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Resumen

Fibropapilomatosis en tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) de playa
“Escobilla” Oaxaca.

Las descripciones de fibropapilomas en Chelonya mydas datan de 1930 en
Florida. La prevalencia de la enfermedad se incrementd en los 80’s alrededor
del mundo. Se caracteriza por multiples tumores fibroepiteliales en la superficie
corporal. Las tortugas muestran emaciacion y ceguera. A la fecha el agente
causal de la fibropapilomatosis no ha sido caracterizado. En este estudio se
tomaron datos biométricos de 30 hembras Lepidochelys olivacea de “Escobilla”
Oaxaca, para monitorear el tamafo de la nidada y la edad aproximada de los
animales. De acuerdo a la localizacion de los fibropapilomas, se determiné la
incidencia y se clasifico a los tumores como leve (1), moderado (2) y severo (3).
Se tomaron 30 biopsias de 2 a 5cm de didmetro, con anestesia local y fueron
fijadas en formalina amortiguada al 10% para histopatologia e
inmunohistoquimica. Para microscopia electronica de transmision, se fijaron
dieciocho muestras en glutaraldehido al 2.5%. Los resultados fueron: Curva
minima del caparazéon: 67.5cm y recta maxima del caparazén: 70.5cm=
tortugas adultas. Tamafio del tumor: 2-16.9cm. Clasificaciéon de tumor: 17
moderados, 10 leves y 3 severos. La zona mas afectada fueron las aletas
anteriores derechas (12), seguida de las “zonas blandas” (9), aletas anteriores
izquierdas (8) y caparazon (1). Los tumores fueron clasificados
macroscopicamente como: 20 con aspecto de coliflor, 6 con aspecto verrugoso
y 4 mixtos. Mediante microscopia de luz se observoé: hiperplasia epidermal,
acantosis, hiperqueratosis ortoqueratésica, degeneracion de células basales y
del estrato espinoso, pustulas intraepidermales, infiltrado de heterofilos y
linfocitos. El diagndéstico final fue fibropapilomas cutdneos (29/30) y un fibroma.
No hubo diferencia estadistica significativa entre los resultados obtenidos
(p<0.05). No se observo inmunopositividad a antigenos de herpesvirus.
Ultraestructuramente se observé en 15 casos particulas virales similares a
iridovirus, con células epiteliales neoplasicas. Se concluye que se caracterizd
macro y microscopicamente la fibropapilomatosis en Lepidochelys olivacea en

“Escobilla” Oaxaca.



Es necesario continuar con estudios apoyados en técnicas especificas que
permitan aislar al agente causal, debido a que en este estudio, no se pudo
determinar la participacion de las particulas virales similares a iridovirus en el
desarrollo de la fibropapilomatosis.

Palabras clave: Fibropapilomatosis, histopatologia, microscopia

electrénica Inmunohistoquimica, L. olivacea.



1. INTRODUCCION

En todas las poblaciones de organismos vivos, existen diversos
factores ambientales que modifican o afectan su comportamiento y crecimiento,
denominandose al conjunto de estos factores como "potencial biotico”. El
potencial biodtico ofrece a los individuos que conforman una poblacién, los
recursos bidticos y abidticos necesarios para su existencia, presentandose de
igual manera, factores limitantes para su crecimiento y sustento;
Denominandose como "resistencia ambiental". Factores que constituyen parte
de esta resistencia ambiental son las enfermedades de tipo metabdlicas e
infecciosas, las cuales a su vez son dependientes de fenOmenos ambientales e
intrinsecos (Ramirez A. 1997; Loredo G. et al. 2001; Castellanos R. et al.
2002; Murdock C, Wibbels T. 2004). Las tortugas marinas son organismos
participes de ecosistemas en diferentes partes del mundo, que viven y estan
expuestas continuamente a una amplia gama de factores ambientales,
incluyendo la exposicion al desarrollo de enfermedades de tipo proliferativo
como son los fibropapilomas. Los papilomas y fibropapilomas cutaneos son
neoplasias benignas, cuya etiologia y patogénesis son complejas en animales
domésticos y humanos (Jelinek F, Tachezy R. 2005). Las primeras
descripciones de tumores cutaneos identificados como fibropapilomas (FP) en
tortuga verde (Chelonia mydas) datan de 1930 en las costas de Florida,
Estados Unidos de América (Ehrhart L. et al. 1998; Coberley S. 2002 a).
Incrementandose la prevalencia de la enfermedad de forma alarmante a partir
de los afios 80, alcanzando porcentajes de presentacion del 50 hasta el 92%
en diferentes zonas de Florida y Hawaii, en los Estados Unidos de América
(Balazs G. et al. 1997; Coberley S. 2002 b).
La enfermedad fue descrita inicialmente en Chelonia mydas, de donde toma su
denominacion, “green turtle fibropapillomatosis” (GTFP) por sus siglas en
inglés, también se ha referenciado en Caretta caretta, Lepidochelys olivacea y
Eretmochelys imbricata, entre otras (Brooks D. et al. 1994; Herbst L. et al.
1995; Cherley S. 2001).



La fibropapilomatosis en tortugas marinas es una enfermedad neoplasica
emergente, considerada por algunos autores, como asociada a una infeccién
por un nuevo herpesvirus el cual ha sido denominado “Fibropapilloma turtle
Herpesvirus” (FPTHV). Aunque también se han descrito particulas virales
desnudas asociadas a la enfermedad (Lu Y. et al. 2000; Coberley S. 2002a).
Se caracteriza por la presencia de fibropapilomas (FP) epiteliales en cuello,
conjuntiva, extremidades, cola, regiones axilares e inguinales, caparazon y
plastron (Quackenbush S. et al. 2001; Greenblatt R. et al. 2005 a). También se
han descrito fibromas en 6rganos internos como pulmén, higado, rifidn y tracto
gastrointestinal, originando alteraciones en la flotabilidad, necrosis por presion
del parénquima hepatico, insuficiencia renal y obstruccion intestinal (Aguirre A.
et al. 1994; Coberley S. 2002b; Work T, Balazs G. 2004; Greenblatt R. et al.
2005b). Las tortugas afectadas se suelen mostrar emaciadas, débiles,
anémicas y en estado de depresion considerable y la afectacion ocular suele
conllevar ceguera. Los fibropapilomas pueden llegar a crecer en gran
dimension en periodos comprendidos entre un par de meses hasta varios afios
(Abreu F. et al. 1994; Herbst L. et al. 1999; Greenblatt R. et al. 2005b). Aunque
la ruta exacta de infeccion del agente causal aiun se desconoce; se tienen
algunas teorias al respecto, proponiendo que los individuos se infectan al asistir
a las diferentes areas de limpieza de epibiontes y parasitos, en donde los
peces limpiadores juegan el papel de transmisores de la enfermedad (Abreu F.
et al. 1994). Otra teoria menciona que el agente etiolégico pudiera ser
habitante “normal” de los individuos y al haber inmunosupresion, manifestarse
la FP. Los individuos se infectan debido al contacto directo (enfermo-
susceptible) y debido a que las zonas de alimentacion favorecen el contacto
entre estos e incrementan la posibilidad de contagio (Brooks D. et al. 1994;
Balazs G. et al. 1997; Aguirre A. et al. 2000).
Por otro lado los ectoparasitos (sanguijuelas, balanos, etc.) podrian jugar el
papel de vectores. (Work T, Balazs G. 2004; Greenblatt R. et al. 2004).
Histologicamente los FP muestran hiperplasia epidérmica papilar con o
sin proliferacion hiperplasica de la dermis, mostrandose como lesion inicial una

degeneracion vacuolar de las células epidérmicas del estrato basal e



inclusiones intranucleares que se apegan a las producidas por los herpesvirus.
(Abreu F. et al. 1994; Aguirre A. et al. 1994; Adnyana, W. et al. 1997).
También es frecuente la observacién de huevos de trematodos spirorchidos en
el componente dermal de los fibropapilomas (Aguirre A. et al. 1998; Ehrhart L.
et al. 1998; Aguirre A, Balazs G. 2000). Algunos autores, mediante estudios de
microscopias oOptica y electronica, han logrado evidenciar en los FP, cuerpos de
inclusion intranucleares compatibles con infeccién por herpesvirus, asi como
particulas virales con caracteristicas de dicha familia de virus (Jones A. 2004;
Aguirre A. et al. 1998).

El agente causante de la fibropapilomatosis en tortugas marinas
(FPTM) adn no ha sido caracterizado en su totalidad. Existe gran controversia
en cuanto a este punto, se han realizado diversas técnicas para tratar de aislar
e identificar al agente etioldgico, como Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), inmunohistoquimica, microscopia electronica, citometria de flujo, entre
otras, sin llegar a una identificacién precisa del agente etioldgico. Los avances
logrados en estas investigaciones han descartado agentes que se creian
ocasionaban esta enfermedad tales como: papilomavirus y trematodos de la
familia Spirochidae. (Aguirre A. et al. 1998; Aguirre A. et al. 1999).



1.1 Generalidades de las Tortugas marinas

Existen actualmente 600 especies de reptiles vertebrados de la Clase
reptiia. De tortugas marinas existen solo 6 géneros, 8 especies y 6
subespecies. En la actualidad las tortugas marinas se dividen en las de
caparazon blando y con textura de cuero (familia Dermochelydae), con una
sola especie, tortuga Laud o Baula (Dermochelys coriacea) y las de caparazén
duro (familia Cheloniidae) con 7 especies (Wyneken J. 2004). La tortuga laud,
Dermochelys coridcea es de coloracién negra con pequefias manchas blancas.
En el dorso presenta cinco crestas que se extienden por todo lo largo del
caparazon, dos crestas forman las margenes y se encuentran algunas crestas
ventralmente en el plastrén. A los lados de la mandibula superior, hay una
pequefia muesca o corte y a nivel de las extremidades, carece de dedos. Las
tortugas de la familia Cheloniidae se distinguen entre ellas, por la cantidad de
escamas prefrontales y por los escudos del caparazén. La tortuga verde,
Chelonia mydas, tiene un par de escamas prefrontales, el caparazén es liso,
con 4 pares de escudos laterales, el color del caparazén cambia con la edad
del animal, es negro en las tortugas recién nacidas, cambiando a marrén con
canela en los juveniles y verde-grisaceo en los adultos, a veces con pequeiias
manchas amarillas y marrones. El plastron es blanco en los recién nacidos.
Luego cambia a un amarillo cremoso, a veces pasando por una fase rosada o
gris, dependiendo de la poblacion de tortugas. Con excepcion de las tortugas
verdes melanicas (las llamadas tortugas negras) que se encuentran en algunas
partes del Pacifico, los adultos tienen el plastron amarillo crema. Las tortugas
verdes tienen un dedo en cada extremidad. Tienen 4 escudos inframarginales
de cada lado y dos poros de Rathke, uno en la escama axilar y el otro en la
escama inguinal (Wyneken J. 2004).
1.1.2 Tortuga Golfina (Lepidochelys olivacea)

Las Tortugas golfinas adultas, tienen cuerpo gris oscuro, cabeza
moderadamente pequefia. De crias son negras, al llegar a la edad adulta,
tipicamente tienen el caparazén casi circular con longitud similar a su amplitud
y mas de 6 escudos laterales lisos normalmente alineados. El plastréon
usualmente consta de cuatro pares de escudos inframarginales con poros, 6 o
mas escudos vertebrales normalmente alineados y muchas escamas

supraoculares (Hernandez S, Valadez C. 1998; Wyneken J. 2004).



1.1.3 Piel de las Tortugas Marinas

La piel es un érgano activo, versatil e impermeable al agua, resistente
a agresiones externas y muy flexible para permitir el movimiento. Presenta
apéndices o modificaciones (ufias, caparazén y plastron, ramificaciones
periféricas de nervios sensitivos) y es ademas un importante érgano sensitivo.
La piel es el principal regulador de la temperatura corporal, ademés de ser un
organo de secrecion y excrecion. (Chavez A. et al. 2000; Wyneken J. 2004). La
piel en los reptiles es muy variada, en las tortugas es muy gruesa en las aletas,
presentan un revestimiento externo de piel escamosa, coraza Osea, piezas
corneas, piezas 6seas 0 piel coriacea, carecen de glandulas cutaneas y de
algunas glandulas olorosas. La piel de las tortugas marinas se compone de
epidermis y dermis.
1.1.4 Epidermis

La epidermis estd constituida por un epitelio estratificado plano
ampliamente queratinizado formando escamas. El estrato celular que descansa
sobre la membrana basal se denomina estrato germinativo. Inmediatamente
por encima existe un numero variable de capas celulares que corresponden
con el estrato espinoso de los mamiferos, a continuacion comienza el estrato
coérneo constituido por células que se aplanan, conteniendo queratina y han
perdido el nucleo. Este estrato corneo se compone a su vez de tres
capas: de alfa-queratina, de beta-queratina y de Oberhautchen, enumeradas
desde el interior. El color de la piel estad determinado por la melanina, la cual se
origina de los melanéforos. Origina una gran variedad de apéndices externos,
tales como: escamas y ufias y oxigena diversos tipos de apéndices internos
(Wyneken J. 2004).



1.1.5 Dermis

La dermis se encuentra por debajo de la epidermis y esta constituida
por tejido conectivo en el que aparecen embebidas estructuras oéseas
denominadas osteodermos, haces de fibras de colageno y elastina, en donde
ademas hay vasos sanguineos y nervios. Los nervios penetran la epidermis,
pero los vasos sanguineos solo llegan hasta la dermis. Consta de una delgada
capa superficial situada por debajo de la epidermis y de una capa gruesa mas
profunda. El tejido conectivo es laxo, rico en melanéforos y una capa reticular
mas profunda integrada por tejido conectivo denso, rico en fibras de colageno y
vasos sanguineos, ocasionalmente también se pueden observar melanéforos
entre las células basales de la epidermis (Hernandez S, Valadez C. 1998;
Ramirez A. 1997; Ehrhart L. et al. 1998; Coberley S. 2002b; Wyneken J. 2004).
En las areas existentes entre los escudos, el numero de capas epidérmicas
aumenta y se invaginan hacia la dermis. La diferenciacion hacia células
formadoras de queratina ocurre en la zona mas profunda de la invaginaciéon

dando lugar a las escamas (Coberley S, 2002b; Wyneken J. 2004).

1.1.6 Escamas

Las escamas son engrosamientos de la capa cérnea de la epidermis,
pueden ser de forma triangular, lisas, aquilladas o acanaladas e imbricadas,
yuxtapuestas o separadas. Forman tubérculos o escudetes, con infinidad de
aspectos y tamanos. La dermis, a su vez, produce osteodermas, originadas en
lo méas profundo de la dermis y al crecer son desplazadas hacia la superficie
(Wyneken J. 2004; Manual de Asistente de investigacién de la C.C.C. Costa
Rica 2004; Maffucci F. et al. 2005).

1.1.7 Caparazén

Esta constituido de placas 6seas de origen dérmico que se fusionan
dorsalmente a las costillas y a las vértebras, arregladas en forma de mosaico,
por arriba forman una bdéveda cubierta por escudos corneos, que se continla

lateralmente en la parte ventral con el plastron.



Esta articulado en los puentes, por medio de tejido conectivo cartilaginoso, lo
qgue hace que haya distension en direccion vertical, facilitando los movimientos
de la respiracion.

El caparazon tiene dos aberturas, una en la parte craneal, por donde salen la
cabeza y las aletas anteriores y otra en la parte caudal y hacia abajo, por
donde salen las aletas posteriores y la cola (Coberley S. 2002b; Wyneken J.
2004; Manual de Asistente de investigacion de la C.C.C. Costa Rica 2004).

1.1.8 Fisiologia de la piel

La principal funcion de la piel en los reptiles es el mantenimiento del
balance interno de sales y liquidos, en conjunto con los rifiones. La piel lo
realiza a través de secrecion de una solucion hipertonica a través de glandulas
especiales situadas en las 6rbitas oculares, conocidas como glandulas de sal.
Estas se encuentran bajo el epitelio de la cavidad nasal (Coberley S. 2002b;
Wyneken J. 2004) y son tubulos ramificados tapizados por células cilindricas no
ciliadas o células cubicas. Los tubulos estan separados por una matriz pobre
en células mixoides y pocas fibras colagenas. Sirven para excretar sodio,
potasio y cloruros, que frecuentemente cristalizan observandose
macroscopicamente depdsitos blanquecinos de sales sobre los orificios
nasales. En el caso de los rifiones, producen orina muy concentrada en amonio
y urea. Se desarrolla en la vejiga urinaria y en la cloaca, antes de ser
expulsada junto con las heces (Wyneken J. 2004; Maffucci F. et al. 2005).

1.1.9 Enfermedades y agentes causales frecuentes asociados a
enfermedades en tortugas marinas.

Diferentes microorganismos han sido asociados con enfermedades en
tortugas marinas. Muchas bacterias Gram positivas y negativas asi como
hongos, han sido ligadas con enfermedades en estas especies, tales como
estomatitis ulcerativa, rinitis obstructiva y neumonia, dermatitis focal erosiva
(FED), enfermedad cutanea septicémica ulcerativa (SCUD), dermatitis papilar
(PD), Aeromonas sp, Vibrio alginolyticus, Pseudomonas sp. y Proteus sp.
También la enteritis 0 encefalitis ha sido asociada con infeccién por Cariospora
cheloniae, parésito protozoario que ha sido observado en tortuga verde (C.

mydas) de vida libre.



Esta coccidia ha sido descrita en crias provenientes de huevos de resiembra,
pero también ha sido sospechosa de causar mortalidad en tortugas verdes
jovenes; ademas de las micosis superficiales por Aspergillus sp. vy
Micobacteriosis como M. avium y M. marinum (Ramirez C. 1997; Hernandez S,
Valadez C. 1998; Ehrhart L. et al. 1998; Coberley S. 2002b). Los trematodos,
especificamente “espiréquidos” (Learedius learedi) han sido documentados en
tortugas marinas de vida libre y varadas, se considera que estos trematodos
juegan un papel importante en el desarrollo de una enfermedad de tipo
neurologica en tortugas caguama (Caretta caretta), encontrandose bajo estudio
actualmente (Coberley S. 2002a). Existe también controversia en cuanto a la
notable presencia de ectoparasitos, diferentes tipos de sanguijuelas han sido
relacionadas y se han propuesto como posibles vectores de transmision de
enfermedades infecciosas (Work T, Balazs G. 2004).

Ectoparasitos comunes en tortugas marinas:
Crustacea cirripeda, Cirripeda toracica, Ozobranchus branchiatus,
Ozobranchus margoi, Chelonibia testudinaria, Parasitos Bladder, Platilepa spp.

Conchoderma virgalum y P. longicaecum.

Otra teoria que se asocia al incremento y desarrollo de enfermedades
en tortugas marinas, es la denominada patologia medioambiental derivada de
actividades humanas las cuales se resumen en: Enmallamiento, ingestion de
restos antropogénicos, contaminantes quimicos y pesca “accidental” (Ramirez
C. 1997; Hernandez S, Valadez C. 1998; Ehrhart L. et al. 1998; Coberley S.
2002b; Maffucci F. et al. 2005).

1.2Particulas virales

Existen descripciones de varios virus que se asocian a enfermedades en
tortugas marinas, muchos de los cuales son propuestos como agentes
candidatos al desarrollo de FP. También se han descrito pequefias estructuras
parecidas a virus desnudos en asociacion con FP y con base en su secuencia
homologa se ha hipotetizado que sean papilomavirus. Sin embargo, los
esfuerzos para reproducir estos hallazgos no han sido exitosos y tampoco se
ha podido detectar papilomavirus por otros investigadores (Coberley S. 2002a).



Algunos herpesvirus estan asociados a diferentes enfermedades en
tortugas marinas y han sido estudiados a lo largo del tiempo; se consideran
como el principal responsable de la FP. (Quackenbush S. et al. 2001;
Greenblatt R. et al. 2004).

1.2.1 Infecciones por herpesvirus en tortugas marinas

Se han documentado tres enfermedades asociadas con la infeccién por
herpesvirus. Como el herpesvirus descrito en tortuga verde (C. mydas) con
inducciéon experimental de FP, mismo que fue considerado como responsable
de la presentaciéon natural de FP en tortuga caguama (C. caretta), tortuga
golfina (L. olivacea) y tortuga laud (D. coriacea). También los herpesvirus han
sido asociados con dos enfermedades de tortuga verde (C. mydas) en crianza,
enfermedad de Gray-Patch (GPD) y dermatitis necrotizante de tortugas verdes
recién nacidas y enfermedad de pulmoén, traquea y ojo (LETD) caracterizada
por conjuntivitis, faringitis, traqueitis y neumonia (Coberley S. 2002b;
Greenblatt et al. 2004). El conocimiento de la prevalencia de las infecciones de
tortugas marinas por herpesvirus y su papel como agente causal es limitado; se
sabe poco de la epidemiologia y etiologia de las enfermedades de tortugas
marinas (LETD, GPD y FP). Los herpesvirus asociados con LETD y GPD s6lo
han sido documentados en tortugas de crianza y la prevalencia de estas
enfermedades en poblaciones silvestres no ha sido evaluada, en contraste con
las descripciones de FP, la enfermedad ha ido aumentando en poblaciones de
tortugas marinas silvestres y se ha asociado a un herpesvirus (FPHV), ademas
de ser consistentemente relacionado con la presencia de tumores
(Quackenbush S. et al. 2001; Coberley S. 2002a).

1.2.2 Herpesvirus asociado a FP

La mayoria de las investigaciones de infecciones por herpesvirus en
tortugas marinas, fueron enfocadas a la FP por su notable aumento en la
prevalencia y severidad en poblaciones alrededor del mundo. Todos los
intentos para aislar el herpesvirus asociado a FP no han tenido éxito, limitando
los estudios para determinar el rol de este herpesvirus como agente causal de
la FP. Sin embargo, el FPHV se encuentra regularmente asociado a la FP,

siendo el principal candidato para considerarse como agente etioldgico.



La FP de tortugas marinas es una enfermedad debilitante caracterizada
por cambios proliferativos a nivel de piel, involucrando la dermis y epidermis,
originando un proceso tumoral el cual le da nombre a la enfermedad. Se
desconoce el por qué se ha incrementado la prevalencia de esta enfermedad
(Coberley S. 2002b; Wineken J. 2004).

1.2.3 Neoplasias

Una neoplasia es un crecimiento nuevo, en donde hay falta de
respuesta al control celular normal. Las células neoplasicas estan
transformadas y contindan dividiéndose sin obedecer las sefales reguladoras
que controlan el crecimiento celular normal. Las células neoplasicas satisfacen
sus necesidades metabdlicas compitiendo favorablemente con las células y
tejidos normales (Meuten D. 2002).

Las neoplasias se pueden clasificar en simples, compuestos de tejidos
plenamente formados, malignos, mixtos y malignos, estos ultimos se apartan
bastante del tipo normal del tejido (Meuten D. 2002; Pardo F. 1997).

Se describen los fibromas, papilomas y fibropapilomas como

referencia a la neoplasia en estudio.

1.2.4 Fibroma

Lo compone tejido conjuntivo fibroso bien desarrollado, se pueden
presentar a partir del tejido conjuntivo subcutaneo, submucoso, aponeurosis
intermuscular, periostio, ligamentos, ocasionalmente en érganos internos, etc.
(Meuten D. 2002; McGavin D. Zachary J. 2006; Van Dijk J. et al. 2007).
Macroscopicamente el fibroma tiende a formar una masa encapsulada redonda
o lobulada. A continuacion se describen los fibromas duros y blandos (Bancroft
J. Stevens A. 1982; Meuten D. 2002; Van Dijk J. et al. 2007). El fioroma duro
suele ser de pequefio volumen y firme, con superficie seca, brillante, blanca,
grisacea, con dibujos estriados o concéntrico. El fiboroma, también puede tener
varios nodulos separados entre si por tejido conjuntivo comun laxo (Meuten D.
2002; Van Dijk J. et al. 2007). Microscépicamente el fiboroma duro tiene haces
de tejido conjuntivo bien desarrollado y relativamente acelular, la disposicién
celular varia mucho, pueden ser entrelazados, en espiral 0 completamente

irregulares.



Las fibras colagenas son gruesas, hialinas y dispuestas apartadamente en
sentido paralelo entre si. Las células son pequeiias y fusiformes, con un anillo
de citoplasma y nulcleo estrecho, con extremos puntiagudos. Las células a
veces son mas numerosas en las cercanias de los vasos sanguineos. El
fibroma blando se presenta con mayor frecuencia que el duro, es de superficie
hameda, rosa grisdcea y muy vascularizada. Si se origina de una superficie
mucosa tiende a ser pedunculado (po6lipo). En otro sitio la neoplasia
simplemente aparta los tejidos adyacentes y al mismo tiempo el estroma se

convierte en una capsula.

El fiboroma blando tiene una estructura fasciculada pero los haces de
tejido conjuntivo son menos definidos, la proporcidn entre células y fibras esta
invertida, los fasciculos son netamente celulares y mucho menos fibrosos. Las
células tienen tamarfo de fibroblastos, son redondas, ovaladas, fusiformes o
ramificadas con nucleo reticulado relativamente grande, redondo u oval. Las
células estan separadas por fibras colagenas delgadas, onduladas y dispuestas
laxamente. El fiboroma blando estd moderadamente vascularizado. (Meuten D.
2002; Pardo F. 1997; Van Dijk J. et al. 2007). Los hallazgos en los fibromas
incluyen: Edema, tejido mixomatoso, calcificacién, osificacion, inflamacién y
mineralizacién. (Pardo F. 1997; McGavin D. Zachary J. 2006; Van Dijk J. et al.
2007).

1.2.5 Papiloma

Se presenta como crecimiento exofitico en las superficies epiteliales
de piel y membranas mucosas. El papiloma cutaneo en las tortugas marinas
puede ser simple, pero mas frecuentemente multiple. Se localizan en cabeza,
cuello, aletas, cola, regiones axilares e inguinales, caparazén, plastrén, ojos y
boca. Los papilomas son macroscopicamente de aspecto aspero o0 algo
agrietado, de base estrecha o ancha (pedunculado y sésil), consistencia firme a
dura por queratinizacion excesiva. MicroscOpicamente se pueden observar
hiperplasia epidermal, hiperqueratosis intensa que origina un callo verdadero,
ulceracién y acantosis multifocal (Pardo F. 1997; McGavin D. Zachary J. 2007,
Van Dijk J. et al. 2007). Ultraestructuralmente se pueden observar particulas

virales icosaédricas de 50 a 55nm de diametro aproximadamente.



Sin envoltura y localizadas en el nucleo de las células, asociadas al género
Papovaviridae. También, se puede apreciar epitelio escamoso, dispuesto
alrededor de un centro fibroso. La capa basal con una sola hilera de células
cilindricas apretadas. La capa de células espinosas consta de células
poliédricas unidas por puentes intercelulares finos. El estrato granuloso se
caracteriza por células aplanadas con granulos de queratohialina.

En el estrato corneo superficial se aprecian varias capas de escamas
notablemente homogeneas. El revestimiento epitelial varia de espesor en
distintas regiones siendo mas grueso que la epidermis normal. El
engrosamiento excesivo de la capa cérnea, resulta en la aparicion de queratina
abundante y superficialmente en los espacios interpapilares. En las células de
la region basal de la epidermis se observa actividad mitotica variable. El tejido
conectivo fibroso que forma el centro de cada pliegue, deriva de la dermis y
varia en cantidad segun el pliegue. Los pliegues a veces se cortan de tal
manera que se observan masas epiteliales de centro queratinizado y rodeadas
de tejido conectivo fibroso. (Cheville N. 1994; Erlandson R. 1994; Eyden B.
1996; Dickersin R. 1999).

1.2.6 Fibropapiloma

Macroscopicamente son neoplasias de color blanco, gris o rosa,
asemejando una coliflor o con aspecto verrugoso, se pueden presentar en
cualquier zona corporal incluyendo 6rganos internos, ojos y boca, pueden ser
de superficie lisa 0 rugosa de 0.05 a 30cm de tamafio y asemejan dibujos
estriados en su superficie. Microscépicamente presentan proyecciones
papilares caracterizadas por hiperqueratosis ortoqueratésica e hiperplasia del
epitelio estratificado escamoso. En el estroma se pueden observar fibroblastos
bien diferenciados con areas densas de fibras de coldgena y en algunos casos
se puede observar necrosis de las células basales de la epidermis con
vacuolizacion y moderada infiltracion de células inflamatorias mononucleares.
Ultraestructuralmente se observan cambios en las células de la epidermis como
pleomorfismo, aumento de tamafo, vacuolizacién con particulas virales bien

definidas con envoltura y viribn en nicleo y citoplasma de las células.



En dermis fibroblastos pleomorficos con caracteristicas neoplasicas y
abundante colagena. (Aguirre A. et al. 1994; Oros J. et al. 1999; Herbs L. et al.
1999; Aguirre A. et al 1998; Ehrhart L. et al. 1998; Aguirre A, Balazs G. 2000;
Jelinek F, Tachezy R. 2005).

1.2.7 Generalidades de los Virus

Son agentes infecciosos intracelulares, que pueden medir de 20nm a
mas de 300nm de diametro compuestos de un solo material genético funcional
ADN o ARN, no poseen organelos funcionales y dependen del hospedero para
producir energia y sintetizar macromoléculas. Fuera del hospedero, se
consideran metabdlicamente inertes, pero dentro del huésped, son
metabolicamente activos. Esta parte es la fase replicativa, en donde el genoma
viral, aprovecha las condiciones de las células huésped para producir copias de
su genoma, ARN mensajero y proteinas virales para formar un nuevo virion e
infectar al hospedero. (Murphy F. et al. 2000; Carter G. et al. 2004; Cedillo C.
et al. 2006).

Para este estudio nos enfocaremos a la breve descripcion de tres
virus, los cuales han sido asociados a la Fibropapilomatosis en tortugas

marinas: Herpesvirus, Papilomavirus e Iridovirus.

1.2.8 Herpesvirus

Son altamente patogénicos para sus hospederos, tienden a ser
epiteliotréficos y producen enfermedades agudas con notable dafio tisular.
La mayoria de estas enfermedades empiezan en las células epiteliales,
orofaringe y tracto respiratorio superior o piel.
Las lesiones caracteristicas consisten en progresivo aumento de focos de
edema, hiperemia y necrosis celular que destruye la capa epitelial y termina en
ulceraciones. El virién del herpes consiste en base de ADN cuya capside oscila
entre 100 a 110nm de didametro y tiene 162 capsomeros arreglados de manera
icosaédrica, una capa amorfa referida como tegumento y envoltura la cual es
una bicapa lipidica o membrana que rodea al tegumento. La envoltura contiene

proyecciones de superficie que contienen glicoproteinas.



La nucleocapside consiste en una base de tres concéntricas capas,
interna, media y capside externa. La nucleocapside envuelta es la particula
infecciosa. Son de replicacion intranuclear (Browman B. et al. 2003; Cheville N.
1994; Cedillo C. et al. 2006).

1.2.9 Papilomavirus

Pequefios virus de ADN icosaédricos no envueltos de 100nm de
diametro, que incluyen a los virus de papiloma y polyoma. Estos virus se
replican lentamente en nucleo y causan infecciones latentes y crénicas.
Pueden afectar piel, mucosas genitales y orales de varios animales.
Histolégicamente estas lesiones focales proliferativas desencadenan
hiperqueratosis, paraqueratosis y acantosis, los virus de la familia
Papovaviridae generalmente incrementan la actividad mitotica. (Cheville N.
1994; Murphy F. et al. 2000; Cedillo C. et al. 2006).

1.3 Iridovirus

Son virus de ADN, icosaédricos envueltos de 120 a 300nm de
diametro con replicacidbn en citoplasma y nucleo. Existen varios géneros
causantes de diversas enfermedades como el caso de los ranavirus que
afectan a anfibios y peces. Pueden causar cambios citopaticos y dafio celular.
(Cheville N. 1994; Murphy F. et al. 2000; Cedillo C. et al. 2006).



2. JUSTIFICACION

La fibropapilomatosis en las poblaciones de tortuga golfina
(Lepidochelys olivacea) en las costas de Oaxaca, México es una enfermedad
cada vez mas frecuente, de la cual no se han hecho estudios para su
conocimiento, desde los puntos de vista clinico, patolégico y epidemiolégico. Es
necesario revisar esta enfermedad para desarrollar programas de prevencion,
control y tratamiento, ya que la fibropapilomatosis puede convertirse en una

amenaza para la conservacion de la especie.

3. HIPOTESIS

La fibropapilomatosis en tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) en las
costas de Oaxaca, México estad asociada a un herpesvirus, el cual se puede
identificar mediante histopatologia (HP), inmunohistoquimica (IHQ) vy
microscopia electrénica de transmision (MET).

4. OBJETIVO GENERAL
Detectar, analizar y caracterizar la fibropapilomatosis en poblaciones

de tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) de playa “Escobilla” Oaxaca,

México.



5. OBJETIVOS PARTICULARES

Recolectar datos biométricos de 30 tortugas golfinas (L. olivacea)

hembras de la playa “Escobilla” Oaxaca, México.

Examinar y evaluar los fibropapilomas de la superficie corporal, cuello y

area de la cabeza, asi como las aletas en tortugas golfinas (L. olivacea).

Evaluar histopatolégicamente biopsias de fibropapilomas de tortugas

golfinas (L. olivacea).

Aplicar la técnica de inmunohistoquimica para identificar herpesvirus en

fibropapilomas de tortugas golfinas (L. olivacea).

Revisar ultraestructuralmente fibropapilomas de tortugas golfinas (L.

olivacea) en busqueda de particulas virales.

Integrar la informacion macro, microscoépica, inmunohistoquimica y

ultraestructural para emitir un diagndstico integral.



6. MATERIAL Y METODOS

El trabajo de campo se llevd a cabo durante la arribada de agosto de
2006, en la playa “Escobilla” Oaxaca, México; la cual se localiza entre los
municipios de Santa Maria Tonameca y a 34km al suroeste de San Pedro
Pochutla; a 274km al sur de la Ciudad de Oaxaca por la carretera federal No.
200 hacia Puerto Escondido y la carretera federal No. 175 con destino a Puerto
Angel, 100 metros antes de llegar a Santa Elena, en la desviacion a la
izquierda por un camino de brecha, hasta llegar a la playa Esta playa fue
decretada en 1986 como Parque Federal Nacional de75ha (Figuras 1 y 2.

Playa “Escobilla” Oaxaca).

6.1 Recorridos de playa e identificacion de tortugas con fibropapilomas
Durante la arribada (Figuras 3 y 4) se llevaron a cabo recorridos por la
playa en cuatro turnos, abarcando una distancia de 12km (Figuras 5y 6). El
primer turno fue de las 7:00 a las 10:00hrs; el segundo de las 14:00 a las
17:00hrs, el tercero de las 20:00 a las 24:00hrs y el cuarto turno de las 24:00 a
las 4:00hrs. Para los turnos nocturnos, se emple6 una lampara de luz roja para
la visualizacion de los animales. Para la deteccion de fibropapilomas (FP) en
las tortugas, se consideraron los criterios empleados en el Manual de
necropsias de la “U.S. Geological Survey National Wild Life Health Center
Hawaii field station 2000” y en el Manual de asistente de investigacion C.C.C.
Costa Rica 2004. Contemplandose como FP aquel tejido de neoformacion de
aspecto nodular, de superficie lisa 0 rugosa y de consistencia firme al tacto. Se
considerd la distribucién corporal en la que se pudieran presentar y su
frecuencia. Durante los recorridos se observaron mas de 500 tortugas
aproximadamente, seleccionandose 30 tortugas golfinas (Lepidochelys
olivacea) hembras en desove, las cuales presentaron diversas lesiones
cutaneas sugerentes de FP. Para cada tortuga, posterior al desove y en cuanto
comenzaban a cubrir los nidos, se practicé un examen minucioso de la
superficie corporal, abarcando cuello, cabeza, aletas anteriores y posteriores,
poniendo particular atencion en las areas de alrededor de los ojos y la zona

donde se aplican las placas de identificacion en aletas anteriores.



Para examinar alrededor de la cola y cloaca, se levantaron las tortugas

por la parte posterior del caparazon y se procedio a la revision de la piel.

6.1.1 Evaluacién macroscopica de FP y recoleccién de muestras

Al identificar que una tortuga presentaba FP (Figura 7) se contabilizaban
los tumores, su distribucién, aspecto (verrugoso o en coliflor) y se seleccionaba
un tumor de forma aleatoria y representativo de las lesiones en general para la
recoleccion de muestras, clasificandose de acuerdo a su tamafio empleando
los criterios modificados descritos por Work y Balazs (2004), midiéndolos con
cinta métrica de fibra de vidrio y graduando los tumores menores de 3cm como
leves (grado 1), de 3 a 8cm como moderados (grado 2) y aquellos mayores de
8cm como severos (grado 3). La distribucién y cantidad de FP para cada
tortuga se documentaron en un formato de registro, el cual fue propuesto para
fines de esta investigacion (Figura 8), modificado de lo descrito en el Manual de
necropsias de la “U.S. Geological Survey National Wild Life Health Center
Hawaii field station 2000” y en el manual de asistente de investigacion de la
C.C.C. Costa Rica, 2004. Para cada tortuga, el FP seleccionado para la
recoleccion de muestras (Figura 9) se limpiaba su superficie y el tejido
adyacente con agua corriente (tortugas 1 a 5) cuando era necesario y
posteriormente se infiltraba subcutaneamente 3.0mL de xilacina al 2% en 5
puntos alrededor de la base del FP (Figura 10) vy transcurrido 1 minuto
postaplicacion, se sujetaba la base del FP con pinzas de hemostasis y se
incidia el tejido con una navaja de bisturi (Figura 11). Cuando los tumores eran
mayores de 3cm, se realizaron 2 cortes de 2 a 4.0cm de largo por 1.5 a 2cm de
grosor, los cuales se unian en el interior del tejido tumoral, obteniendo una
biopsia en forma de rodaja.

Cuando la neoplasia era menor a 3cm, se reseccionaban por completo
mediante un corte transversal por encima de las pinzas de hemostasis.
Posterior a la extraccion de la biopsia, se realiz6 hemostasis por compresion

hasta detener el sangrado (Figura 12).



La biopsia obtenida se colocaba en una caja de Petri con parafina (la
cual se empleaba como base) y se fraccionaban en tres partes similares. Los
dos primeros fragmentos se colocaron independientes en tubos tipo vacutainer
de 10mL, fijandose por inmersién en formalina amortiguada al 10% (pH 7.4),
para histopatologia (HP) e inmunohistoquimica (IHQ); El tercer fragmento se
fij6 por inmersién en glutaraldehido al 2.5% (pH 7.2, 0.1 M) manteniéndose en
refrigeracion y protegido de la luz, para microscopia electrénica de transmision
(MET). Cada una de las muestras fue identificada y almacenada bajo las
condiciones descritas hasta su remision al Departamento de Patologia, de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la UNAM, México,
D.F., para su posterior procesamiento.

6.1.2 Datos biométricos

Para determinar el tamafio de la nidada y edad aproximada de los
animales, se tomaron datos biométricos de cada tortuga evaluada, midiendo la
curva minima del caparazén (CCL min), que comprende la distancia desde el
borde anterior central del caparazon en linea recta (sobre linea media) hasta el
borde caudal central del caparazén, empleando una cinta métrica de fibra de
vidrio (Figura 13); asi como la recta maxima del caparazén (SCL max), que
comprende la distancia desde el punto anterior del caparazon (hendidura lateral
a linea media) en diagonal a la escama posterior mas larga (borde posterior del
caparazon) utilizando una cinta métrica de fibra de vidrio (Figura 14). Las
mediciones se realizaron en tres repeticiones, considerandose como medida
precisa, el promedio de las distancias para cada caso basados en el Manual de
asistente de investigacion C.C.C. Costa Rica (2004).

6.1.3 Procesamiento y revisién de muestras

Las muestras remitidas se procesaron y revisaron en los diferentes
laboratorios del Departamento de Patologia: Laboratorio de Histopatologia,
Laboratorio de Inmunohistoquimica y Biologia Molecular y en la Unidad de

Microscopia Electronica “MVZ Aurora Veldzquez Echegaray”.



6.1.4 Histopatologia

Las 30 muestras remitidas se procesaron con la metodologia de rutina
para HP, embebiéndose los tejidos en parafina y realizando cortes de 5 a 7um
de grosor, tifiiéendose con hematoxilina y eosina (H&E), para su posterior
revisibon con microscopia O6ptica convencional (Prophet E. et al. 1992).
Microscopicamente se evalué la epidermis y dermis del tejido tumoral,
empleando los criterios modificados propuestos por Herbs y colaboradores
(1999), Jelinek F. y Tachezy R. (2005) y Work y Balazs (2004); revisandose
para cada corte histolégico, 10 campos aleatorios en campo 40x. En epidermis
se evalud la hiperplasia, acantosis, hiperqueratosis, erosiones, Uulceras,
degeneracion de las células basales y del estrato espinoso, pustulas
intraepidermales, presencia de células inflamatorias (heterdfilos, linfocitos y
melanomacroéfagos), células pigmentarias, asi como presencia de agentes
infecciosos asociados a ellos (cuerpos de inclusién virales, bacterias y
ectoparasitos). La evaluacion de epidermis comprendio la proliferacion de
fibroblastos, arreglo de la colagena, células inflamatorias (heterofilos, linfocitos
y melanomacrofagos), células pigmentarias y asociacion de agentes
infecciosos similar a lo descrito en epidermis. Para cada cambio se evalu6 su
grado en ausente (0), leve (1), moderado (2) o severo (3) y su distribucion en

local, zonal, multifocal, multifocal coalescente o difusa.

6.1.5 Inmunohistoquimica

A las biopsias obtenidas y previamente revisadas bajo microscopia de
luz se procesaron para el analisis inmunohistoquimico, empleando la técnica
del complejo avidina biotina peroxidasa (ABC), se utiliz6 un anticuerpo primario
y monoclonal (HSV1 antibody [T96] ab8230) de la marca ABCAM® y un
anticuerpo secundario biotinilado anticabra de origen murino. A los tejidos
seleccionados se les realizaron cortes de 5um de grosor y se colocaron en
portaobjetos previamente tratados con silano al 1% diluida en agua destilada.
Posteriormente las laminillas se desparafinaron en una estufa por 1h a 60°C y
se lavaron realizando dos cambios con xilol de 30 minutos cada uno y dos con

acetona por 5 minutos cada una a temperatura ambiente (TA).



Para la rehidratacion de los tejidos, las laminillas se sumergieron en alcohol
etilico en concentraciones decrecientes de (100, 96, 70 y 50%) realizando tres
lavados de 3 minutos cada uno por cada concentracion utilizada. Finalmente se
hicieron 3 lavados de 5 minutos cada uno con agua destilada a TA. Para inhibir
la peroxidasa endogena de los tejidos, las laminillas se trataron con una
solucion de peroxido de hidrégeno al 30% con metanol absoluto a una relaciéon
1:8 realizando 2 cambios de 45 minutos cada una a TA. Posteriormente las
laminillas se lavaron 3 veces durante 5 minutos cada uno a TA con solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) con pH de 7.2, para la recuperacion
antigénica las laminillas se sumergieron en solucion TRIS con pH de 7.6 y se
sometieron a tratamiento fisico (calor) en horno de microondas convencional
marca Sanyo modelo No. EMA-108s, a potencia 4 por 5 minutos,
inmediatamente se detuvo la reaccion al sumergir las laminillas en PBS frio.
Para el bloqgueo de la avidina y biotina enddgena se utilizd la solucion
bloqueadora de avidina y biotina (soluciones A y B) donde se aplico 50uL de
cada solucion por laminilla y se incubaron en camara hiumeda por 30 minutos a
TA cada una. Para bloquear la union inespecifica del anticuerpo secundario a
proteinas titulares se utilizé suero de cabra no inmune aplicando 50puL sobre las
muestras e incubando por 30 minutos en camara humeda a TA, posteriormente
se decant6 la solucién para colocar el anticuerpo primario. Se utiliz6 un
anticuerpo primario HSV1 antibody [T96] (ab8230) de la marca ABCAM® a
una dilucion 1/200 de origen murino diluido en PBS. Las laminillas se incubaron
en camara humeda por 12 horas a temperatura de 4°C. Posteriormente se
realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. En seguida se aplico el
anticuerpo secundario de origen murino anti cabra y se incub6 por una hora en
camara humeda a TA. Después se hicieron tres lavados con PBS de 5 minutos
cada uno. Seguidamente se aplic6 a cada laminilla un conjugado enzimético
gue contiene estreptoavidina y peroxidasa y se incubé en cdmara humeda por
30 minutos a TA. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos
cada uno. Para identificar la presencia de antigenos se utiliz6 como cromogeno
AEC (aminoetilcarbazol), sustrato amortiguador y peroxido de hidrégeno al
0.6% revelando durante 2 minutos con 30 segundos. Inmediatamente después
se realizé un lavado con agua destilada sobre cada laminilla para detener la

reaccion y se sumergieron las laminillas en agua destilada.



Como contraste se utilizé hematoxilina de Meyer durante 2 minutos. Finalmente
se hizo el montaje colocando un cubreobjetos en las muestras de tejido sellado
con resina hidrosoluble. Durante cada procesamiento de inmunotincidon se
utilizaron secciones de tejido epitelial humano el cual fue positivo a herpes
simplex tipo 1 demostrado por la técnica de inmunohistoquimica y se corrieron
testigos negativos sustituyendo el anticuerpo primario por solucién

amortiguadora de fosfatos (PBS).

6.1.6 Microscopia electronica de transmisién

Las 18 muestras remitidas se procesaron con la metodologia de rutina
para MET. De cada tejido remitido, se obtuvieron de 4 a 5 fragmentos de tejido
tumoral que incluian epidermis y dermis, midiendo de 2 a 3 mm® en promedio.
Una vez obtenidos los fragmentos, se post fiaron con OsO, al 1%, se
deshidrataron con serie ascendente de acetonas, posteriormente se infiltraron e
incluyeron en resinas epoxicas (Epon 812). Una vez procesadas las muestras,
se realizaron cortes semifinos de 150 a 200nm de grosor, tifiiéndose con azul
de tolouidina. Posteriormente se realizaron cortes finos de 70 a 80nm de
grosor, montandose en rejillas de cobre de 200 mesh y contrastandose con
acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras se revisaron en un
microscopio electronico de transmision Zeiss EM 900 a 50kv (Hunter E. 1993;
Eyden B. 1996; Vazques G. 2000; Cedillo C. et al. 2006). Ultraestructuralmente,
se revisaron las células de los diferentes estratos de epidermis y dermis, para
la identificacion de particulas virales, empleando los criterios descritos por
Cedillo C. et al. (2006) y Cheville N. (1994). Considerando su localizacion en el
nucleo y/o citoplasmatica, la morfologia de las particulas virales, presencia o
ausencia de envoltura, arreglo y distribucién de las particulas, tamafio de las
particulas con y sin envoltura. Asi mismo, se evaluaron las células de ambos
componentes tisulares para correlacionar con los hallazgos histopatoldgicos,
cambios de tipo proliferativo y/o neoplasico, considerando su morfologia
celular, complejos de unidn, organelos y componentes citoplasmaticos,
anisocitosis y anisonucleosis, morfologia nuclear y patron del nucleolo (Cheville
N. 1994; Eyden B. 1996).



6.1.7Analisis estadistico

Para Valorar estadisticamente los resultados macroscopicos obtenidos y
comparar las lesiones observadas histopatolégicamente, los animales se
dividieron en 3 grupos segun la fecha de muestreo. Grupo 1. Fecha de
muestreo: 8 y 12 de agosto de 2006. Grupo 2. Fecha de muestreo: 13 de
agosto de 2006 y Grupo 3. Fecha de muestreo: 14 de agosto de 2006. Los
datos fueron transformados y se realizé un andlisis de frecuencias y se aplicé
la prueba de Kruskal Wallis (Daniels W. 1987; Kuehl R. 2003). Mediante el
programa estadistico “Statgraphics” plus 5.0® y “The SAS” system®.



RESULTADOS
7.1 Evaluacién macroscépica de FP y datos biométricos
Macroscopicamente los FP seleccionados para la recoleccion de
muestras, presentaron aspecto de coliflor (20/30) representando el 66.6%,
verrugas (6/30) 20% y mixtos (4/30) 13%, eran firmes al tacto, de color rosa
palido la mayoria y otros grisaceos y blancos. Los tumores se distribuyeron en
aletas anteriores (12/30 derechas 40% y 8/30 izquierdas 26.6%), zonas
blandas (9/30) 30% y caparazén (1/30) 3.33%. Los tumores presentaron un
diametro de 2.0 a 16.9cm, clasificandose de acuerdo a su tamafio como 10 de
grado 1 (leves), 17 de grado 2 (moderados) y 3 de grado 3 (severos) (Figuras
15-20). Los datos biométricos tomados del total de las tortugas oscilaron para
la CCL min. de 64 a 71cm, con promedio de 67.5cm y para SCL max. un rango
de 65 a 76cm con promedio de 70.5 cm. Con base en dichos promedios, se
estimo que las tortugas estudiadas eran adultas con edad de 10 a 20 afios y el
tamafio estimado de la nidada era de 200,000 animales. La cantidad,
distribucion, aspecto, tamafio de FP para cada tortuga, asi como sus datos
biométricos, se describen en el cuadro 2.

7.1.1 Histopatologia

En epidermis, se observé hiperplasia epidermal de moderada a severa
con acantosis leve de multifocal a difusa e hiperqueratosis ortoqueratésica de
leve a moderada difusa. Las células basales y del estrato espinoso,
presentaron cambios leves de tipo degenerativo, con distribucion multifocal y
zonal. Se apreciaron células inflamatorias compuestas por heteréfilos y
linfocitos, asi como melanomacréfagos, ambos en leve cantidad y con
distribucion multifocal. En varios de los casos, se encontraron sobre la
superficie y en el estrato corneo, bacterias en forma de cocobacilos y bacilos,
asi como estructuras parasitarias compatibles con crustaceos. A nivel de la
dermis, predominaron los acumulos de colagena irregulares con fibroblastos
embebidos en la matriz, de aspecto fusiforme con escaso a moderado
citoplasma, nucleos ovales y pleomorficos con nucleolos prominentes (Figuras
21-24).



Se observaron vasos sanguineos de neoformacion en moderada
cantidad, asi como células inflamatorias perivasculares y melanomacréfagos
multifocalmente, asociados a aquellos casos con estructuras parasitarias en la
epidermis (Figuras 25y 26). En una de las neoplasias se apreci6 el predominio
del componente mesenquimatoso con las mismas caracteristicas antes
descritas para la dermis, sin presentarse a nivel de epidermis, cambios de tipo
proliferativo (Figuras 27 y 28). Los diagnosticos morfologicos emitidos fueron
de fibropapilomas (29/30) y fibroma (1/30) cutdneos con y sin presencia de
estructuras parasitarias Los cambios particulares de cada neoplasia se
engloban en los cuadros 3 y 4. No se encontré diferencia estadistica
significativa p< 0.05 por medio del andlisis de frecuencias y la prueba de
Kruskal Wallis (cuadro 5-11) en los datos evaluados ni entre los hallazgos

histopatolégicos.

7.1.2 Inmunohistoquimica

No se encontraron antigenos de herpesvirus en los 30 casos procesados
al no demostrar inmunopositividad a herpesvirus simplex tipos | y Il de color
café rojizo en 29 casos diagnosticados como fibropapiloma epitelial por
histopatologia y 1 como fibroma epitelial (Figuras 29, 30, 31, 32 y 33). Con base
en resultado del estudio, el nimero de casos con inmuhistoquimica negativa fue
del 100% Ver cuadro No 12.

7.1. 3 Ultraestructura

En epidermis, se aprecié la separacion de las capas de queratina, del
estrato corneo, observandose entre los espacios generados, la presencia de
estructuras de ovales a bacilares con membrana bien definida y contenido
granular de moderada densidad compatibles con bacterias (Figura 34). Las
células del estrato corneo presentaban forma plana alargada, anucleadas y con
diferente grado de degeneracion (Figura 35).



En las muestras evaluadas, en los estratos espinoso y granuloso, las
células se encontraban discretamente separadas por espacios electrollcidos,
eran de ovales a poliédricas, adheridas con abundantes complejos de unién que
incluian desmosomas y hemidesmosomas de diferentes tamafios distribuidos
aleatoriamente y de forma irregular. Los queratinocitos presentaban de escaso
a moderado citoplasma con abundantes filamentos de queratina libre y en
paquetes con escasos organelos (mitocondrias, reticulo endoplasmico, aparato
de Golgi, entre otros), glicégeno y formaciones vacuolares. En quince de
dieciocho de las muestras procesadas (83.3%), se observé en el citoplasma de
los queratinocitos de estos estratos, estructuras de redondas, semipoliédricas y
poliédricas, de 122 a 210nm de diametro, la mayoria electrodensas y algunas
asemejando la presencia de envoltura electrondesa, sugerentes de particulas
virales, con caracteristicas y tamafio similar a los virus de la familia Iridoviridae
(Figuras 36 y 37) Ver cuadro No. 1. Los nucleos de las células eran de
redondos a ovales con y sin escotaduras en la membrana nuclear, de diferentes
tamafios, con acumulos de discretos a leves de heterocromatina plegada a la
periferia, ocupando la eucromatina la mayor parte del contenido nuclear,
encontrandose de uno a dos nucleolos prominentes y en otras células nucleolo
de aspecto reticular. Algunas células presentaron en el nucleo zonas de
aspecto fino granular de moderada electrodensidad con siluetas electrollcidas,
asemejando estructuras pseudopoliédricas libres de 175nm aproximadamente
embebidas en dicho material, siendo sugerente de matriz de replicacion viral
(Figura 38). Las células del estrato basal estaban separadas por amplios
espacios intercelulares electroliicidos con presencia de puentes intercelulares
(proyecciones del citoplasma) y demosomas de diferentes tamafios. Las
células eran plemorficas con mdltiples invaginaciones de la membrana celular
de leves a moderadas, la cantidad de citoplasma era de leve a moderada con
multiples acumulos de filamentos de queratina y escasos organelos, dando un
aspecto de mayor densidad con respecto a los queratinocitos de los demas

estratos.



Los nucleos presentaban forma pleomorfica con invaginaciones leves de
su membrana, con acumulos discretos de heterocromatina plegada a la periferia
y con uno a dos nucleolos prominentes (Figura 39). Las secciones de
componente mesenquimatoso, estaban constituidas por células fusiformes
alargadas a poliédricas con proyecciones citoplasmaticas cortas, moderada
cantidad de citoplasma con moderada cantidad de organelos, el nucleo era
alargado, observandose también en otras células nucleos identados
marcadamente. Dichas células, se encontraban embebidas en abundantes
paquetes de colagena dispuestos en diferentes direcciones y de forma irregular.
En estas secciones, no se apreciaron particulas virales en las células

neoplasicas mesenquimatosas (Figura 40).



8. Discusion

Las arribadas de tortugas golfinas (Lepidochelys olivacea), se llevan a
cabo en los meses de junio a noviembre de cada afo, llegando a encontrar
mas de 300,000 hembras anidadoras en el total de la temporada (Castellanos
R. et al. 2002). Se han monitoreado arribadas de hasta 150, 000 animales en
diferentes lugares de anidacion de esta especie en playas de la India y Costa
Rica, en las que se informé una incidencia del 3% del total de la poblacion con
presencia de FP (Chavez A. et al 2000). La playa “Escobilla” en Oaxaca
México, es una de las playas mas grandes de anidacion de esta especie a nivel
mundial, en donde se realizan programas de monitoreos con el fin de promover
la conservacion de estos animales (Castellanos R. et al. 2002; Reporte anual
del Centro Mexicano de la Tortuga CMT 2007). En la presente investigacion se
determind una arribada aproximada de 200,000 animales en agosto de 2006,
reportada por el CMT en 2007 y con base en los datos biométricos obtenidos
de 30 hembras, se encuentra que la edad aproximada de los animales es de 10
a 20 afios (Wineken J. 2004), sefalandolas como adultos jovenes.
Coincidiendo con lo sefialado por Aguirre y colaboradores en 2000, quienes
con base en la morfologia, tamafio de las lesiones identificadas como FP y los
datos biométricos, describen en un estudio con tortugas verdes (C. mydas)
varadas en las costas australianas que la fibropapilomatosis afecta
principalmente a animales adultos. Lo anterior también coincide con Ehrhart y
colaboradores en 1998, que proponen en un trabajo de investigacion en tres
zonas geograficas de las costas del Atlantico, que la FP se desarrolla en
tortugas verdes (C. mydas) adultos jévenes durante sus rutas migratorias,
basados en las capturas en las zonas de alimentacion, los datos biométricos y
en los habitos alimenticios de los animales, que a esta edad aun se alimentan
de peces y con lo reportado por Greenblatt R. et al. en 2005 los cuales sefalan
gue la FP en tres distintas especies de tortugas marinas de tres diferentes

areas geograficas, tiene alta prevalencia en animales inmaduros.



Oros et al. en 1999 sugieren que la FP fue descrita inicialmente en
animales adultos en vida libre en las costas de Florida y en animales adultos
jovenes bajo condiciones de cautiverio en las Islas Caiman y que la mayor
incidencia de FP se encuentra en animales de 40 a 90cm de longitud
aproximadamente segun la especie. Macroscopicamente, Work y Balasz en
2004 en un estudio enfocado a la identificacion de bacterias en la piel de
tortugas verdes (C. mydas) moribundas en las costas de Hawaii, miden y
clasifican los tumores otorgando la siguiente nomenclatura: 1 menor de 5cm, 2
mayor de 5 y menor de 10cm y 3 mayor de 10cm. Basado en ello, en nuestro
estudio se propone una clasificacibn modificada para tortugas golfinas (L.
olivacea) tomando en cuenta el tamafo de la especie, el tamafio de las
lesiones e identificacion de la zona corporal afectada mas comidn como sefiala
Herbst y colaboradores en 1999 quienes en un estudio de patologia y
patogénesis comparada con tortugas verdes (C. mydas) varadas vivas en las
costas de Florida y Hawai, identificaron las zonas corporales afectadas
incluyendo ojos, boca y érganos internos e indicando que la presencia de
tumores externos es proporcional a la presencia de tumores en Organos
internos, dando seguimiento a este estudio con cortes histolégicos seriados de
cada tumor y cada zona. Adnyana y colaboradores en 1997 en las costas de
Indonesia observaron en tortugas verdes (C. mydas) de vida libre, que la mayor
parte de los FP estudiados eran en cabeza, aletas y zonas blandas,
determinando que esta enfermedad afecta principalmente la piel de estos
animales y posteriormente los ojos y 6rganos internos y como Oros et al. en
1999 refieren que los FP tienen mayor incidencia en cuello, extremidades, cola,
regiones axilares e inguinales, caparazon, plastron y posteriormente zonas
oculares, parpados, conjuntiva limbo y cornea y finalmente en 6rganos internos.
Bancroft J. y Stevens A. en 1982 y Meuten D. en 2002 describen la morfologia
macroscopica de los tumores epiteliales incluyendo fibromas y papilomas en
animales domésticos como de aspecto verrugoso y de coliflor basandose en el

tamanfo, forma, color, consistencia, lugar, etc.



Jelinek F. y Tachezy R. en 2005 utilizan esta misma descripcion para
una evaluacion de histopatologia y microscopia electronica de papilomas
epiteliales en ganado bovino. Basados en lo anterior y en los criterios de
identificacibn macroscépica propuestos por Aguirre y colaboradores en 1994,
quienes clasifican la morfologia macroscopica de los tumores epiteliales
identificados como FP en C. mydas como coliflores y verrugas, con base en su
apariencia, consistencia, tamafio y color y que también ha sido utilizada en
estudios con Caretta caretta, Eretmochelys imbricata y Natator depressus en
Hawaii, Barbados, Puerto Rico, Islas Virgenes, Panama, Colombia, Venezuela,
Belice, Australia e Indonesia por Adnyana et al. en 1997; Balasz et al. 1999;
Erhart et al. en el 2000 Nigro O. et al. 2004 respectivamente. En este estudio,
se utilizé la descripcion macroscopica de aspecto de coliflor, verruga y mixtos y
se encontrd la misma morfologia macroscépica en tortuga golfina L. olivacea.
Aguirre y colaboradoes en 1994, 1998 y 2000 con tortugas varadas,
moribundas y en vida libre respectivamente, en las costas de Hawaii y Florida,
evaluaron histopatolégicamente los FP encontrados en la piel de las tortugas
marinas y sus cambios de tipo proliferativo en epidermis y dermis, sefialando
como lesion inicial la degeneracion vacuolar del estrato basal, ademas de
observar cuerpos de inclusion en los ndcleos de epidermis, degeneracion
balanoide y necrosis como lo producido por los herpesvirus, incluyendo FP de
organos internos en C. mydas. Herbs y colaboradores en 1999 también con C.
mydas proponen algunos criterios similares de evaluacion histopatoldgica,
como proliferacion epidermal y dermal, hiperqueratosis degeneracion celular,
presencia de cuerpos de inclusion, etc. Sin embargo, en nuestra investigacion,
basados en estos criterios y en los de evaluacion histopatolégica para tumores
cutaneos utilizados en el Departamento de Patologia de la FMVZ, se
modificaron, se clasificaron de acuerdo a su localizacion (focal, multifocal, zonal
y difuso) y se afiadid grado de severidad (+) leve (++) moderado y (+++)

Severo.



MicroscOpicamente, las lesiones cutaneas evaluadas, presentaron
cambios de tipo proliferativo como hiperqueratosis ortoqueratosica e hiperplasia
del epitelio estratificado escamoso. En el estroma se encontraron fibroblastos
bien diferenciados con areas densas de fibras de colagena, vacuolizacion y
moderada infiltracion de células inflamatorias mononucleares hallazgos que
son similares a lo descrito por diversos autores como Jacobson E. et al. 1991
quienes en C. mydas y Caretta caretta sefialan la proliferacién epidermal y
dermal como lesion caracteristica de los FP y posible dafio por la presencia de
un virus; Aguirre A. et al. 1994, 1998, 1999 y 2000 ademas de los cambios de
tipo proliferativo sefialados, hacen hincapié en la presencia de cuerpos de
inclusion intranucleares como los que producen los herpesvirus y el dafio
citopatico como necrosis, también producido por éstos y asocian la presencia
de FP a un virus similar a los de la familia de los herpesvirus apoyados en otras
técnicas diagnosticas, ademas de concluir que pueden estar asociados como
vectores los ectoparasitos comunes en tortugas marinas y los papilomavirus de
la familia Papovaviridae. Herbs et al. en 1997 y 1999 con FP de tortugas
verdes (C. mydas) también observan cambios en la epidermis y dermis,
cuerpos de inclusion nucleares y otros microorganismos como bacterias y
huevos de trematodos mediante histopatologia, ademas de encontrar
antigenos de herpesvirus mediante inmunohistoquimica y concluyen que el
desarrollo de FP estd asociado a herpesvirus y otros microorganismos tales
como bacterias y ectoparasitos; Oros et al. 1999 sefialan que observaron
mediante histopatologia los cambios epidermales y dermales mencionados,
pero no observan cuerpos de inclusion ni caracteristicas que indiquen la
presencia de un virus como agente causal y mencionan que el desarrollo de la
FP esta asociado posiblemente a la presencia de ectoparasitos quienes fungen
como vectores o bien las patologias derivadas de actividades humanas, como
pesca ilegal, contaminacion marina por pesticidas y residuos derivados del

petrdleo.



Herbs L. y Klein P. en 1995 y Ehrhart L. et al. 1998 coinciden al
concluir que la FP es una enfermedad de gran impacto en las poblaciones de
las diferentes especies de tortugas marinas y que el desarrollo de los FP
cutaneos y los cambios histopatolégicos que se observan, al evaluarlos estan
asociados a multiples factores predisponentes, tales como inmunosupresion,
contaminacion ambiental y de las zonas de alimentacion, presencia de
ectoparasitos, bacterias y un agente causal identificado por el dafio
histopatolédgico producido y la positividad a antigenos de herpesvirus mediante
inmunohistoquimica, como “parecido” a los de la familia de los herpesvirus.
Matushima E. et al. 2001 no encontraron evidencia histopatologica,
inmunohistoquimica ni ultraestructural contundente de que los herpesvirus y
los papilomavirus sean los agentes causales de la FP en tortugas verdes (C.
mydas) en Brasil. Narama |. et al. en 2004 y Jelinek F. y Tachezy R. en 2005
reportan estudios de FP en mamiferos y tienen caracteristicas histopatologicas
similares con los fibropapilomas que se revisaron excepto por el dafio citopatico
y los cuerpos de inclusién. En nuestro estudio, no se encontraron cuerpos de
inclusién nucleares ni citoplasmaticos o lesiones caracteristicas causadas por
herpesvirus asociados a la replicacion viral como necrosis, dafio citopatico,
degeneracion balonoide de células epidermales, vacuolizacion etc. Como
mencionan Aguirre et al. 1999 y 2000; Coberley S. et al. 2002b; Lu Y. et al.
2003 Greenblatt R. et al. 2005. Diferentes técnicas diagndsticas y moleculares
han sido utilizadas para examinar la posible reaccidon entre herpesvirus de
mamiferos y reptiles con la intencion de identificar al agente causal de la FP en
tortugas marinas, dulceacuicolas y terrestres (Coberley S. et al. 2002 a;
Hiroyuki K. et al. 2004; Origgi F. et al. 2004). Los antigenos del herpesvirus que
afectan a las tortugas marinas han sido identificados previamente mediante
inmunohistoquimica en tumores de tortugas verdes (C. mydas) varadas y

moribundas en las costas de Florida y Hawai (Greenblatt R. et al. 2005 a).



La prueba de Immunohistoquimica es una técnica determinante para la
identificacién de antigenos de agentes virales tales como adenovirus, poxvirus
y papilomavirus (Damian M. et al. 2005). Asi como del herpesvirus que afecta
a las tortugas marinas usando LETV como antigeno (LETV-Unico herpesvirus
de tortugas marinas aislado de plasma y mantenido en cultivo) (Coberley S.
2002b). En su estudio de Inmunohistoquimica en plasma de tortugas verdes
gue presentaban FP, Coberley S. et al. en 2002 a y b, observaron
inmunopositividad a anticuerpos contra LETV y HSV concluyendo que existe
una clara relacion entre estos dos antigenos, el herpesvirus que afecta a las
tortugas marinas y la presencia de FP. La inmunopositividad a antigenos en FP
y plasma de tortugas marinas, sugiere que existe respuesta a proteinas
particulares de los herpesvirus (gB y gG) aunque también pueden existir otros
virus involucrados a la reaccién positiva con antigenos de herpesvirus (Herbst
L. et al. 1995). En nuestro estudio, mediante inmunohistoquimica del complejo
avidina biotina peroxidasa (ABC), no se observdé inmunopositividad para
antigenos especificos de herpesvirus simplex tipo 1 y tipo 2 (HSV1) como lo
que proponen diversas teorias, que mencionan que el agente causal de la FP
en tortugas marinas es considerado un virus “similar” a los de la familia de los
herpesvirus (Aguirre et al. 1994 y 1999; Coberley S. et al. 2001). Cabe sefialar
gue aun cuando en FP se producen efectos y dafios celulares caracteristicos
de los herpesvirus, aun no se ha logrado aislar, inocular, obtener replicacion y
determinar su verdadera participacion en el desarrollo de FP en tortugas
marinas. Herbst y colaboradores en 1994, tampoco pudieron identificar por
inmunohistoquimica la presencia de antigenos de herpes simplex tipo 1 en 19
tortugas varadas con FP epiteliales utilizando como anticuerpo primario LETV
concluyendo que la presencia de un herpesvirus no es responsable del

desarrollo de FP en C. mydas.



Matushima E. et al. en 2001 en las costas de Brasil, llevaron a cabo un
estudio de inmunohistoquimica con la técnica peroxidasa antiperoxidasa en FP
de piel de tortugas verdes (C. mydas) tratando de identificar antigenos de
papilomavirus y herpesvirus simplex tipos | y Il utilizando anticuerpos
policlonales, sin encontrar positividad franca a antigenos especificos del grupo
de los papilomavirus BPV ni a antigenos especificos del grupo de los herpes
simplex. Con base en lo anterior, en el estudio de FP en tortuga golfina
(Lepidochelys olivacea) de la playa “Escobilla” Oaxaca, México mediante
histopatologia y microscopia electronica de transmision, no se pudo encontrar
evidencia contundente de que el agente causal de la FP sea un herpesvirus.
Mediante microscopia electronica, en los FP de tortugas marinas, se observan
cambios en las células de la epidermis como pleomorfismo, aumento de
tamafio, vacuolizacién con particulas virales bien definidas con envoltura y
viribn  en nudcleo y citoplasma de las células, en dermis fibroblastos
pleomodrficos con caracteristicas neoplasicas y abundante colagena. (Aguirre A.
et al. 1994; Oros J. et al. 1999; Herbs L. et al. 1999; Aguirre A. et al. 1994;
Ehrhart L. et al. 1998; Aguirre A. et al. 1998; Jelinek F. y Tachezy R. 2005).
Ultraestructuralmente en este estudio, la morfologia en los queratinocitos de los
estratos basal, espinoso y granuloso en la epidermis, asi como de los
fibroblastos en dermis, son indicativos de células neoplasicas de tipo benigno,
sin encontrarse cambios morfolégicos sugerentes de malignidad o displasia,
concordando con los descrito por microscopia Optica y lo citado en la literatura
(Aguirre A. et al. 1994; Ehrhart L. et al. 1998; Lu Y. et al. 2000; Meuten D.
2002;). La pérdida de la relacibn nucleo-citoplasma, anisocitosis Yy
anisonucleosis, presencia de escotaduras en la membrana nuclear, formacién
de nucleolos prominentes y de aspecto reticular, son criterios presentes en las
células de epidermis y dermis, para ser considerados como de células
neoplasicas benignas (Oros J. et al. 1999; Lu Y. et al. 2000; Meuten D. 2002;
Coberley S. 2002b).



La presencia de abundantes complejos de union (desmosomas y
hemodesmosomas) y acumulos irregulares intracitoplasmaticos de filamentos
de queratina en células epidermales, son alteraciones particulares de los
tumores de origen epidermal y la abundante produccién de colagena en
paquetes irregulares, proliferacion de reticulo endoplasmico y pleormorfismo
nuclear son alteraciones presentes en las neoplasias de tejido conjuntivo
(Erlandson R. 1994; Eyden B. 1996; Ehrhart L. et al. 1998; Aguirre A, Balazs G.
2000; Lu Y. et al. 2000; Meuten D. 2002). Durante la evaluacion de las células
epiteliales de este estudio, no se apreciaron zonas de replicacion viral de
herpesvirus, las cuales generalmente se manifiestan por acumulo intranuclear
de viriones maduros e inmaduros con la fragmentacién y disgregacién nuclear
y la presencia en el citoplasma de particulas maduras con las envolturas que
caracterizan a este grupo de virus (Cheville N. 1994; Aguirre A, Balazs G.
2000). No se apreciaron tampoco particulas virales de otros agentes descritos
en la literatura asociados a fibropapilomas en tortugas marinas como retrovirus,
papilomavirus o virus desnudos (Aguirre A. et al. 1999; Coberley S. 2002a; Lu
Y. et al. 2003; Nie Z. et al. 2006). Por otro lado, en este estudio los
queratinocitos de los estratos espinoso y granuloso presentaron en el
citoplasma estructuras redondas, semipoliédricas y poliédricas electrodensas
de 122 a 210nm de didmetro, que con la aplicacibn de criterios para
identificacion de particulas virales (Cheville N. 1994; Aguirre A. et al. 1998;
Cedillo C. et al. 2006), que incluye su localizacidon en el citoplasma, morfologia
y tamafo, aunado a la presencia en algunas de ellas, de una pseudoenvoltura
0 membrana electrodensa, sugieren ser particulas virales pertenecientes a la
familia Iridoviridae. Los virus de la familia Iridoviridae comprenden un grande y
complejo grupo de microorganismos asociados con enfermedades en peces de
agua dulce, marinos y anfibios (Qin Q. et al. 2006). Los iridovirus son agentes
de distribucion mundial, causantes de enfermedades infecciosas y proliferativas
en diferentes especies de reptiles, anfibios y peces (Mao J. et al. 1999; Wen J.
et al. 2004).



Reportandose en los ultimos afios nuevos informes con respecto a la
presentacion de este agente, nuevas variantes y su adaptacion a otras
especies como descripciones que indican aislamientos de iridovirus en tortugas
de concha blanda (Trionyx sinensis) (Chen Z. et al. 1999), asi como un
iridovirus en una coleccion de quelonios, que mediante microscopia electronica
de transmision, PCR y analisis secuencial, el agente viral se clasific6 como
perteneciente del género Ranavirus (Hyatt A. et al. 2002). En el caso de los
peces, algunos iridovirus desencadenan enfermedades de tipo proliferativo
como en el caso de la linfoquistosis, generando nodulaciones tumorales a nivel
de la piel (Noga J. 1996). En 2005 Chi-Tung T. y colaboradores lograron
identificar la secuencia completa del genoma de los iridovirus y compararon su
organizacion genomica; también existen diversos informes en los cuales se han
realizado analisis moleculares para clonar el DNA y encontrar la presencia de
virus y determinar su participaciéon en enfermedades en reptiles (Paul E. et al.
2007). O como el de San-Tai S. et al. en 2005, que describen iridovirus
relacionados con enfermedades de tipo infecciosas, causantes de lesiones
necréticas, ulcerativas y hemorragicas en tortugas de concha blanda
(Pelodiscus sinensis.

La presencia de ectoparasitos nombrados comunmente “balanos” en
tortugas marinas es cada vez mas frecuente (Greenblatt R. et al. 2004). En L.
olivacea es comun observar balanos de diferentes tamafios en la superficie
corporal (Hernandez S, Valadez C. 1998). Estos ectoparasitos han sido
propuestos como posibles vectores de la fibropapilomatosis en tortugas
marinas (Greenblatt R. et al. 2004; Gamez S. et al . 2006). En este estudio, se
encontraron ectoparasitos considerados como “balanos” en la superficie de los
FP y fueron evaluados microscopicamente (Maybelle C, Lichtenfels R. 1973) y
ultraestructuralmente (Largersson N. et al. 2002). Posteriormente fueron
Identificados en el Instituto de Biologia de la UNAM como Crustacea cirripeda.
Debido a que no se encontré relacion en la diseminacion de particulas virales
(Leibovitz L, Koulish S. 1989) mediante histopatologia, inminohistoquimica y

ultraestructura se consideraron como hallazgos incidentales.



9. Conclusiones

Se caracterizO macro y microscopicamente la Fibropapilomatosis en
tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) de la playa “Escobilla” Oaxaca, México.

La Fibropapilomatosis en tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) tiene
particulas virales similares a iridovirus.

La patologia de Fibropapilomas es una enfermedad de presentacion
relativamente frecuente en las poblaciones de tortugas marinas, asociada a un
agente viral parecido a los de la familia Iridoviridae y a la presencia de
patologias asociadas, predisponentes y la persistencia subclinica de la
infeccion cronica.

Las lesiones cutaneas proliferativas son similares a las descritas
anteriormente y no se asocian a la presencia de otros virus antes descritos
debido a que sus efectos citopéaticos no fueron comprobados.

Ultraestructuralmente se han tratado de asociar agentes virales y sus
efectos aparentemente irreversibles en fibropapilomas, cuyo rol en la cronicidad
de la enfermedad no ha sido adecuadamente estudiado ni descrito.

Los cambios en la ultraestructura epitelial no han sido tan claramente
documentados ni comprobados anteriormente en tortugas marinas con
presencia de tumores epiteliales, sin embargo en estos animales se han
evidenciado hallazgos histopatol6gicos compatibles con fibropapilomas.

Existen escasos estudios encaminados a evaluar el cambio y las
anormalidades epiteliales extra e intracelulares y ninguno disefiado para
evaluar de acuerdo a estos cambios y a la respuesta a los tratamientos ya sean
médicos o quirdrgicos, la irreversibilidad de dicha patologia.

Es necesario continuar con estudios apoyados en técnicas especificas
que permitan aislar al agente causal, debido a que en este estudio, no se pudo
determinar la participacion de las particulas virales similares a iridovirus en el

desarrollo de la fibropapilomatosis
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Cuadro 1. Criterios generales de identificacidon ultraestructural de particulas virales.

Virus Material | Morfologi| Tamafio | Presenci | Sitio de |Localizacio
geneético a nm ade replicaci n
envoltura on
Herpesvirus | ADN |lcosaédric| Virion Si Nucleo Nucleo
Doble o] 100-200 Citoplasma
cadena
Papilomavir | ADN |Icosaédric| 50-55 No Nucleo Nucleo
us Doble o]
cadena
Iridovirus ADN |lIcosaédric| Virion Si Citoplasm | Citoplasma
Doble 0 115-125 a
cadena 120-300 Nucleo

Basados en lo descrito por Cedillo C. et al. 2006.
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Cuadro 2. Datos biométricos y caracteristicas de los FP de las tortugas golfinas (Lepidochelys olivacea) evaluadas.

D Identificacion de FP superficie FP seleccionado paratoma de muestras Datos biométricos
# tortugas en la playa corporal
Fecha Hora Zona C?J'd Dlsit(;'nbu Tamafio Grado Descripciéon macroscoépica CCLmin SCLmax
) En aleta Al, aspecto de coliflor, rosa
T1 09/08/ 02:00 Estaca 5 AC 3.0cm L palido grisaceo, firme, 69,68,68 73,74,71
2006 am 19 Leve .
con ectoparasitos
T 12/08/ 01:00 Estaca 4 A 7B 3em 1 En aleta AD, aspecto de coliflor, 66.66.66 70.71.73
2006 am 14 Leve blanco, firme
T 12/08/ 02:00 Estaca 3 A 7B 2 em 1 En aleta Al, aspecto de coliflor, rosa, 69.70.70 73.75.74
2006 am 11 Leve firme
T4 12/08/ 02:30 Estaca 7 A 7B 12 cm 3 En aleta AD, aspecto (_je_collflor, 65,6365 68.70.70
2006 am 15 Severo redondo, rosa, muy irrigado
T 13/08/ 08 :00 Estaca 1 CAZB 25 em 1 En aleta AD, aspecto dg cpllflor, blanco 66,66.66 69,6769
2006 am 12 Leve rosado con gris, firme
T6 13/08/ 09 :00 Estaca 5 A 7B 3em 1 En aIe@a Al, aspect_o ,de verruga en 67.67,68 70,70,69
2006 am 9 Leve racimo, rosa grisaceo, firme
. En aleta Al cerca de caparazén, aspecto
77 ~ 18/08/ 0930  Estaca 5 CAZB 4cm 2 de verruga en racimo, 64,66,66 68,69,69
2006 am 20 Moderado h ) -
gris rosado, firme, irrigado
13/08/ 10:00 Estaca 1 En aleta AD cerca de caparazon,
8 2006 am 17 1 A 2.cm Leve aspecto de coliflor, gris rosado, firme 65,65,65 68,67.,68
) En aleta AD cerca de caparazon,
T9 123(;82/ 12';5 Es;gca 3 A ZB 4.cm Modgrado aspecto de coliflor, rosa palido 69,68,65 70,73,72
grisaceo, firme, irrigado
13/08/ 11:20 Estaca 2 En cuello, aspecto de coliflor, rosa
T10 2006 am 11 4 AZB 8.2¢m Moderado palido, firme, irrigado 70,7170 75,75,75

ID= Identificacion y nimero de tortuga; CCL min= Curva minima del caparazén; SCL max= Recta maxima del caparazén; A= Aletas, C= Cabeza, ZB= Zonas blandas,

Cap= Caparazon.
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Cuadro 2. Datos biométricos y caracteristicas de los FP de las tortugas golfinas (Lepidochelys olivacea) evaluadas.
(Continuacion)

D Identificacion de FP superficie FP seleccionado para toma de muestras Datos biométricos
# tortugas en la playa corporal
Fecha Hora Zona Carljtlda D|stg|nbuu Tamafio Grado Descripcion macroscdépica CCLmin SCLmax
. En zonas blandas cerca de caparazén,
T11 13/08/ 11:50 Estaca 2 A 3.9cm 2 aspecto de coliflor, rosa grisaceo, firme, 64,65,65 67,68,68
2006 am 13 Moderado o
irrigado
T12 13/08/ 12:00 Estaca 5 CAZB 8.2 cm 3 En aleta AD, aspggto de gol|flor, rosa pélido 69.69,69 73,75.73
2006 pm 15 Severo grisaceo, firme
. En zonas blandas, aspecto de coliflor,
T13 13/08/ 12:50 Estaca 6 CAZB 5cm 2 semiredondo, rosa palido grisaceo, firme, 66,66,65 69,69,67
2006 pm 11 Moderado L
irrigado
En zonas blandas cerca de caparazén
13/08/ 16:00 Estaca 2 o !
T14 2006 hrs. 21 7 CA ZB 3.1cm Moderado aspecto de verrugz,”;o;a palido grisaceo, 70,70,70 75,73,72
. En zonas blandas (entre AD y pecho),
13/08/ 16:20 Estaca 2 P .
T15 2006 hrs. 21 5 CAZB 4 cm Moderado aspecto de verrugz,mrqoesa palido grisaceo, 66,66,65 69,70,68
13/08/ 17:00 Estaca 2 En zonas blandas cerca de aleta Al, aspecto
Ti6 2006 hrs. 20 8 CAZB 6.3 cm Moderado de coliflor, rosa palido, firme, irrigado 66,66,65 69.69,68
13/08/ 17:25 Estaca 2 En zonas blandas cerca de aleta Al, aspecto
7 2006 hrs. 20 4 AZB 4.3¢cm Moderado de coliflor, rosa palido, firme, irrigado 65,65.65 68,68,68
En aleta AD, aspecto de
13/08/ 18:00 Estaca 2 - . g
T18 2006 hrs. 18 9 CAZB 5.2cm Moderado coliflor, rosa p_al_ldo grisaceo, 70,70,70 76,76,73
firme, irrigado
13/08/ 18:45 Estaca CAZB 1 En zonas blandas cerca de caparazén y aleta
T19 2006 hrs. 16 1 Cap 22.cm Leve AD, aspecto de verruga, rosa grisaceo, firme 66,66,66 69,6968
En zonas blandas cerca de aleta AD y
13/08/ 19:20 Estaca 1 .
T20 2006 hrs. 14 1 Cap 2.4 cm Leve caparazon, aspecto de verruga, rosa 68,68,68 69,69,69

grisaceo, firme

ID= Identificacion y nimero de tortuga; CCL min= Curva minima del caparazén; SCL max= Recta maxima del caparazén; A= Aletas, C= Cabeza, ZB= Zonas blandas,
Cap= Caparazon.

52



Cuadro 2. Datos biométricos y caracteristicas de los FP de las tortugas golfinas (Lepidochelys olivacea) evaluadas.
(Continuacion)

D Identificacion de FP superficie FP seleccionado para toma de muestras Datos biométricos
# tortugas en la playa corporal
Fecha Hora Zona Carljtlda D|stg|nbuu Tamafio Grado Descripcion macroscdépica CCLmin SCLmax
13/08/ 22:00 Estaca 1 En zonas blandas cerca de aleta Al, aspecto
T2l 2006 hrs. 9 3 AZB 2.1cm Leve de verruga, rosa palido grisaceo, firme. 66,68,66 70,70,70
13/08/ 22:50 Estaca 2 En zonas blandas, aspecto mixto, rosa palido
T22 2006 hrs. 12 ! CAZB 4cm Moderado grisaceo, firme 69, 69,69 73,712,711
. En zonas blandas, cerca de aleta Al, aspecto
T23 13/08/ 23:28 Estaca 4 A 4.6 cm 2 de coliflor, rosa palido grisaceo, firme, 64,64,64 67,67,69
2006 hrs. 15 Moderado S
irrigado
14/08/ 12:50 Estaca 2 En zonas blandas, cerca de aleta Al, aspecto
T24 2006 am. 10 6 AZB Sem Moderado mixto, rosa blanco grisaceo, firme, irrigado 70,70,70 76,7676
125 14/08/ 12:55 Estaca 5 A 22cm 1 En zonas blandas, cerca f:ie aleta Al, _as_pecto 65.65,68 70,70,70
2006 hrs. 10 Leve coliflor, rosa blanco grisaceo, firme, irrigado
14/08/ Estaca 2 En zonas blandas, cerca de aleta AD,
T26 1:09 hrs. 9 CAZBP 3.1lcm aspecto semiredondo, rosa grisaceo, firme, 66,65,70 71,72,71
2006 11 Moderado L
irrigado.
14/08/ Estaca 3 En zonas blandas, cerca de aleta AD,
T27 2:00 hrs. 8 CAZBP 5.1cm aspecto coliflor, rosa blanco grisaceo, firme, 61,61,61 65,67,69
2006 13 severo s
irrigado
14/08/ . Estaca CAZB 2 En aleta AD, aspecto de coliflor y cebolla,
T28 2006 2:38 frs. 16 15 Cap P 16.9 cm Moderado semi redondo, rosa pélido, firme, irrigado 69,6969 73,712,711
En zonas blandas, cerca de aleta AD,
T29 14/08/ 4:35 hrs. Estaca 12 CAZBP 4cm 2 aspecto coliflor, rosa blanco grisaceo, firme, 68,68,68 73,75,75
2006 21 Moderado o
irrigado
En zonas blandas, cerca de aleta AD,
T30 14/08/ 7:25 hrs. Estaca 5 AZB 5cm 2 aspecto coliflor, rosa blanco grisaceo, firme, 69,69,68 73,75,70
2006 11 Moderado

irrigado

ID= Identificacién y nimero de tortuga; CCL min= Curva minima del caparazon; SCL max= Recta maxima del caparaz6n; A= Aletas, C= Cabeza, ZB= Zonas blandas, Cap= Caparazon.
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Cuadro 3. Hallazgos histopatoldgicos epidermales proliferativos e inflamatorios en las tortugas golfinas

(Lepidochelys olivacea) de la playa “Escobilla” Oaxaca, México.

Hi . Hiperquera Pustulas Células inflamatorias Melanomacréfa

iperplasi - . L2

Tortuga a tosis Erosion Degeneracion gos

Acantosis
# Epidermal. ortoquerat /Ulcera Células Estrato Intraepider HD LD M@ MZ
osica Basales Espinoso males

T1 ++ D +D ++D E ++Z +M + ++ 2z - + +2Z +
T2 +++M +a ++ +D Ez +M +M ++a+++Z - + - +
T3 ++ M-D +M +D - - - ++Z - - - +
T4 +D + +D E++Z ++M +a++M ++MF + ++ +Z +++ EX.
T5 +D - +D - ++Z - - - - +Z +
T6 +D +M +D - - - - - - - -
T7 +++ M-D ++D +D - +F - +a++M - +M - ++
T8 ++ M-D +D +D - +Z - - +M - - -
T9 ++ M-D +D +D - - - - - - - +
T10 ++ M-D +D +D E++Z +M +M +++ - +M - +M
T11 - - +D - +M - - - - - +M
T12 ++D +D +D E+ +Z +Z - +Z +Z - +M
T13 - - +D - ++M +M - - +M - +M
T14 ++M +M +D - +Z +Z +++Z +M +M - +M
T15 +M +M ++D - - - - - - - +M
T16 +D -+D +D EZz +Z +M +Z - - - +M
T17 ++D +D +D EZ +Z - +Z +M +Z +Z -
T18 ++D +M +D uz +Z +Z +Z - +M - +M
T19 ++D ++D +D EZ +M - +Z - - - +++ M
T20 - - +D - - - - - - +Z +M
T21 +D +M +D - - - - - - +Z ++ M
T22 +++ D +++ D +D UEZ +M +M +M +Z +Z - +M
T23 +M +D +D UEZ +Z +M +M - - - ++ M
T24 +M +D +D - - - - +Z +Z - +M
T25 ++ M ++ M +D - - - +Z - - - +M
T26 +D +M +D uz - - - - - - +M
T27 +D +M +D UEZ - - +M - - - ++ M
T28 +D +M +D E+Z - - - - - - +++ M
T29 ++ M ++D +D E+Z +M - - - +Z - +M
T30 - - - - - - - - - - +M

(D)= difusa, (M)= multifocal, (Z) = zonal, (F)= focal, (Ex)= exocitosis.(+)=Leve, (++)= Moderado, (+++)=Severo. (-)= negativo; HJ= heterdfilos; L= linfocitos;
Md=macréfagos.
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Cuadro 4. Hallazgos histopatoldgicos dermales proliferativos e inflamatorios en las tortugas golfinas
(Lepidochelys olivacea) de la playa “Escobilla” Oaxaca, México.

Tortuga Tejido conjuntivo (Colagena + Células inflamatorias .
. Melanomacroéfagos
# fibroblastos)
Denso Laxo HZ LD M MJ
T1 +++D - +M +++M +a++M ++M
T2 +++M +a ++M +M ++M +Z +M
T3 +++D - + +M +Z +++M
T4 ++a+++ M ++ A +++M +++ GR. M ++a +++M ++M +++M S
T5 +++D - +a++M ++ a +++M ++M +++M
T6 ++ M +Z +M ++M +M +M
T7 ++7Z ++ a +++M +M ++M +M +M
T8 ++ D - +M +M - +M
T9 ++M ++M +M +M - +M
T10 ++D +M +M ++M +a++M +M
T11 ++D +M +M +M - +M
T12 ++a+++D - +M ++a+++ M +a++M +++M
T13 +++D - +M ++M +M +M
T14 +++ D - ++a+++ M ++a+++ M +M +M
T15 +++D ++M +M +M - +M
T16 +++M +M +M ++M +a ++M +M
T17 +++D +M +M +M - ++M
T18 ++a+++ M - +M ++a+++ M +a ++M +M
T19 +++D - +M ++M +M +++ M
T20 ++ M - ++a+++ M ++a+++ M +M + M
T21 +++D ++M +M +M - ++ M
T22 +++D +M +M ++M +a++M +M
T23 +++M ++M +M +M - ++ M
T24 +++D ++M +M +M - +M
T25 ++a+++ M +M +M ++M +a++M +M
T26 +++D +M +M +M - +M
T27 ++ M - +M ++a+++ M +a++M ++ M
T28 +++D ++M +M +M - +++ M
T29 +++M +M +M ++M +a ++M ++ M
T30 +++D +M +M +M - +M

(D)= difusa, (M)= multifocal, (Z) = zonal, (F)= focal, (Ex)= exocitosis; (+)=Leve, (++)= Moderado, (+++)=Severo. (-)= negativo; HZ= heteroéfilos; L= linfocitos;

M@=macro6fagos.



Cuadro 5. Andlisis de frecuencias de presentacion de tortugas con FP en la

zona de captura.

Zona estaca # NUumero de casos Frecuencia (%)
11 5 16.6
10, 13, 15, 20, 21 3 10
9,12, 14,16 2 6.66
18 1 3.33

Cuadro 6. Andlisis de frecuencias de la distribucion corporal de

Fibropapilomas en las tortugas golfinas (Lepidochelys olivacea) de la playa

“Escobilla” Oaxaca, México.

Zona corporal # Frecuencia (%)
Aletas anteriores derechas 12 40
Aletas anteriores izquierdas 8 26.6

Zonas blandas 9 30

Caparazoén 1 3.33

Cuadro 7. Rango de Tamafo y analisis de frecuencias de grado de los FP en

tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) de la playa “Escobilla” Oaxaca,

México.
Tamaiio Grado # Frecuencia (%)
Rango (cm) 1 17 56.6
2a16.9 2 10 33.3
3 3 10
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Cuadro 8. Andlisis de frecuencias de la descripcién macroscépica de los

Fibropapilomas de Tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) de la playa

“Escobilla” Oaxaca, México.

Morfologia # Frecuencia (%)
Coliflor 20 66.6
Verrugas 20
Mixtos 4 13.3

Cuadro 9. Rangos y medias de los datos biométricos obtenidos de las

tortugas golfina (Lepidochelys olivacea) evaluadas.

Datos biométricos Rango (cm) x (cm)
Curva minima del caparazon 64 a7l 67.5
Recta maxima del caparazén 65a 76 70.5

57




Cuadro 10. Medias y error estandar de los hallazgos histopatolégicos epidermales

proliferativos e inflamatorios de las tortugas evaluadas por medio de la prueba

estadistica Kruskal Wallis.

Hallazgos histopatolégicos Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 (x) Final
X X X

Hiperplasia epidermal 2 15 14 1.83
Acantosis 1.35 1.05 1.14 1.17
Hiperqueratosis ortoqueratdsica 1.25 1 0.85 1.03
Erosion 1.25 0.4 0.4 0.68
Degeneracion
Células basales 1 0.84 0.14 0.66
Estrato espinoso 0.87 0.4 0 0.42
Pustulas intraepidermales 2.12 0.71 0.2 1.01
Heterdfilos 0.25 0.31 0.14 0.23
Linfocitos 1 0.42 0.2 0.54
Macroéfagos 0.5 0.21 0 0.23
Melanomacrofagos 1.25 1.10 1.42 1.25
Error estandar +0.39a +0.29a +£0.42a | £0.45a

Valores con distinta literal indican diferencia estadistica significativa p<0.05.

Cuadro 11. Medias y error estandar de los hallazgos histopatolégicos dermales
proliferativos e inflamatorios de las tortugas evaluadas por medio de la prueba

estadistica Kruskal Wallis.

Hallazgos histopatolégicos Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 (x) Final
X X X

Tejido conjuntivo
Denso 2.8 2.7 2.7 2.73
Laxo 1 0.92 0.85 2.77
Heterofilos 15 12 0.85 1.18
Linfocitos 2.1 1.8 15 1.8
Macro6fagos 1.3 0.92 0.65 0.95
Melanomacrofagos 2.25 1.3 1.57 1.70
Error estandar +0.33a +0.15a +0.22a | +£0.34a

Valores con distinta literal indican diferencia estadistica significativa p<0.05.
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Cuadro 12. Inmuhistoquimica a Herpesvirus simplex tipos 1y Il (HSV1). de los
casos de tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) de la playa “Escobilla”

Oaxaca, México.

No. Caso (+)/(-) Herpesvirus simpex (HSV1)

T1 (-)

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

T12

T13

T15

T16

T17

T18

T19

T20

T21

T22

T23

T24

T25

T26

(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
T14 (-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)

T27

T28

—~
1
~

T29 (-)

T30 (-)
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Gréfica 1. Comparacion de los hallazgos histopatoldgicos epidermales
proliferativos e inflamatorios en los tres grupos de las tortugas
evaluadas.

No existe diferencia estadistica significativa p< 0.05 entre los 3 grupos.

Gréafica 2. Comparaciéon entre los hallazgos histopatolégicos

epidermales de las tortugas evaluadas.

No existe diferencia estadistica significativa p< 0.05 entre los hallazgos histopatoldgicos.
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Gréfica 3. Comparacion de los hallazgos histopatolégicos dermales de

los tres grupos de las tortugas evaluadas.

No existe diferencia estadistica significativa p< 0.05 entre los 3 grupos .

Gréfica 4. Comparacion entre los hallazgos histopatoldgicos dermales

de las tortugas evaluadas.

No existe diferencia estadistica significativa p< 0.05 entre los hallazgos histopatolégicos.
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Figuras
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Figura 1. Vista satelital de la playa “Escobilla” Oaxaca, México.
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Figura 2. Vista aérea de la plaa “Escobilla” Oaxaca, México y del
campamento tortuguero del Centro Mexicano de la Tortuga (CMT)
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Figuras 3 y 4. Inicio de la arribada de Tortuga golfina (Lepidochelys olivacea)
durante agosto de 2006 en la Playa “Escobilla” Oaxaca, México.

Figuras 5y 6. Zona de la playa “Escobilla” de aproximadamente 12km
abarcada durante los recorridos para la recoleccion de muestras durante
la arribada.
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Figura 7. Identificacion FP en la aleta anterior izquierda de aspecto
morfologico asemejando a una coliflor de grado 3 (severo).

Figura 8. Formato de trabajo de campo propuesto.

Localizacién de fibropapilomas en superficie corporal de Lepidochelys olivacea.

Fecha: Hora: Playa: Zona:
Numero de Tortuga: Numero de placa,
Distribucién de FP Cantidad de FP
Dorsal
Dorsal Ventral Cabeza: Caparazon:

Aletas: Partes
blandas:
Otros: Lugar:
Ventral
Cabeza: Caparazon:
Aletas: Partes
blandas:
Otros: Lugar:

Datos Biométricos

Ccl min: Scl max :

Ccl min: Scl max :

Ccl min: Scl max :
Recolecciéon de muestras: Si: ___ No: Cantidad:

Descripciéon macroscépica:

Preservacion de tejido y empleo:

Formaldehido 10% _ Histopatologia Inmunohistoquimica
Glutaraldehido 2.5%__ Microscopia Electrénica

Alcohol o Parasitologia

Refrigeracion - Microbiologia

Congelacion Biologia molecular
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Figura 10. Aplicacion de anestesia local (xilacina al 2%) en la base del FP y en 5

sitios de infiltracion.

65



- a® ‘_f » A
Figura 11. Colocacioén de pinzas de hemostasis y Biopsia con bisturi del FP.
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Figura 12. Hemostasis posterior a la biopsia.
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Figu 14. Toma dedatos biométricos. Recta axima del caparazén SCL. max.)
en Tortuga golfina (L. olivacea) de playa “Escobilla” Oaxaca, México.
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Figura 15. Lepidochelys olivacea en la playa “Escobilla” Oaxaca.
Se observa lesion de aspecto nodular, de aproximadamente 6¢cm
de diametro en el centro de la aleta anterior izquierda.

Figura 16. Mdltiples lesiones identificadas como fibropapilomas de aspecto
verrugoso en las zonas blandas e inicio de las aletas frontales en L.
olivacea en “Escobilla” Oaxaca, México.
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Flgura 17 " Lesiones macroscoplcamente |dent|f|cadas como FP en las
“zonas blandas” e inicio de la aleta anterior derecha en Tortuga golfina (L.
olivacea) clasificadas como de aspecto de “verrugas”, grado 2 (moderada).

Flgura 18. Lesiones nodulares"macroscoplcamente |dent|f|cadas como FP
en la parte anterior, central y trasera de la aleta anterior izquierda en
Tortuga golfina (L. olivacea) clasificadas como “mixtas”, grado 3 (severo).
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N ) R e 5SS ‘ .
Figura 19. Lesion nodular macroscopicamente identificadas como FP en la
parte trasera de la aleta anterior izquierda en Tortuga golfina (L. olivacea)
clasificadas como de coliflor, grado 3 (severo).

Figura 20. Lesiones en zonas blandas cerca del cuello identificadas como
FP en L. oivacea clasificadas como “mixtas”, grado 2 (moderado).

-
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Figuras 21 a) Fibropapiloma de tortuga golfina (L. olivacea) de la playa “Escobilla”
Oaxaca, México. En donde se nota hiperplasia epidermal, proliferacion de
fibroblastos en dermis y algunos melanomacroéfagos H & E 4x. b) Detalle de un FP
con de tortuga golfina (L. olivacea) con acantosis marcada y formacién de clavas
dermales—epidermales, angiogénesis y proliferacion de fibroblastos en dermis H-E

40x.

L% : A e (v N
Figuras 22 a). Fibropapiloma de tortuga golfina (L. Olivacea) en donde se aprecia
hiperqueratosis, acantosis, formacién de papilas, proliferacion de fibroblastos
embebidos en paquetes de colagena en dermis, melanomacré6fagos rodeando
vasos sanguineos y eritrocitos H & E 10x. b) Detalle de una papila en la que se
encuentra la hiperplasia epidermal H & E 40x.
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Flguras 23 a) FP de tortuga golfma (L ollvacea) de la playa “Escobllla”
Oaxaca, México. Con presencia de ectoparasitos H & E 10x b) Dermis con
infiltrado  inflamatorio  perivascular, compuesto por linfocitos vy
melanomacroéfagos, asociado a ectoparasitos H & E. 10x.

Figuras 24 a) Fibroma de tortuga golfina (L ollvacea) de la playa
“Escobilla” Oaxaca, México. Donde se aprecia hiperplasia epidermal y
proliferacion de tejido fibroso. Ademas de leve infiltrado de células
inflamatorias mononucleares en dermis H & E 4x. b) Detalle del fiboroma
cutaneo de tortuga golfina (L. olivacea) con hiperqueratosis ortoqueratésica,
hiperplasia epidermal y fibrosis dérmica H & E 40x.
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Figuras
y I (HSV1) b) Control negativo a inmunohistoquimica a Herpesvirus simplex tipos |
y Il (HSV1).

Figura 26. Fibropapiloma de tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) de la playa
“Escobilla” Oaxaca, México negativo a antigenos de herpes simplex tipos | y I
(HSV1) mediante Inmunohistoquimica (4x).

Figuras 27. a) y b) Scciéns de fibropapiloma de tortuga golfina (Lepidochelys
olivacea) negativos a antigenos de herpes simplex tipos | y Il (HSV1) mediante
Inmunohistoquimica (10x y 40x) respectivamente.
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Figura 28. Ultraestructura de la epidermis de un Fibropapiloma donde se aprecia
desprendimiento de las capas de queratina del estrato corneo y estructuras de
ovales a bacilares con membrana bien definida y contenido granular de moderada
densidad compatibles con bacterias (Citrato de plomo— acetato de uranilo, 7500x).
Figura 29 Epidermis de FP compuesta por células poliedricas y ovales de
diferentes tamafios (Acetato de uranilo-Citrato de plomo, 12000x).
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Figura 30. Cltoplasma de queratinocitos neopla5|cos apreciandose multlples
estucturas electrodensas sugerentes de particulas virales de 122 a 220nm de
diametro (Acetato de uranilo-Citrato de plomo, 7500x).

Flgura 31 UItramlcrografla de ep|derm|s en donde se apreman estructuras |cosaedr|cas
electrodensas de 122 a 225 nm de diametro algunas con envoltura bien delimitada dispuestas en
citoplasma sugerentes de particulas virales, parecidas a las de la familia iridiviridae. (Acetato de

uranilo-Citrato de plomo, 12000x).
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Figura 32. Queratinocito neoplasico con escaso citoplasma y presencia de abundantes tono
filamentos y estructuras electrodensas semi redondas dispuestas alrededor del nicleo en el
citoplasma, el ndcleo se encuentra identado con nucleolo prominente, (Acetato de uranilo-Citrato

de plomo, 7500Xx).
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Figura 33. Ultramicrofotografia de una célula del estrato basal de bordes irregulares, con
invaginaciones en su membrana nuclear, nucléolo prominente y escaso citoplasma, con espacios
electrolticidos asemejando vacuolas (Acetato de uranilo-Citrato de plomo, 4500Xx).
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Figura 34. Ultramicrografia de la dermis en donde se aprecia un fibroblasto con caracteristicas
neoplasicas, intercalado en paquetes de abundante colagena. (Acetato de uranilo-Citrato de plomo,
7500x).
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