have developed additional mechanisms to
limit N, uptake. In the loggerhead (Caretta caretta), green
(Chelonia mydas), hawksbill (Eretmochelys imbricata) and
leatherback (Dermochelys coriacea) sea turtles, a large muscular
sphincter has been reported on the pulmonary artery before the
insertion into the lung (Garcia-Parraga et al., 2017; Sapsford, 1978;
Wyneken, 2001). It has been speculated that this sphincter can
reduce pulmonary perfusion during diving (Garcia-Parraga et al.,
2014; Sapsford, 1978). To investigate this hypothesis, we
determined the vasoactive response in vitro (in organ baths) to
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Hydrostatic lung compression in diving marine mammals, with collapsing
alveoli blocking gas exchange at depth, has been the main theoretical basis
for limiting N, uptake and avoiding gas emboli (GE) as they ascend. However,
studies of beached and bycaught cetaceans and sea turtles imply that air-
breathing marine vertebrates may, under unusual circumstances, develop
GE that result in decompression sickness (DCS) symptoms. Theoretical mod-
elling of tissue and blood gas dynamics of breath-hold divers suggests that
changes in perfusion and blood flow distribution may also play a significant
role. The results from the modelling work suggest that our current understand-
ing of diving physiology in many species is poor, as the models predict blood
and tissue N, levels that would result in severe DCS symptoms (chokes,
paralysis and death) in a large fraction of natural dive profiles. In this
review, we combine published results from marine mammals and turtles to
propose alternative mechanisms for how marine vertebrates control gas
exchange in the lung, through management of the pulmonary distribution
of alveolar ventilation (V) and cardiac output/lung perfusion ), varying
the level of V5 /Q in different regions of the lung. Man-made disturbances,
causing stress, could alter the Va / Q mismatch level in the lung, resulting in
an abnormally elevated uptake of Ny, increasing the risk for GE. Our hypo-
thesis provides avenues for new areas of research, offers an explanation for
how sonar exposure may alter physiology causing GE and provides a new
mechanism for how air-breathing marine vertebrates usually avoid the
diving-related problems observed in human divers.

1. General overview on respiratory anatomy and physiology
in marine mammals

While exposure to high pressure is a common challenge among breath-hold divers,
there is large variation in respiratory anatomy, function and capacity between
genera and even species [1-3]. The ultra-deep-diving feats of some marine mam-
mals go beyond our current understanding of respiratory physiology and lung
mechanics. Many diving adaptations relate to behaviour, intermittent ventilation
and physiological functions that support simultaneous activities, including gas
exchange, aerobic metabolism, buoyancy control and air storage for echolocation,
social vocalization and foraging [1,2,4]. As a generalization, deep divers tend to
have greater overall O, stores, with a greater proportion of muscle mass, higher
myoglobin content, a greater blood volume and higher haematocrit [5-8].
Lungs of deep-diving whales have a smaller mass-specific total lung capacity,
are typically smaller, occupy a smaller percentage of thoracic volume and are
associated with more vascular retia than the lungs of shallower divers such as
nearshore bottlenose dolphins [9,10]. Increased lung volume while diving could
increase the amount of N, taken up during dives, and thereby increase the risk
of decompression sickness (DCS) [11,12]. Thus in deep-diving species, available

© 2018 The Authors. Published by the Royal Society under the terms of the Creative Commons Attribution
License http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/, which permits unrestricted use, provided the original
author and source are credited.
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Fisheries interactions are the most serious threats for sea turtle populations. Despite the existence of some rescue centres providing
post-traumatic care and rehabilitation, adequate treatment is hampered by the lack of understanding of the problems incurred while
turtles remain entrapped in fishing gears. Recently it was shown that bycaught loggerhead sea turtles (Caretta caretta) could experi-
ence formation of gas emboli (GE) and develop decompression sickness (DCS) after trawl and gillnet interaction. This condition could
be reversed by hyperbaric O, treatment (HBOT). The goal of this study was to assess how GE alters respiratory function in bycaught
turtles before recompression therapy and measure the improvement after this treatment. Specifically, we assessed the effect of DCS
on breath duration, expiratory and inspiratory flow and tidal volume (V4), and the effectiveness of HBOT to improve these para-
meters. HBOT significantly increased respiratory flows by 32-45% while V; increased by 33-35% immediately after HBOT. Repeated
lung function testing indicated a temporal increase in both respiratory flow and V; for all bycaught turtles, but the changes were
smaller than those seen immediately following HBOT. The current study suggests that respiratory function is significantly compro-
mised in bycaught turtles with GE and that HBOT effectively restores lung function. Lung function testing may provide a novel
means to help diagnose the presence of GE, be used to assess treatment efficacy, and contribute to sea turtle conservation efforts.
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Introduction and tissues (also called gas embolism) after reduction in pres-

sure occurs during ascent from a dive (Mahon and Regis,
Decompression sickness (DCS), or ‘the bends’, is caused by ~2014). In air breathing vertebrates, DCS symptoms range in
the formation of gas bubbles, most commonly N,, in blood severity from skin rashes and tissue distortion to central
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Incidental capture, or ‘bycatch’ in fishing gear is a major global threat to sea turtle populations. A
recent study showed that underwater entrapment in fishing gear followed by rapid decompression may
cause gas bubble formation within the blood stream (embolism) and tissues leading to organ injury,
impairment, and even mortality in some bycaught individuals. We analyzed data from 128 capture
events using logistic and ordinal regression to examine risk factors associated with gas embolism in
sea turtles captured in trawls and gillnets. Likelihood of fatal decompression increases with increasing
depth of gear deployment. A direct relationship was found between depth, risk and severity of
embolism, which has not been previously demonstrated in any breath-hold diving species. For the
trawl fishery in this study, an average trawl depth of 65 m was estimated to result in 50% mortality

in by-caught turtles throughout the year. This finding is critical for a more accurate estimation of sea
turtle mortality rates resulting from different fisheries and for devising efforts to avoid or minimize the
harmful effects of capture.

Decompression sickness (DCS) is a disorder that is mostly reported in association with scuba diving in humans.
As divers descend, increasing pressure results in increased solubility of gases within the body, and the blood and
tissues absorb greater concentrations of pulmonary gas. When the blood or tissue tension exceeds ambient pres-
sure during the ascent or decompression phase of the dive, gas may come out of solution and form bubbles within
the blood stream and tissues, especially if the reduction in pressure is too fast'. If sufficiently severe, gas bubble
formation or gas embolism (GE) causes clinical symptoms and tissue damage known as DCS2 Although bubbles
can form from any gas under certain dive profiles, N, bubbles are the most common and occur when atmospheric
air is breathed during diving. In air-breathing terrestrial mammals, the risk of DCS correlates with dive depth
(pressure), time at depth (dive duration), ascent rate (pressure reduction), temperature?, and allometric variation
in cardiac output"*°.

Breath-hold diving vertebrates, such as marine mammals, turtles and penguins, have numerous physiological,
anatomical and behavioral traits that allow them to efficiently hunt for prey underwater while avoiding pressure
related problems like GE. These traits help alter gas exchange to avoid excessive blood and tissue N, tension,
thereby minimizing risk of DCS®’. Until recently, it was thought that breath-hold diving vertebrates do not
experience DCS as they retain a limited amount of N, in their lungs or minimize N, uptake during each dive®.
However, it has been suggested that N, could accumulate in the blood and tissues during repeated dives, or as a
result of disruption of protective physiological or behavioral mechanisms, making DCS more likely under cer-
tain circumstances” '. For example, increased blood flow, as may happen during stress or if an animal is trying
to escape, has been shown to correlate with DCS risk in terrestrial mammals’. In cetaceans, theoretical models
suggest that behavioral (e.g. increased ascent, prolonged dive duration) or physiological (e.g. increased blood
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Decompression sickness (DCS) was first diagnosed in marine turtles in 2014. After capture in net
fisheries, animals typically start showing clinical evidence of DCS hours after being hauled on-board,
often dying if untreated. These turtles are normally immediately released without any understanding of
subsequent clinical problems or outcome. The objectives of this study were to describe early occurrence
and severity of gaseous embolism (GE) and DCS in marine turtles after incidental capture in trawl

gear, and to provide estimates of on-board and post-release mortality. Twenty-eight marine turtles
were examined on-board fishing vessels. All 20 turtles assessed by ultrasound and/or post-mortem
examination developed GE, independent of season, depth and duration of trawl and ascent speed. Gas
emboli were obvious by ultrasound within 15 minutes after surfacing and worsened over the course of
2 hours. Blood data were consistent with extreme lactic acidosis, reduced glomerular filtration, and
stress. Twelve of 28 (43%) animals died on-board, and 3 of 15 (20%) active turtles released with satellite
tags died within 6 days. This is the first empirically-based estimate of on-board and post-release
mortality of bycaught marine turtles that has until now been unaccounted for in trawl fisheries not
equipped with turtle excluder devices.

Bycatch of marine turtles is a well-documented threat to populations worldwide and, depending on types of
fishing gear and nature of interaction, can be associated with high mortality rates". Wallace et al.’ estimated that
at least 85,000 marine turtles globally were taken as bycatch in gillnets, longlines, and trawls from 1990 to 2008.
In recent years, increased research efforts have focused on understanding population-level impacts of marine
turtle bycatch, specifically in trawl and net fisheries>**, providing useful information for ecological models, con-
servation efforts, and fisheries management and policies. However, accurate estimation of mortality remains a
persistent challenge, particularly estimates of delayed mortality of turtles that are released from fishing gear alive
and later die (i.e., post-release mortality). Satellite telemetry has also emerged as a useful tool for inferring the fate
of animals following release®’.

Until recently, mortality of turtles captured in trawl gear has been mainly attributed to the effects of hypoxia
and water aspiration associated with forced submergence or to sequelae of traumatic injuries®~'°. There has been
limited study of post-release mortality of marine turtles following capture by trawl fisheries'"'. This presents a
critical knowledge gap, since such knowledge is essential in informing policy makers to refine sustainable fisheries
management practices. In 2014, gas embolism (GE) and consequent decompression sickness (DCS) were first
diagnosed in marine turtles captured in trawl and gillnet fisheries in Spain'®. These novel findings challenged
our previous assumptions about marine turtle physiological adaptations to diving'*'® and opened a new area of
interest regarding the effects of subsurface incidental capture and delayed mortality.

GE refers to gas bubble formation within blood vessels and supersaturated tissues after decompression,
whereas DCS is consistent with the clinical diagnosis comprising a wide range of clinical manifestations from
gas bubble formation in different tissues'”'®. DCS is a debilitating and potentially fatal condition that has been

1SUBMON Associacio, c/Ortigosa 14, 08003, Barcelona, Spain. 2Research Department. Fundacion Oceanografic
de la Comunidad Valenciana. C/ Gran Via Marqués del Turia 19, 46005, Valencia, Spain. *Projeto Tartarugas no Mar.
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480, Brazil. “Department of Large Animal Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine, University of Florida,
Gainesville, Florida, USA. "NOAA Fisheries, Pacific Islands Fisheries Science Center, Honolulu, Hawaii, USA. ®Aquatic,
Amphibian, and Reptile Pathology Program, Department of Comparative, Diagnostic, and Population Medicine,
College of Veterinary Medicine, University of Florida, Gainesville, Florida, USA. *email: mariluz@submon.org

SCIENTIFICREPORTS|  (2020) 10:5561 | https://doi.org/10.1038/541598-020-62355-7


https://www.nature.com/articles/s41598-020-62355-7

2B ANEXOS

7. Crespo-Picazo, ]. L., Parga, M., Bernaldo de Quirds, Y., Monteiro, D., Marco-Cabedo, V.,
Llopis-Belenguer, C., & Garcia-Pdrraga, D. (2020). Novel Insights Into Gas Embolism
in Sea Turtles: First Description in Three New Species. Frontiers in Marine Science, 7,
442.
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmars.2020.00442 /full?utm source=
F-
AAE&utm medium=EMLF&utm campaign=MRK 1361476 45 Marine 20200625 a

rts A

3 frontiers

in Marine Science

BRIEF RESEARCH REPORT
published: 12 June 2020
doi: 10.3389/fmars.2020.00442

OPEN ACCESS

Edited by:

Peter H. Dutton,

Southwest Fisheries Science Center
(NOAA), United States

Reviewed by:

Thierry Work,

United States Geological Survey
(USGS), United States

Kara Dodge,

New England Aquarium,

United States

*Correspondence:
Jose L. Crespo-Picazo
Jjlerespo@oceanografic.org

Specialty section:

This article was submitted to
Marine Conservation

and Sustainability,

a section of the journal
Frontiers in Marine Science

Received: 18 February 2020
Accepted: 20 May 2020
Published: 12 June 2020

Citation:

Crespo-Picazo JL, Parga M,
Bernaldo de Quirds Y, Monteiro D,
Marco-Cabedo V, Llopis-Belenguer C
and Garcia-Parraga D (2020) Novel
Insights Into Gas Embolism in Sea
Turtles: First Description in Three New
Species. Front. Mar. Sci. 7:442.

doi: 10.3389/fmars.2020.00442

Check for
updates.

Novel Insights Into Gas Embolism in
Sea Turtles: First Description in
Three New Species

Jose L. Crespo-Picazo™, Mariluz Parga?, Yara Bernaldo de Quirés?, Danielle Monteiro?,
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The recent finding of gas embolism (GE) and decompression sickness (DCS) in
loggerhead sea turtles (Caretta caretta) in the Mediterranean Sea challenged the
conventional understanding of marine vertebrate diving physiology. Additionally, it
brought to light a previously unknown source of mortality associated with fisheries
bycatch for this vulnerable species. In this paper, we use ultrasonography to describe GE
in a leatherback sea turtle (Dermochelys coriacea), a green sea turtle (Chelonia mydas),
and an olive ridley sea turtle (Lepidochelys olivacea) from accidental capture in a gillnet,
bottom trawl, and pair-bottom trawl, respectively. This is the first description of this
condition in these three species worldwide. These cases of GE suggest that this may
be a threat faced by all sea turtle species globally.

Keywords: sea turtle, gas

fisheries,

INTRODUCTION

The incidental capture of sea turtles by fisheries, referred to as bycatch, is recognized as the
greatest threat for the conservation of the species within this group worldwide (Wallace et al.,
2010). Currently, six out the seven sea turtle species are listed by the International Union for
Conservation of Nature as vulnerable, endangered, or critically endangered' (accessed 28 April
2020). Despite this, accurate assessment of the global effects of bycatch is extremely challenging
(Lewison et al., 2004). The size of global fishing fleet is too numerous to be monitored effectively,
especially considering that much fishing occurs in international waters and many undocumented
boats (Lewison et al., 2014). To address the issue of sea turtle bycatch therefore requires research
and collaborative efforts among scientist, conservationists, industry, and managers (Lewison et al.,
2004). The annual average number of sea turtle bycatch reported globally between 1990 and 2008
was 4722 turtles, but estimations of true total bycatch numbers are of two orders of magnitude
higher given that only 1% of fleets report these data (Wallace et al., 2010).

A review of sea turtle bycatch in the Mediterranean Sea estimated over 132,000 captures and
44,000 mortalities per year (Casale, 2011). The fishing gear that caused the most captures was
pelagic longline, followed by bottom trawl, setnets (single netting wall set stationary on the bottom),
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ABSTRACT: Decompression sickness (DCS) has been described mainly in loggerhead turtles
Caretta caretta bycaught in trawls and gillnets. Here we present cases of gas emboli (GE) in 8
green turtles Chelonia mydas and 2 Kemp's ridleys Lepidochelys kempii entrained in hopper
dredges that were working at 8.8—15.2 m depths during shipping channel maintenance or beach
renourishment activities. Turtle weights ranged from 2.2 to 6.7 kg. All were found alive with blunt
force injuries from passage through the dredge and were taken to rehabilitation facilities. Four
green turtles died or were euthanized within 24 h. Six turtles survived. Radiographic or ultrasono-
graphic evidence of GE was detected in 4 turtles, including 3 mortalities. Computed tomography
(CT) revealed perirenal and cervical GE in 4 turtles, including 1 mortality. No GE were detected
in 2 of the survivors. Upon necropsy, GE were found in mesenteric vessels, the right atrium, and
kidneys. Histopathology confirmed that tissues were in a good state of preservation without evi-
dence of bacterial overgrowth or putrefactive gas formation. Death likely resulted primarily from
massive tissue trauma from the dredge, but moderate GE could have led to DCS and complicated
recovery. The surviving turtles weighed less than those that did not survive. Besides hypothesized
stress/exercise-induced circulatory changes of blood through the lungs and pressure reduction of
forced surfacing from depth, drastic pressure change within the dredge pipes before and after the
pump could contribute to GE. Hopper dredge entrainment is an additional cause of GE and poten-
tial DCS in sea turtles.

KEY WORDS: Gas embolism - Hopper dredge - Decompression sickness - Blunt force trauma - Sea
turtle - Chelonia mydas - Lepidochelys kempii
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1. INTRODUCTION et al. 2020). Gas emboli (GE) have also been ob-

served in a leatherback Dermochelys coriacea, a

Decompression sickness (DCS) has been described green turtle Chelonia mydas, and an olive ridley
in loggerhead turtles Caretta caretta bycaught in Lepidochelys olivacea following capture in fishing
trawls and gillnets (Garcia-Parraga et al. 2014, Parga gear (Parga et al. 2017, 2020, Crespo-Picazo et al.
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