D157
235 ‘1
Universidad Nacional Autdbnoma

de México

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA
PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

EVALUACION INMUNOLOGICA DE TORTUGAS
BLANCAS (Chelonia mydas) CAUTIVAS
CON DERMATITIS ULCERATIVA

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS
PRESENTA
FERNANDO ALBERTO\MUNOZ TENERIA

TUTOR: DR. SERGIO ESTRADA PARRA

COMITE TUTORAL: DR. ABEL CIPRIAN CARRASCO
DRA. SUSANA E. MENDOZA ELVIRA

C.D. UNIVERSITARIA, D.F. 2003

1 TESISCON |
FALLA DT ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



. Ami madre, qu1en con su ejemplo y apoyo incondicional, me ha dado la fuerza’ para
seguir adelame en ‘ml superacnon personal y profesnonal ayudindome asi a alcanzar una
meta méis en mi vida.

A Isabel que permanece siempre a mi lado, compartiendo sacrificio y esfuerzo, ya qunen
debo la fe]1c1dad de una nueva vida nacida de nuestro amor. ¥ »

A Paola, quien ha sido una razén de alegria en mi vida

A todos mis hermanos, siempre presentes en mi pensamiento

ko Autori
; UNAL':‘.; :'la Direccion Generay de Biblic,
Hundir on formate electrenicy = ':1 ’ '

co
ntenido e mi tratajn

NOMm /é o
HZ& . —-—C.fMﬂaé_.ﬂ. -/él
— 2V &

FECHA 4
:- Foe onm, %
> | TESK Col
FALLA DF ORIGEN




Agradecimientes

Este trabajo fue posible gracias al apoyo y colaboracion entusiasta de diversas personas
pertenecientes a instituciones académicas, privadas y extranjeras, quienes unieron
esfuerzos con un solo objetivo: ayudar en la lucha tenaz contra la desaparicion de las
especies animales, victimas silenciosas del ser humano.

Al Dr. Sergio Estrada Parra, por su direccion y apoyo incondicional a todo aquel que como
yo, buscamos su ayuda y experiencia invaluable.

Al Dr. Andrés Romero Rojas por su codireccion y asistencia, sin la cual no habria sido
posible concluir este trabajo.

A mis Sinodales, Dr. Abel Ciprian Carrasco, Dra. Susana E. Mendoza Elvira y Dr.
Fernando Garcia Tamayo, por su valiosa asesoria y comentarios para llevar a buen término
este trabajo.

Al Dr. Thierry Martin Work, quien con su gran experiencia en tortugas marinas, me ha
brindado ayuda incondicional y apoyo en todo momento, para continuar mi desarrollo
personal y profesional.

A la MVZ Adriana D’amiano por su apoyo fundamental ¢n cl trabaJo de campo y su valiosa
amistad . -

histolégico

Al MVZ Eduardo Cardenas Pérez, mi mej ental en mi vida

personal y profesional

Al parque Xcaret por su apoyo logistico en el trabajo de campo, especialmente al personal
de tortugas marinas y campamentos tortugucros

A todo ¢l personal del laboratorio 8 que de una u otra manera colaboré para la realizacién
de este trabajo

TESIS CON
ALLA DE QRIGEN




Pagina

Resumen I
1. Introduccion 1
1.1 Evolucion y Clasificacién actual de las tortugas marinas 1

1.2 Estatus Legal 1

1.3 Tortuga Blanca (Chelonia mydas) 3

1.3.1 Biologia General 3

1.3.2 Inmunologia 5

1.3.2.1 Antecedentes . 5

1.3.2.2 Estructura del sistema mmune : 6

1.3.2.3 Factores que modulan la respuesta mmune ) ; 14

1.4 Antecedentes . 17

1.4.1 Estrategias de conservacion iy 17

1.4.2 Sistemas de cria en cautiverio =" - : 18

1.4.3 Enfermedades asociadas a la cria en cautlverlo . : 19

1.4.4 Programa de conservacion de tortugas marmas de Xcaret ' .22

1.5 Justificacion : : : R 24
1.6 Hipbtesis R : o 24"

2. Objetivo Gencral . ) 25
2.1 Objetivos Particulares o C.25

3. Material y Métodos o . 26
3.1 Sitio de estudio o 26

3.2 Animales de estudio : e : il e 26

3.3 Histopatologia L S e 28

3.4 Hemograma ‘ S 28

3.5 Cuantificacion de inmunoglobulinas (Igs) totales por ELISA indirecta " . 29

3.5.1 Purificacién de Inmunoglobulinas de tortuga Chelo‘ 'm myda.s SRR 29

3.5.1.1 Precipitacion de mmunoglobulmas sl T 29

3.5.1.2 Purificacién de Igs por cromatograt'a llqmda i i <29

3.5.1.3 Preparacion de anticuerpos IgG anti-1g de'tort :ga St 030

3.5.1.4 Titulacion de anticuerpos IgG.. de cabra anti-[g de tonuga T 31

3.5.2 Cuantificacion de lgs totales de tortugas Cheloma das: e 31

3.5.2.1 .Optimizacion de reactivos Lo 31

3.5.2.2 Optimizacion de conjugado : 31

3.5.2.3 Optimizacion de plasma de tortuga e IgG am\ Ig de‘ B 32

tortuga

L [ TESIS Con
FALLA DE ORIGEN




3.5.2.4 Cuantificacion de Ig totales de tortuga ern plasma por

ELISA indirecta 32
3.6 Medicioén de la inmunidad celular por prucbas dc hlpcrscnsnbxhdad
retardada 33
3.6.1 Estandarizacién de la técnica : 33
3.6.2 Medicion basal de la piel 33
3.6.3 Inoculacién 34
3.6.4 Medicién de la reaccion intradérmica 34
3.6.5 Histologia de la prueba de hipersensibilidad retardada 34
3.7 Cuantificacion de corticosterona plasmatica 36
3.8 Anilisis estadistico 36
4. Resultados . 37
4.1 Animales de estudio 37
4.2 Histopatologia , 37
4.3 Hemograma , 37
4.4 Cuantificacion de Ig totales de tortuga utilizando la técnica de ELISA
indirecta : 43
4.5 Medicién de la inmunidad celular por pruebas de I'upcrscnsnbxhdad :
retardada 5 N 47
4.6 Cuantificacion de Corticosterona plasmatica B AR 47
5. Discusion Lo 51
6. Conclusiones 57
7. Literatura citada 58

5 | T TESIS CON
FALLA DE ORICEN




Lista de cuadros v B Pagina

Cuadrol. Posicion de las tortugas marinas dentro de los reptiles 2
Cuadro 2. Distribucion actual de las tortugas marinas en México- 2
Cuadro 3. Comparacién de pesos y medidas 38
Cuadro 4. Comparacién de leucocitos totales y relacion heteréfilo linfocito 42
Cuadro 5. Comparacion de microgramos/ml de Ig totales detectadas en plasma por

ELISA Indirecta 42
Cuadro 6. ng/ml de corticosterona medidos por ELISA de competicién . 49

Lista de figuras

Figura 1. Ciclo de vida de la tortuga blanca e - 4
Figura 2. Comparacion estructural de IgY e lgY 5.7S con la IgG. .,.:f,‘f [ ' 4
Figura 3. Localizacion geografica del parque Xcaret en ¢l estado de Qumtana Roo 27
Figura 4. Dermatitis ulcerativa en region del cuello. 5 ; e 27
Figura 5. Estanque de concreto con flujo continuo de agua - 75 } S AR 35
Figura 6. Inoculacion intradérmica de PHA en la regién dela cloaca : L ‘ .35
Figura 7. Histopatologia tincion hematoxilina — eosma B 40
Figura 8. Histopatologia tincion de Gram 40
Figura 9. Morfologia de leucocitos de sangre penferlca 41
Fi igura 10. SDS- PAGE de mmunog,lobuhnas de tortuga Chelam 44
50
50
38
Grifica 2 Comparacton de pesos entre sanas y enfermas 39
Graﬁca 3. Comparamon de lcucocnos totales entre sanas 39
42
Chel()ma mydas 44
Grafica 6. Purificacion cn cromatografia liquida de anticue 45
Griéfica 7. Titulacion de I1gG de cabra anti-Ig de tortuga” St A 45
Griéfica 8. Curva estandar de Inmunogiobulinas punﬁcadas 'de tortuga Chelonia '
mydas , R 46
Grifica 9. Comparacion de inmunoglobulinas totales 46
Grifica 10. Estandarizacion de la prucba de hlperscnmblhdad_u:tardada S , 48
Grifica 5. Comparacion de respuesta a la ﬁtohemaglutmma - 49

A | TESISCON
. ‘[FALLA DE ORIGEN




Actualme‘nte,c'xisten 6 géneros y 8 especies de tortugas marinas, 7 de las cuales
anidan en México - y todas se encuentran amenazadas o en peligro de extincién. La

dermatitis’ ulceigtivhi es’ muy comun y altamente prevalente en las. tortugas marinas

=Para’ evaluar el funcionamiento del- 51stema inmune de tortugas

blancas (Cheloma mydav) :cautlvas enfermas con dermatms ulcerativa, fueron

seleccionadas’ 15 tortugasv perlenecxentes al programa de conservacmn de Xcaret de esta

especie. Ambos grupos de tortugas de 13 meses de edad y sexo- indeterminado, fueron
marcadas con placa metéllca pesadas, medidas y dwldldas en 2 grupos: siete tortugas

clinicamente sanas y ocho tortugas con dermatitis ulceratlva evxdente En cada grupo se

determiné el perfil inmunolégico analizando los camblos ' 1stopatologicos el leucograma

con diferencial, la relacion heteréfilo/linfocito, la chantlﬁcacnon de anticuerpos totales, la
inmunidad celular por respuesta de hlpcrscn51b111dad etardada a la fitohemaglutinina
(PHA) y la cuantificacién de comcosteron matlca' Dc acuerdo a los resultados
obtenidos, las tortugas afectadas con dermatms ulcerativa estan cromcamente estresadas e

mmunosupnmndas a mvel de mmumdad celular, la cual'al. parecer es deblda, a un estado de

Palabras Llaves Chéloniu* V'rhydt‘l.s',"dermétitis" uléeréti{{é,,,ééutiverio,k hiperscnsibil‘idad

retardada.
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1. INTRODUCCION

1.1 Evolucién y clasificacién actual de las tortugas marinas.

Los reptiles son vertebrados poiquilotermos, es decir, carecen de la habilidad para
regular la produccién sostenida de calor metabdlico y por lo tanto de una temperatura
constante. Debido a esto, su temperatura cambia con la temperatura de su medio ambiente,
dependiendo asi de una fuente de calor externo. Entre las especies reptilianas amenazadas
de extincion mas 1mportantes se encuentran las tortugas marmas (Cuadrol)

Las tortugas marinas tienen una larga hlstona evoluu ‘ de aproxunadamente 200

2), (Pritchard, 1997; Hirayam,

encuentran amenazadas o en pellgro de xtincion (Cuadr:
1998; Marquez, 1996). ;

1.2 Estatus Legal . : ; Sl
El departamento del interior de los‘Estados Umdo bajo la autondad del Acta de las, '

SlglaS cn ngles) mélyuye a todas las tortugas marinas en su Apendlc (I’Z‘rpbi‘b’i‘cié'h'fdél

comercm mtemacnonal dec o para los paiscs firmantes).
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Cuadro 1. Posicién de las tortugas marinas dentro de los reptiles

CLASE REPTILIA

ORDEN Especies representativas

Squamata Serpientes y lagartos

Chelonia Tortugas marinas, terrestres y acudticas
Sphenodontia Tuatara

Crocodilia Cocodrilos, caimanes y gaviales

Cuadro 2. Distribuciéon actual de las tortugas marinas en México (tomado de Marquez,

1996).
Género Especic Subespecies Nombre comun Distribucién
Carreta Carreta Carreta Caguama Golfo de México, Mar .
Caribe
Carreta Carreta Gigas Perica Océano Pacifico
Chelonia Mydas - Blanca Golfo de México y Mar
Caribe
Chelonia agassizzi - Prieta Océano Pacifico
Eretmochelys imbricata Imbricata Carey Golfo de México y Mar
e Caribe
Eretmochelys _imbricata _Bissa -~ Carey Océano Pacifico
Lepidochelys  Kempii - “Lora: Golfo de México y Mar
R Caribe
Lepidochelys  Olivacea - Golfina Océano Pacifico
Dermochelys  Coriacea -~ ‘Laad Océano Pacifico
2 TESIS CON
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En México, todas las especies de tortugas marinas fueron declaradas en veda total y
permanente por medio del decreto presidencial publicado en el Diario Oficial de la
Federacion el 31 de Mayo de 1990.

1.3 Tortuga Blanca (Chelonia mydas).
1.3.1 Biologia general

La Tortuga Blanca (Chelonia mydas) se distribuye por todos los mares tropicales y
subtropicales del mundo, habitando principalmente en aguas someras continentales e
insulares y es una de las 7 especies que anidan en las playas mexicanas.

Las crias son de color café oscuro o casi negro en cl carapacho y ventralmente son
blancas. Los adultos tienen el carapacho en forma oval, la cabeza relativamente pequeiia y
chata. Presenta pico aserrado. Cada aleta tiene una ufia visible. Es la mas grande de las
tortugas marinas de concha dura. Los adultos dorsalmente varian del verde al gris y café, y
ventralmente son color crema o blancas. La tortuga blanca alcanza casi un metro de
longitud promedio del carapacho y llega a pesar entre 70 y 230 kg, alcanzando su madureL

sexual entre los 16 y los 20 afios.

En su etapa de cria y _]uveml son de habnos a| i os- carmvoros pcro al llegar a

su ctapa adulta, camb:an dose durante el dia, pnnc:palmeme
de algas y pasto marmo aunqu qemaje (2%) de su dieta consiste de

crustaceos y mo uscos “Las hembras ad ggr_eséﬁ a su playa de origen y salen a

deposnar sus huevos ‘La lemporada de dacion en el golfo de México y mar Caribe

ocurre cmrc los meses de mayo a octubrp pcnodo de mayor abundancia es entre junio y
sepuembre el ciclo reproductivo mdlvndual ée repite generalmente cada dos o tres aiios. El
arribo de las tortugas a las playas de. amdacnén ocurre durante la noche, pueden anidar de
una a tres veces en la misma temporada con intervalos de 12 a 14 dias, ponicndo en cada
ocasion, alrededor de 100 huevos, los cuales eclosionan a partir de los 45 dias. Solo una de
cada 200 tortuguitas alcanzara la edad adulta y probablemente se reproducira (Figura 1)

(Pritchard, 1997; Marquez, 1996; Bowen et al, 1992).
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Figura 1. Ciclo de vida de la tortuga blanca (tomado de Meter L. Lutz, Biology of sea
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En México la anidacién se distribuye desde Tamaulipas hasta Quintana Roo. Entre
estas se incluyen Rancho nuevo y Tampico el alto, Tamaulipas; Tuxpan, Veracruz; Cayo
Arenas, Cayo Arcas y Arrecife tridngulos entre Isla Aguada y Sabancuy, en Campeche: Ria
Lagartos y Coloradas en Yucatian e Isla Mujeres, Cozumel y las playas que van desde
Tulum hasta Chetumal, en Quintana Roo.

Las mds importantes zonas de anidacidn se encuentran en el Caribe. Algunas playas
importantes son isla Aguada, Ria Lagartos, Cozumel, Xcacel y Mahahual, aunque las dreas
de mayor abundancia son las tres primeras. Las tortugas adultas son depredadas
principalmente por los tiburones. LLos huevos por zorrillos, puercos, perros, cangrejos,
hormigas, larvas de mosca y humanos; y las crias son depredadas por zorrillos, perros,

cangrejos, aves y peces (Marquez, 1996).

1.3.2 Inmunologia
1.3.2.1 Antecedentes. .

La tortuga blanca por ser poiquiloterma, cambia su temperatura con la temperatura
de su medio ambiente, y consecuentemente, la estructura y actividad funcional de su
sistema inmune cs ampliamente modulado por el medio ambiente (El Ridi, 1994,Zapata y
Torroba, 1994; Jones et al, 2000). La inmunologia de esta especie no ha sido estudiada en
profundidad, sin embargo, actualmente existe factores muy importantes que han impulsado
la investigacidon en esta area. Entre talcs factores se encuentra la cria en cautiverio, que
forma parte de las diversas estrategias de conservacion, la cual se ha visto complicada con
la aparicién de enfermedades y el poco conocimiento de su sisterma inmune provoca
grandes mortalidades, incrementando la necesidad de un mejor conocimiento en este campo
(Jones et al, 2000; Glazebrook y Campbell, 1990). Pero sin lugar a dudas ¢l factor que ha
impulsado los mAximos avances en la inmunologia de la cspecie ha sido la
fibropapilomatosis (FP), una enfermedad de etiologia desconocida, caracterizada por
tumores fibrocpitcliales y fibromas cn los ojos, la boca, la piel, y en varios 6rganos internos
en una amplia variedad de especies de tortugas marinas, la cual esta convirtiéndose en una
pandemia. Las especies donde la enfermedad es mas severa incluyen tortugas blancas

(Chelonia mydas), loras (Lepidochelys olivacea), y caguamas (Carreta carreta) (Aguirre ef
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al, 1999; Herbst, 1994). La FP afecta a tortugas jovenes principalmente, y debido a
que este estado es ¢l mas importante para la supervivencia de las especies, existe la gran
preocupacion de que la FP podria tener graves implicaciones a largo plazo para las

poblaciones de tortugas marinas (Crouse et al, 1987).

1.3.2.2 Estructura del sistema inmune.

El sistema inmune de la tortuga marina, y de los reptiles en general, ha sido poco
estudiado, pero basicamente se puede hablar de que estd conformado de 6rganos, células y
moléculas, que en forma general se parece al de los mamiferos, pero con particularidades

importantes.

A. Organos linfoides.
i) Timo. El timo es un 6rgano linfoide bilateral situado en posicién crancal al corazén en

tortugas marinas. Cada lado dcl timo consiste en dos pequefios lébulos.\cqmpletéryﬁnetjt“e'r

separados en los queldnidos. Este es el primer 6rgano linfoide en desarljc}llzriréé:yfalbijghél :
que los mamiferos es la fuente de linfocitos T que controlan la cinética 'y:lé magnitud de'la

respuesta inmune humoral y celular

El timo aparece bien desa ollado 1nicamente en temporadas con’ condlcxoncs

optimas especificas de especie o

m 'mdas cn cautiverio con condiciones aprop:adas de
temperatura, fotoperiodo, alimenta ;et‘cv.» De otra manera el timo muestra varios grados
de involucién. Esta ihvo_luéié cpmlﬁﬁa con persistencia ¢n las condiciones
medioambientales adversas (temperalura, fotoperiodo, etc) hasta que el timo es
transformado en tejido fibroso y"lylevg"a ha ser dificilmente detectable. Esta involucién es, sin
embargo totalmente reversible y en temporadas apropiadas o con ¢l mejoramiento de las
condiciones ambientales, la regeneracién del timo comicnza progresivamente hasta
alcanzar nuevamente su desarrollo éptimo. De esta forma la estructura del timo esta bajo 1a

influencia directa de las condiciones medioambientales (El Ridi, 1994; Frye, 1991).

ii) Bazo. El bazo cn las tortugas es csférico, oval § triangularmente elongado y esta rodecado

de una capsula de tejido conectivo denso. Este consiste de pulpa roja formada por cordones
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celulares esplénicos y sinusoides sanguineos y una pulpa blanca formada por diversos
agregados de ceclulares localizados predominantemente en la periferia y numerosos
agregados densos de linfocitos. Alrededor del 50 al 70% de los linfocitos esplénicos son
derivados del timo y estan localizados cen las areas yuxta-arteriolar timo-dependicente.

La involuciéon del bazo también es provocada por elevacién en los niveles de
testosterona, pero cl efecto es menos drastico que en el timo. Asi como sucede en el timo, la
arquitectura normal del bazo solo se observa bajo condiciones 6ptimas (E! Ridi, 1994; Fryek,
1991; Saad er al, 1991; Jurd, 1994).

B. Células del Sistema Inmune,

i) Linfocitos. Los linfocitos son las Vcévi‘ulas’; ekn'
representando e! 50 % de los leucocitos
alcanzando hasta ¢l 80% cn prim:

otros reptiles, han evidenciado:

a sus antige

citotoxicidad

6; Cuchcs y Clem, 1979; Mansour et al, 1980 Work
Los llhfocnos T parecen ser las células predominantes’ en
ulhea pero también son los que presentan mayores
os totales dc sangre periférica a lo largo de las estacioncs del
:umero y actividad en primavera (Zapata y Torroba, 1994; Work

nfocitos B presentan inmunoglobulinas IgM e 1gY de membrana y al

: parece se. mantienen mas o menos constantes a lo largo del afio (Negm y Mansour, 1982;

Negm y' ,Mansour 1983). Las células NK al parecer han sido evidenciadas en la tortuga

Mauremys La&plca por pruebas de citotoxicidad inespecifica, utilizando lineas celulares de

linfoma murino YAC-1 (Muiioz ef al 2000; Mufioz et al 2001).

Morfolégicamente los-linfocitos de todos los reptiles estudiados no se distinguen en

T, B 6 NK, y basicamente son muy,ﬁ‘s‘;éri)cjantes' a los de los mamiferos. En la tortuga blanca

son de forma esférica,- midcn'eht_rét:G;fva .:m de didmetro, presentan nuicleo redondo u

~:ﬁmc10nales (respuestas a mnogenos y

focnos B, Imfocntos Ty probablcmeme células g
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oval, frecuentemente indentado, con escaso citoplasma y granulos pequeiios y densos. Se
observan 2 tipos: 1) El mas predominante es uno pequefio con muy escaso citoplasma y sin
granulos aparentes a la microscopia optica y 2) Linfocitos grandes con granulos y
citoplasma mas aparentes son ocasionalmente vistos, los cuales podrian ser células NK
(Work et al, 1998; Bounous ef al, 1996; Alleman, 1999),

ii) Monocitos. Los monocitos de los reptiles parecen tener poca variacion estacional y su
namero y porcentaje relativo permanecen aparentemente constantes (0.5-5 %). No se han
documentado su existencia en especies del orden Squamarta (principalmente serpientes).
Los monocitos de la tortuga blanca fueron recicntecmente documentados, describiéndose
como més grandes que los linfocitos, miden entre 11 y 26 :m y son de forma redonda 6
amiboidea, con micleo redondo, oval 6 indentado, citoplasma abundante y con granulos y

vacuolas de tamaiios diversos (Frye, 1991; Work er al, 1998).

iii) Heterdfilos. Los heter6filos son los granul‘ citos mds . numerosos en los quelomdos y

los segundos en las serpientes, después de lo azurwﬁ‘ :

: Los eterofilos juegan un papcl

muy importante en la respuesta inmune a Vlyas,rmfeccxone acterianas, respuesta inflamatoria

y/o necrosis tisular, de forma muy sirhilé: a lo hacen los neutrofilos de los

mamiferos, pero a diferencia de éstos, no P nea dominante en los inicios de la
respuesta inflamatoria, ya que ha sido. reponado quc los monocitos/macréfagos son las
células que dominan y resuelven todo el proceso mflamatono Los heteréfilos aparecen en
menor nimero que los monocitos macréfagos desde el inicio de la respuesta y pueden
perdurar en nimeros bajos durante todo el proceso inflamatorio hasta su resoluciéon. Sin
emijé;go "esto ha sido documentado unicamente en serpientes, y no existe un reporte de lo
que Sﬂ;éede en tortugas, por lo que solo se puede suponer que el proceso es similar (Frye,
1959,1;‘,’A11eman et al, 1998; Tucunduva et al, 2001). Morfolégicamente, son los mas
gf;ndés de los granulocitos y la forma de sus granulos varian entre las especies de reptiles.
Lo_:‘s granulos tienden a ser mas grandes, ovales y menos numerosos ¢n los cocodrilos y algo
mas pequeiios, alargados y mas numerosos en serpientes y lagartos. En los queldnidos son

tan numerosos que desplazan el nucleo hacia la periferia. En la tortuga blanca
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especificamente, miden de 10 a 18 :m, el micleo es denso, oval o redondo y generalmente
en posicién excéntrica. Los granulos son fusiformes, pequefios y muy numerosos,
observandose de un color rojo-naranja brillante con tinciones tipo Romanowsky (Frye,
1991; Work et al, 1998).

iv) Eosinéfilos. Los Eosinéfilos son muy similares entre los reptiles, con excepcion del
orden Squamara, particularmente en las serpientes, donde se duda de su existencia. En la
tortuga blanca se han reportado 2 tipos: uno pequeiio, de 12 a 16 :m con nucleo redondo,
denso y bien definido que se obscrva de color azul-parpura con tinciones tipo Romanowsky
¥y un citoplasma azul, con granulos redondos bien definidos naranja claro. El segundo tipo
es una célula grande, de 14 a 22 :m que tiene nicleo amorfo, color azul-plurpura y posicion
excéntrica, su citoplasma c¢s abundante, claro y ligeramente granular con sus granulos
redondos y grandes. Estos granulos ticnen un brillo naranja y estan rodados por un ligero
halo refringente azul-naranja. Al parecer estos grande eosinéfilos son células degranuladas
por algun estimulo, probablemente parasitario, ya que en estos procesos juegan un papel
muy importante cn las tortugas marinas (Work er al, 1998; Allegan et al, 1999, Aguirre et
al, 1998).

v) Basdéfilos. Los basdfilos son los granulocitos mas ficilmente identificables por
observarse intensamente basofilicos. Son células mas pequefias que los heterofilos y su
nicleo se observa azul-purpura con un citoplasma bien definido con granulos basofilicos
pequeilos con tinciones tipo Romanowsky. Sin embargo son células muy escasas tanto en
tortugas blancas como en otros reptiles (Work er al, 1998; Bounous et al, 1996; Allegan et
al, 1999).

vi) Trombocitos. Los trombocitos son homéblogos a las plaquetas de los mamiferos, pero
tienen ntcleo y actividad fagociti‘ca,‘,Eh, la tortuga blanca, asi como en todos los reptiles
estudiados, tienden a ser elipsoidales: relativamente pequeiflos 6 con forma de uso, con
nicleo grande basofilico, localizadégécgt‘ralmcnte. Su citoplasma se tifie azul muy pdlido,

casi sin color y casi agranUlarélébxiz,'tlriéiones tipo Romanowsky y. cn algunas ocasiones
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pueden confundirse con linfocitos pequefios. Los trombocitos binucleados se pueden
obséryar ocasionalmente en animales anémicos (Frye, 1991; Jurd, 1994; Work et al, 1998;
Bounous er al, 1996; Allegan et al, 1999).

C. Inmunoglobulinas

En la tortuga blanca existen 3 clases de inmunoglobulinas. Un anticuerpo de peso
molecular elevado denominado [gM, como en mamiferos, de 850-900 kDa cuando 5
moléculas se unen en forma de pentamero y 200 kDa en su forma de monomero. Esta
inmunoglobulina se encuentra en pequefia cantidad, aun en animales inmunizados y su
cinética es inconstante (Benedict y Pollard, 1972; Benedict y Pollard, 1977; Herbs y Klein,
1995). La segunda clase de anticucrpo cs una inmunoglobulina denominada IgY. Con
excepcion de los peces, la IgY se encuentra ampliamente distribuida entre todos los
vertebrados no mamiferos y puede ser considerada no unicamente el ancestro de la IgG,
sino tambie'n de la IgE (Warr et al, 1995) (Figura 2).

La IgY tlene un peso molccular dc aproximadamente 180 kDa y sc encuentra en

Y probablemente en forma de dimero en mucosas. El corrimiento

forma de mo 16m me;

ones:r ducldas, muestra que posee 2 cadenas pesadas (63-68 kDa)

y2 cadenas llgeras’(22 Sa 23 kDa) Esta mmunoglobulma carece de la region de la bisagra,

la“cual parece.ser ‘ xélusnva de los ma.miferos, y tnicamente presenta una region rica en
residuos de prolma y glicina que potencialmente pueden proporcionar flexibilidad limitada.
Es dificil 'generaliz.ar acerca de las funciones de la IgY por su amplia distribucion en una
enorme cantidad de especies, pero aparentemente es muy versatil, encontrandose de mancra
sérica y secretoria en diferentes especics, asi como su participacién en la transferencia
pasiva de madre a hijo a través de la yema de huevo.

Solamente en tortugas, aves anseriformes y algunos peces pulmonados se ha
identificado un tipo mas de anticuerpo de menor peso molecular, una IgY 5.7S que tiene
un peso molecular de 120 kDa. Esta inmunoglobulina es una IgY truncada que carcce de 2
dominios terminales de las cadcenas pesadas (H), por lo que esta molécula es un cquivalente

cstructural de un fragmento F(ab").. La funcién de este anticuerpo no esta clara, pero puede
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considerarse como una 1soforma de:la ng debido a que ambas son codificadas por un
mismo gen sencillo (Bcnednct y Pollard 1972; Benedict y Pollard, 1977; Herbs y Klein,
1995; Warr et al, 1995; Ambrosius, 1976; Turchin y Hsu, 1996). Algunas evidencias
indican que es el anticuerpo que prédomina en respuestas crénicas de las tortugas marinas
(Bencdict y Pollard, 1972). Todas las inmunoglobulinas de la tortuga pueden precipitar y
aglutinar antigenos, opsonizar y fijar el complemento, pero solamente la 1gY truncada tiene
una muy pobre capacidad de opsonizacion y fijacion del complemento, lo cual no es
sorprendente debido a su carencia de regi6n Fc, aunque hay datos que indican su posible

mediacion en procesos anafildcticos, en algunas especies de aves (Warr et al, 1995).

D. Inmunidad humoral

Las tortugas son capacesv d “desarrollar una respuesta efecuva,r— esy LClﬁCd y'
anamnésica de anticuerpos a dlfe :
aumento en la produccion dc: r
temperatura, alcanzando su max c la/esp
rimaria 'y secundaria,: aunquccon
variabilidad en la cinética de'la lgM. (Work t al;:2000 Herbs y'Klem 1995 Ambrosxus
1976). ;

También son capaces de prodﬁ'cu'wuna respucsta’

Sin embargo, de manera 'corisist’ “se’ha reportado que en las cspcciés

poiquilotermas, la hcterogemcxdad y urac16n de la afinidad de los antlcuerpos_

producidos es mucho menor, casi 1nex15lente en algunas especies, aun en la rcspuesta

secundaria y bajo repetidas i mmumza nes 'sin un incremento muy alto en los mulos de 3

anticuerpos, los cuales, a pesar de repeudas mmumzacmncs, pueden permaneccer con mulos

constantes, aunque ese titulo’ pcrs:ste‘por muy largo tiempo (Ambrosius, 1976; Hsu.: 1998)
La cinética de los Isotlpos producndos' ante una inmunizacion, generalmente es consnstente v

y cstablece que la IgM pucd cer de manera inconstante y en baja cantidad, sin ser

necesariamente el primer ducndo como sucede en mamiferos. La IgY fuc

reportada como la primer Ic bulma detectada en tortugas blancas inmunizadas

durante varios afios, segu fan cm.e por la IgY 5.7S, la cual persistié por muy

largo tiempo. La respuest
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mamlferos después de un periodo que va de 7 a 15 dias, alcanzando su maximo pico entre
los 20 y los 60 dias posinmunizacién, variando con el tipo de antlgeno, via de ]

admmxstracnon y dOSIS temporada del afio etc. La respuesta secundaria es evidente, aunque

no muy V|gorosa “de baja afinidad similar a la respucsta primaria y elevacion moderada del v
v utulo (Work et al 2000 Benedict y Pollard, 1977; Ambrosius, 1976) :

estudiadas,

‘rivaliza’co

Folxcularcs de células B mutantes con receptores de alta aﬁmdad por lokque cx:ste ]a

probabilidad dc que no se lleve a cabo esta seleccion de estos mutantes, dando por resultado

la pobre maduracién de afinidad observada (Turchm y Hsu, 1996; Hsu, 1998)

E. Inmunidad celular.

La respuesta celular ha sido menos estudlada que la respuesta humoral por lo que'

existen grandes vacios de conocxmlcnto ‘en’su cmctxca Los cnsayos dc prohfcracnon cclular
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responder de manera aguda (en menos de 2 semanas) a aloinjertos de piel, y responder in
vitro a linfocitos purificados del donador provocandoles linfolisis, lo cual induce a pensar
que existen moléculas de superficie del tipo del Complejo Mayor de Histocompatibilidad.
Asi mismo, se ha observado que las células adhcrentes (macréfagos), son indispensables
para estas reacciones.

Una reaccion de memoria ha sndo ev1denc|ada al ser aun mas rapidamente destruido
un nuevo aloinjerto en reptiles prevnamcntc sensxbnhzados (Cuchens y Clem, 1979; El Deeb

y Saad, 1987) Los Linfocitos T de “la tortug 'blanca‘ cspondcn poderosamente a la

inney:y- Bentley, 1983) aunque ot r

mvesugadorcs silo han hccho por,lo 'm d os en leucocitos de sangre pcnfcnc Yoo

timocitos de tortuga terrestre Maureml “eas, por lo que se requieren mayores:

investigaciones para aclarar este tema (Mun‘ z: et aI 2000; Mufioz et al, 2001). Las celulas: 7

de Langerhans, fundamentales para la respues‘ta, inmune mediada por células en la plel,,ﬂhan
sido identificadas y caracterizadas histoquimica y ultraestructuralmente en la tortuga
terrestre, Kinosternum integrum, aunque ‘ningun ensayo funcional fue realizado (Millan;

1996).
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1.3.2.3 Factores que modulan la respuesta inmune.

El medio ambiente ha provocado que todas las especies sufran adaptaciones en su
fisiologia, permitiendo que las mas aptas con mayores ventajas selectivas permanezcan y
evolucionen. El sistema inmunologico es afectado por el medio ambiente, pero este efecto
cs enormementc menor en las especies homeotermas (sangre caliente) que en las especies
Poiquilotermas (sangre fria). Por lo tanto el sistema inmunolégico de los reptiles, y por
consiguiente, el de la tortuga blanca, es fuertemente modulado por las condiciones
medioambientales y la temporada del afio (Nelson y Demas, 1996).

En un principio se supuso que las condiciones climiticas influenciaban el sistema
inmune, pero aun manteniendo las condiciones optimas especificas de especie, el efecto en
los Organos inmunes se mantenia. De esta forma se sospeché que exlstna un control
neuroendocrino dependiente de los ciclos naturales del anof(El Rndl. 1994 Zapata et al,
1992; Saad, 1991), Los cambios en la estructura de los tepdo mfondes »y‘las caracterisncas

morfologicas de las células sanguineas han sido mas: ados que su

funcién, sin embargo, hay evidencia sé6lida de la fbrma cllmcdloamblcmc las

conlrola El timo es el o6rgano linfoide mas - fuertemente fectado " mostrando una
a:quxtcctura bien definida a finales de la primavera e mvolucnonando gradualmeme hasta el

mvnemo Esle organo sufre varios grados de “degcneracmh dondc el nimero de linfocitos

en Iakconeza y la médula decrecen grandemente y numerosas células mioides y células
qul'sticaﬁ'f*épiteliales son observadas. La involuciéon continia con la persistencia de las
condiciones medioambientales adversas (temperatura, fotoperiodo, etc.) hasta que el timo
es transformado cn tejido fibroso y llega ha ser dificilmente detectable. Esta involucion es,
sin embargo totalmente reversible y en temporadas apropiadas, la reconstruccion del timo
comienza y, progresivamente, procede a tomar una imagen y organizacidon parecida a la de
los mamiferos (Zapata er al, 1992; Nelson y Demas, 1996).

Durante el maximo desarrollo del timo se observan 6ptimas funciones en algunos
grupos de células linfoides. Los linfocitos T parecen ser las células méas fuertemente
afectadas por cl medioambiente, alcanzado su maximo nimero en circulacion

(aproximadamecnte ¢l 80% de los leucocitos periféricos) y su minimo en invierno (menos
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del 50%). Su funcion también es afectada y se ha notado una diferencia en la respuesta a
mitégenos en los ensayos de proliferacion celular, aumentando en primavera y
disminuyendo en invierno. La produccion de anticuerpos disminuye en inviemo, y pucde
estar relacionado a lo demostrado en otras especies reptilianas, donde el procesamicnto y
presentacion del antigeno no son afectadas, pero la proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos B es inhibida (El Ridi, 1994; Zapata et al, 1992; Mufioz et al, 2000). Se presema,
sin embargo, la duda de coémo se compensan estas fluctuaciones en el sistema inmune,
permitiendo que no solo las tortugas, sino todos los reptiles hayan permanecido en la tierra
por tantos millones de afios. Existe evidencia que apunta a que existen mecanismos
inmunolégicos compensatorios, y que las diferentes células son mis o menos sensibles a
los ciclos naturales, dependiendo de las subpoblaciones que se traten. De esta forma, en la
tortuga terrestre Mauremys caspica, se ha descrito que la proliferacion celular de linfocitos
disminuye en invierno, pero que la quimiotixis de leucocitos, la citotoxicidad mediada por
anticuerpos (ADCC, por sus siglas en ingles) y la citotoxicidad de células NK estan
aumentadas y, ademas, que csto varia entre machos y hembras, siendo el efecto mas
marcado en los leucocitos dc los machos quc cn las hembras (Mufloz ef o/, 2000; Mufioz ef
al, 2001) Debido a que solo ha sido ensayado en una especie de tortuga terrestre, es dificil
;,eneralxzarlo, pero es muy probable que mecanismos similares de compensacion sucedan
en todos los repules incluyendo la tortuga blanca. l.os factores quec controlan estas

ﬂuctuacxones ‘no_han sido tajantemente demostrados, pero se han involucrado factores

tales (temperatura, humedad, fotoperiodo etc.,) y factores endogenos

les: comcosterona y testosterona, principalmente) (El Ridi, 1994; Zapata er al,
1992; Saad el?al 1991 Nelson y Demas, 1996).

_La ‘funcién de los corticosteroides en la regulacion de las fluctuaciones de la

aclividad inmune es sustentada por la correlacion cntre los niveles séricos de corticosterona
y la magnitud de la respuesta inmune. La reduccion de los linfocitos circulantes, asi como
la dificultad para montar una respuesta inmune a los patdgenos, se ha visto relacionada a
los niveles de corticosterona circulante. También el completo desarrollo de los érganos
linfoides y la vigorosa respuesta inmune cn primavera y a través de los inicios del otofio

coinciden con bajos niveles de esta hormona. En contraste, niveles incrementados de
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corticosterona en el otofio tardio y el invierno estan asociados con lisis de timocitos y bajos
niveles de linfocitos en sangre periférica y bazo, apoyando numerosos estudios que
sugieren que cl estrés prolongado causa dcpresion en sangre periférica y en Organos
linfoides. Los corticoesteroides producen una amplia gama de efectos en los
poiquilotermos, desde abrogaciones de la produccion de anticuerpos, redistribucion de
linfocitos en el tejido linfoide hasta histolisis (Zapata et al, 1992; Nelson y Demas. 1996).
El efecto del estrés en los leucocitos circulantes y su correlaciéon con los niveles de
corticosterona sérica han sido evaluados en la tortuga blanca, observandose una marcada
linfopenia y heterofilia con una inversion en la relacion heteréfilo/linfocito bien
correlacionada al aumento de corticosterona (Aguirre e¢ al, 1995). Sin embargo, los efectos
de los corticosteroides parecen ser modulados por otras hormonas, principalmente
esteroides sexuales, durantc las estaciones decl ailo y las etapas reproductivas. Parece ser
que las concentraciones plasmaticas de andrdgenos, estan directamente relacionadas con las
dc corticosterona, cvidenciadas en estudios con tortugas blancas en temporada de
apareamicnto (Jessop et al, 1999).

En todas las especies, incluyendo los reptiles, cxiste una clara diferencia en la
funcién inmune, lo cual parece ser el resultado de la testosterona y los estrogenos. La
tcstos'tcrona‘ produce involucién del timo y el bazo de una manera dependiente de la
cbnéehﬁfacién, y la respuesta humoral y cl rechazo a injertos es considerablemente
retardado en diversas especics de reptiles. Asi mismo, cl estradiol produce una deplecion
marcada de la funcién y la estructura del sistema inmune, y la progesterona se ha
encontrado asociada, en diferentes cspecies de reptiles, de manera positiva al aumento de
corticosterona, probablemente debido a que se produce también en las glandulas adrenales,
junto con la corticosterona. Los niveles de hormonas sexuales estan relacionados a los
ciclos reb}oduclivos y por lo tanto tiene variacién estacional, sin embargo, la corticosterona
no siempre sigue esa fluctuaciéon y puede rclacionarse mas al aumento de la actividad
general (alimentaciéon, hibernacion, territorialidad, etc.), por lo que su fluctuacion en
temporadas de reproduccion al parecer, esta relacionada principalmente a la conducta y
varia entre los machos y las hembras, y aun entre las diferentes especies de reptiles (Saad er
al, 1991; Mufoz ef al, 2000; Nelson y Demas, 1996; Tyrrel y Cree, 1998).
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1.4 Antecedentes

1.4.1 Estrategias de conscrvacién L
La pesqueria comercial de tortugas marinas se inicid en MéXICO hasta los afios 60°s.

Anteriormente, la explotacion de las tortugas marinas tuvo un escaso desarrolio y se
circunscribié a la captura dentro del golfo de México y mar Caribe yra la extraccién de
huevo, de manecra clandestina, en todo cl pais. En esta situacion existia un equilibrio
armonico entre los consumidores humanos y el recurso natural. La problematica de sobre
explotacion surgioé cuando disminuyeron las poblaciones de cocodrilos y se descubrié que
la: piel qe? la tortuga golfina tenia caracteristicas apropiadas para la industria peletera.
Desde 'ke:se‘ momento, la demanda de piel se incrementd de manera exponencial.
Postenormcme hubo un aumento en la oferta de la carne de este animal; de esta suerte
: contmuo desarrollandose la distribuciéon y consumo de tortuga marina en Mexnco hasta que»
se declaré a partir del lo de junio de 1990 la veda total por tiempo indefinido, para t. das las

espccnes productos y subproductos.

Actua]mente la tonuga blanca es afectada por diversos factores que A

categor{as gen ales

a) La proteccxon de los animales

b) La proteccton de sus habitats
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La instalacion de campamentos tortugueros para la vigilancia de las playas y el cuidado
y registro de los nidos, asi como la construccion de “viveros™ para el traslado y cuidado de
los huevos hasta su eclosién, son las estrategias mas utilizadas (Pritchard, 1997; Marquez,
1996).

1.4.2 Sistemas de cria en cautiverio
La cria en cautiverio es una opcion que puede tener 2 objetivos
1. Conservacion.
2. Explotacion comercial.

La cria en cautiverio con propdsitos de conservacién, busca proteger ‘los: nidos,

manteniéndolos en viveros o corrales dentro de instalaciones con baja o mediana -

tecnificacion, con cl objetivo de mantenerlos a salvo de depredadores naturales y comercio

ilegal. Las tortuguitas recién eclosionadas son liberadas al mar en sus playas de o'rigéﬁ lo

antes posible, para evitar que la reserva de alimento en el vitelo se agote.

Otros sistemas plantean el mantenimiento en cautiverio durante algunos meses ohasta
el primer afio, buscando librar la clevada mortalidad natural que sucede durante este
tiempo. Ambos sistemas buscan el mismo objetivo: acelerar la recuperadién\ ‘d‘e 'lz‘is
poblaciones silvestres,

La explotacion comercial es una estrategia que se desarrolla a varios niveles. El primer
‘nivel esta basado en ranchos tortugueros, los cuales ticnen una produccion dependiente de
colectas controladas de huevos en la naturaleza y no son sistemas autosuficientes. Este tipo
de explotacién busca satisfacer las necesidades locales de poblaciones costeras que
histéricamente han aprovechado el recurso.

Las granjas tortugueras son un sistema que requiere de una infraestructura mucho mas
tecnificada para satisfacer un comercio regional o incluso mundial. antes de la prohibicién
internacional del comercio de estas especies. Debe llegar a ser autosuficiente y solamente
cn su inicio se puede iniciar con organismos tomados de la naturaleza. Para la primera
etapa, se toman adultos para formar el grupo de reproductores y la colecta anual de huevos
y crias en cantidades adecuadas, que se realizaran en forma decreciente hasta que la granja

llegue a ser autosuficiente

18

TESIS CON

FALLA T\P 1‘7 "r_7 I



La primera y mas grande granja tortuguera fue desarrollada en la isla Gran Caiman en
las Antillas Mayores, en el afio de 1968. La especie explotada fue la tortuga blanca debido
al mejor sabor de su carne y mayor facilidad de adaptacion al cautiverio. De esta especic se

obtenia carne, aceite, picl y subproductos, asi como artesanias de los escudos de la concha.

Cuando las tortugas marinas fueron consideradas dentro del apéndlce 1 de CITES y el Acta

sobrc Especies en peligro de Extincion de los Estados Unidos ) lo mercados,

estadounidenses, europeo y japonés, obligando a la granJa a reduclr su produccton solo para i

el consumo local y turistico de la Isla. ; 4
A la fecha, la granja produce 45 000 huevos con un porcenta_ye ‘de eclosion’ dek 15 al 30

%, obteniéndose 8000 crias para su explotacién comercial y;un exce mv qu es hberado

en sus playas de origen (Marquez, 1996).

1.4.3 Enfermedades asociadas a la cria en cautiverio.

Aunque las tortugas blancas silvestres son afectadas por Vuna ampha &,ama de

patégenos, que incluyen parasitos, virus, bacterias, hongos y protozoanos‘ as:infec Aoncs, , ’

bacterianas son poco comunes. En contraste, cste tlpo de

alimexi(adié' umero de mdlvxduos por estanque ‘etc., los cuales al ‘.vpareA

Agu1rre et a1 1994)

“~Aunque diversas infecciones bacterianas afectan a las tortugas cautivas, son 2 tipos

de infecciones que destacan por su elevada prevalencia y mortalidad.

A. Infecciones Dermatoldgicas. Las infecciones dev la biél son muy comunes y altamente

prevalentes, siendo descritas en la literatura con dwerso nombrcs Dermaiitis focal erosiva,

enfermedad cuténea ulcerativa septicémica y derma\ svpapllar no umcameme 1denuﬁcan

19 TESIG CON




un tipo. de infeccién bacteriana, sino evocan las lesiones clinicas predominantemente
observadas, que consisten en una dermatitis ulcerativa con un patrén caracteristico de
distribucion. Este patron comprende pustulas y tlceras en dorso del cuello, puntas y bordes
de las aletas y la cola. Provocan morntalidades del 20 hasta el 50 % y tiencn una prevalencia
que puede alcanzar el 100%. Las lesiones aparecen desde las primeras semanas de nacidas
y pueden mantenerse en un estado cronico recurrente durante afios. Las tortugas que no son
tratadas o no responden al mismo, se vuelven letargicas, anoréxicas y mucren en pocas
semanas, dependiendo de la edad de las tortugas, siendo las crias las mas vulnerables
pudiendo morir en pocos dias. A la necropsia, ademis de las lesiones dermatolégicas, se
encuentran lesiones clasicas de septicemia (congestion, hemorragia y necrosis generalizada)

y en la histopatologia se obscrva, en todos los 6rganos afectados, un infiltrado difuso por

heteréﬁlos y mononucleares con presencia de microcolonias de bacterias gram negatwas y

detritus celulares (Glazebrook y Campbell 1990; Frye, 1991; George 1997) o

bacterianos. - alslados fueron. Citrobacter, Serratia,

concluycndo los autores, que estas bacterias se desarrollaban como palogeno debldo a la
baja calidad de los parametros fisicoquimicos del agua y ¢l elevado numc_ro de tortligas por‘

estanque (Romero-Jarero er al, 1981).
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Glazebrook y Campbell (1990a), realizaron un investigacion mas profunda para
buscar los agentes etiologicos de las principales enfermedades de tortugas marina en
granjas y acuarios de Australia. De esta forma, realizaron estudios viroldgicos,
bacteriolégicos y parasitologicos. Las enfermedades bacterianas fueron por mucho, las mas
significativas, y de estas, la dermatitis ulcerativa, atribuida por ellos a las mordidas entre
los individuos de un mismo estaque, fue la enfermedad mas importante, de la cual se
identifico de manera constante a 4 cspecies: Vibrio alginolyticus, Aeromonas hidréfila,
Pseudomonas sp y Flavobacterium sp, las cuales han sido reportadas en casi todos las
enfermedades bacterianas de reptiles cautivos, sin importar los 6rganos afectados. Estos
mismos agentes fueron aislados de la piel de tortugas sanas y del agua de los estanques

(Glazebrook y Campbell, 1990b).

B. Complejo Estomatitis ulcerativa-rinitis obstructiva-bronconeumonia.

Este grupo de enfermedades ha sido reportado de manera consistente en diversas
especies de reptiles, tanto terrestres como acuaticos y marinos (Frye, 1991), En términos de
mortalidad, es la enfermedad mas peligrosa en tortugas marinas cautivas, ya que es una
enfermedad esporidica y repentina, de curso agudo que provoca mortalidades muy ahas
que pueden alcanzar el 70%, afectando casi exclusivamente a crias y en menor grado a
juveniles. El primer signo de la enfermedad es pus caseosa en una o ambas narinas y /o en
el 4rea faringea de la cavidad oral. Las tortugas se vuelven anoréxicas, letargicas y flotan.
En caso de que la bronconeumonia este presente, se observa flotabilidad alterada hacia un
lado y perdida de la habilidad para mantenerse horizontal o sumergirse. Dependiendo de las
enfermedades involucradas, la necropsia puede revelar material caseoso y hemorragias en
narinas, cavidad oral, traquea y bronquios. La mucosa oral puede estar inflamada con
ulceraciones comiunmente localizadas de manera lateral a la lengua y de manera caudal en
el paladar duro. Los pulmones pueden mostrar en su porcion craneal. areas de inflamacion
focal o difusa. Las especies bacterianas generalmente aisladas son las mismas que en las
dermatitis ulcerativas: Vibrio alginolyticus, Aeromonas hidrdfila, Pseudomonas sp 'y
Flavobacterium sp (Glazebrook y Campbell, 1990; Glazcbrook y Campbell. 1990B,
George, 1997).
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1.4.4 Programa de Conservacion de Tortugas marinas de Xcaret.

El parque Xcaret, ubicado en ¢l estado de Quintana Roo, cuenta con un programa de
Conservacion de Tortugas Marinas, donde cada afio, al final de la temporada de anidacion,
se reciben un promedio de 200 tortugas de la especie Chelonia mydas recién eclosionadas
de huevos colectados en playas regionales, para su inmediato marcaje con la técnica del
autoingerto (Marquez, 1996), criandose durante un afio y siendo liberadas al termino del
mismo. Otras especies que se manticnen en el parque incluyen Tortuga Lora (Lepidochelys
kempi) y Tortuga Carey (Eretmochelys imbricata). La principal enfermcdad en tortuga
blanca registrada durante todos los ciclos del programa es la dermatitis ulcerativa ya

reportada como una enfermedad presente. en tonugas blancas cautivas. La aparicion de esta

y otras enfermedades, fuc inicialmente asoc _ a deﬁcu:ncnas en ¢l manejo y la calidad del
agua principalmente, de acuerdo a’

1991; Romero-Jarero et al, 1981).

rsos autores (Marquez, 1996; Frye,

Sin embargo, a pesar del eStrict control en

la dieta y ¢l mancjo en general, la dermatms ulcerativa

(80%) y clevada mortalidad (30 %) cnv algunos ciclos'del’ ‘rograma durante los pnmeros‘

meses de edad y manteméndose [ 'eme en los juveniles y aun en los

adultos que se mantlcnen en el parque como fu’ productores, tanto de la especie

Chelonia myda.s como dc las otras espem

sar del tratamiento tépico con
permanganato deﬁpotasvxo y antxbnotncos snstemxco (e;éalencia se mantiene elevada y si
la suspensién o fetréso en el tratamiento s‘,éA':?prescnta,* un aumento cn la mortalidad se
observa en. pocas scmanas por lo que un estado de inmunodepresién es sospechado. La
fi SIopatologla de ‘la” enfermedad no ha sido explicada de manera clara, pero se han
mvolucrado traumatlsmos tales como mordeduras entre las tortugas y lesiones menores en
qu
que no ha sxdo demostrada (Glazebrook y Campbell, 1990).

los est‘; :s que rapidamente son colonizados debido a esta probable inmunodepresion

Estudios desarrollados en poblaciones de tortugas blancas de Hawai y Florida, tanto
cautivas como silvestres, afectadas por la mas grave de las enfermedades virales, la
Fibfopapilomatosis, sugiere estados de inmunodepresidon como el factor desencadenante de

esta enfermedad que esta tomando proporciones de pandemia en las poblaciones de vida

) pafémetros fisicoquimicos del agua,‘ ;

lguc temcndo clevada prcvalencna; :
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libre en casi todos los mares del mundo. Este problema infeccioso ha propiciado el estudio
y el desarrollo de técnicas inmunoldgicas especificas para quelénidos, los cuales son un
punto de partida importante para determinar estados de inmunodepresion en tortugas
marinas afectadas por problemas infecciosos y desarrollar estrategias encaminadas a
normalizar el estatus inmunolégico para prevenir y tratar de manera mas eficaz estos

procesos (Swimmer, 2000; Work et al, 2001).
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1.5 Justificacién

El principal obsticulo para la conservacion, reproduccion, y/o explotacion racional
de las diferentes especies de tortugas marinas en cautiverio, son los altos costos provocados
por las enfermedades infecciosas, nutricionales y ctoldgicas. El estudio profundo de la
respuesta inmunolégica al cautiverio y su probable relacién con la aparicién de
cnfermedades infecciosas, contribuye a mejorar de manera importante, el disefio de mejores

estrategias de manejo para una factible conservaciéon y/o explotacion racional.

1.6 Hipotesis
Si la prevalencia de dermatitis ulcerativa que afectan a las tortugas de la especie
Chelonia mydas en el parque Xcaret es debida a un estado de mmunodepresxon, entonces

esta probablementc asociada a factores cstresantes dcl caunveno
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2. Objetivo General
Evaluar el funcionamiento del sistema inmune de Tortugas Blancas (Chelonia

mydas) en cautiverio con dermatitis ulccrativa.
2.1 Objetivos Particulares

1. Analizar los cambios histopatoldgicos en biopsias de lesiones dermatologicas.

2. Determinar los cambios del leucograma con diferencial y ielacién heterofilo/linfocito

entre tortugas sanas y enfermas
3. Cuantificacién de anticuerpos totales en tortugas sanas y enfermas -
4. Medir la inmunidad ceclular por respuesta de hlpersenmblhdadf rcla.rdada a la
htohemaglutmma (PHA) en tortugas sanas y enfermas.’ :

5. ,Dctermmar los niveles séricos de corticosterona en tortugas sanas Y. enfermas

TESIS CON
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3. Material y Métodos

3.1 Sitio de estudio

El parque Xcaret se localiza a 65 km al sur de la ciudad de Cancun, al noroeste de la
Peninsula de Yucatan, en el Estado de Qumtana Roo, emre fas coordenadas 86° 55°
longitud Oeste y 21° 20° latitud norte, frente al mar Caribe ya 8 m sobre el nivel del mar.
Presenta un clima calido subhumedo con lluvias en »verano. La temperatura media anual es

de 27° C con una humedad promedio de 74 % (F‘igkurva 3.

3.2 Animales de Estudio : R

A partir de la poblacién de tortugas pertenecxemes al programa de conservacnén de
Xcaret, 15 tortugas marinas de la especie Cheloma mydas de 13 m scs de edad y de sexo
indeterminado fueron seleccionadas utilizando un mucstreo alt.atono klkmplc con recmplazo,

marcadas con placa metalica, pesadas, mcdldas por el largo y ancho del carapacho y

divididas en 2 grupos:
1. Siete Tortugas clinicamente sanas.

2. Ocho Tortugas con dermatitis ulceratiy'af 'ei'idé'r\xté’f‘(Frjéuté 4).

, Cada grupo fue colocado en estanques cxrculares de cemento de 4.57 m de largo,
4.34 m de ‘
l/scg (anura ).

cho'y 1. 05 m de profundldad con un flu_lo commuo de agua marina de 0.048

grupos fueron allmentados con croqueta comercial para lortuga

_us rias :A‘hcon, Guadala)ara Jal.) proporcionando el 3 % de su pcso

dia, jcontcmendo cl siguicnte andlisis bromatologico:
- 35.0%
2.5.0 %
e 3.5%
...10.0%
12.0%
345%

vivo dividido

Proteina

Humedadm : m ;

E. L N mlmmo :
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Figura 4. Dermatitis ulcerativa en region del cuello.
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La toma de muestras definitivas para todas las pruebas de laboratorio fue realizada
en febrero de 2002, Los parametros fisicoquimicos del agua en el momento de la toma de
muestras fueron los siguientes:

1. Temperatura del agua 27° C
2. Salinidad 36 ppm
3.pH 84

3.3 Histopatologia ;

Fue tomada una biopsia de piel de una lesi6n representativa por cada ton&ga
enferma, utilizando un sacabocado ecstéril de 6 mm (Acu punch, Acuderm Inc.; Ft.-
Lauderdale FL). Las muestras fueron fijadas en formaldehido amortiguado (PBS) al 10 %,
colocadas en contenedores individuales y etiquetadas con el nimero de placa y fccha fe

Las muestras fueron procesadas y teflidas con hematoxilina- eosina y gram,

revisadas bajo microscopia de luz y descritas histopatolégicamente.

3.4 Hemograma

3 ml de sangre de cada tortuga fueron obtenidas del seno venoso cervncal (Owens y

Ruiz, 1980) utilizando una aguja vacutainer del No 2t y tubos vacutalncr con’ hcparma

sadica (BD Vacutamer Becton Dxckmson. Franklin Lakes NJ) 'lnmedlalameme se

prepararon 3 frotis: sangumcos por tortuga,‘los cuales fueron secados al airc, ﬁjados con

metanol absoluto y temdos on: "hemocolorante rapido” para el conteo diferencial y la

delermmacnén de la relacmn heteroﬁlo/lmfocuo, de acuerdo a la metodologia de Work et al

(1998). El rcsto/dcl “hemograma fue realizado con sangre fresca utilizando la técnica de Natt
y Herrick (1952).
a) Dilucion de la sangre en la solucion de Natt-Herrick 1:200
b) Llenado del hemocitémetro con 20 pl por camara.
c) Sc cont6 el nimcro de leucocitos a 100x en los 4 cuadros de los exiremos y el
numero obtenido fue multiplicado por 500 para obtener el nimero absoluto- de

leucocitos.
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d). Se cont6é el nimero de eritrocitos a 40x en el cuadro central y multiplicado por

10000 para obtener el nitmero absoluto de eritrocitos.
3.5 Cuantificacion de inmunoglobulinas (Igs) totales de tortuga por ELISA indirecta.

3.5.1 Purificacion de Igs de tortuga Chelonia mydas.

3.5.1.1 Precipitaciéon de Igs. La precipitacion de inmunoglobulinas fue realizada de
acuerdo a métodos estandar (Cochet ef al, 1998) con ligeras modificaciones. 100 ml de
sangre fueron obtenidos del seno venosos cervical (Owens, 1980) de un macho adulto
clinicamente sano, de la especie Chelonia mydas, utilizando una aguja vacutainer del No 21
y tubos vacutainer con heparina sddica. La sangre fue centrifugada a 1500 rpm x 15
minutos y el plasma fue separado y alicuotado en tubos de poliestireno de 13 ml (Falcon,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) y congelado a -20° C. Posteriormente, 17.5 ml de
plasma fueron precipitados con un volumen igual de solucién de sulfato de amonio saturada
al 66% a 4° C, colocados ¢n congelacion a -20° C por 1 hr, centrifugados a 10000 rpm x 20
minutos a 4° C y resuspendidos en 17 ml de PBS, répitiendose la misma operacién 2 veces
mas. El 3% precipitado fue resuspendido en 10 ‘ml de PBS y dializado en contra de
regulador de Tris 0.1 M-NaCl 0.15 M, pH 8.0, a 4° C toda la noche, alicuotado en
volimenes de 1 ml en tubos ependorff (Axygen Scintific, USA) y almacenado a -20° C

hasta su uso.

3.5.1.2 Purificacién de Igs en cromatografia liquida. Se realizdé una prueba de
cromatografia liquida de exclusién por peso molecular utilizando una combinacioén de un -
método estandar (Hudson y Hay, 1989) y un método reportado en tortugas Chelonia mydas
(Herbst y Klein, 1995). Una columna de 2.5 x 100 cm (Pharmacia Finc Chemicals) fue
empacada con Sephadex G-200 (Sigma, Chemicals Company, St Louis, MU, USA),
equilibrada con regulador de Tris 0.1 M-NaCl0.15 M y pH 8.0. 5 ml del tercer precipitado
de inﬁ]unpgibbulina fue corrido en la columna‘y“'e;luclidados con regulador de Tris 0.1 M-
NaCl 0.15 M, pH 8.0, a un flyjo de 50 mI™ y recol
fracciones (Retiever Il Mod. 328, 1SCO; Lincolr

coléctadas utilizando el colector de

Nébréska, USA). Las fracciones fueron
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analizadas .con luz ultravioleta (UV) a 280 nm en un espectrofotometro (DV-64
spcctrdphotometer, BecKman). Las fracciones de proteina seleccionadas fueron reducidas
por calentamiento en buffer de muestra con mercaptoctanol y analizadas por electroforesis
en gel de poliacrilamida-duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 12 %, dc¢ acuerdo al
método de Laemli (1970), en una camara de minigeles (Hoescht). Una vez identificadas las
fracciones que contenian las inmunoglobulinas de tortuga, fueron juntadas, concentradas a
5 ml por medio de dialisis en azGcar glass y dializadas en contra de PBS pH 7.2 a 4° C toda
la noche. La muestra fue esterilizada por filtracion (0.22 :m), alicuotada en volimenes de
1 ml y determinada su concentracion final de proteinas por el método de Bradford (1986) y

congeladas a -20° C.

3.5.1.3 Preparaciéon de anticuerpos IgG anti-Inmunoglobulina (anti-Ig) de tortuga.
Una cabra hembra, adulta, no gestante fue inoculada via subcutanea con 0.5 ml (3 mg) de
Ig-tortuga mezclada con 1 ml de adyuvante incompleto de Freund (Sigma, Chemicals
Company, St Louis, MU, USA), previa toma de 5 m! de sangre para determinar los niveles
basales del titulo. 15 dias después, 2 dosis de 0.5 ml (3 mg) de Ig de tortuga en PBS pH 7.2
fueron aphcadas via intravenosa (IV) a intervalos dc 8~d1as previa toma de S ml de sangre

para momtoreo del titulo por precipitacién en’ ¢

Después de alcanzar un titulo de

anncuerpos apropnado, fueron obtenidos lOO m d ngre de la cabra por punciéon de la

vena yugular por medio de aguja del No 217y lubo vacutainer sin anticoagulante (BD

Vacutamer, Becton Dickinson, Franklin Lakes; NJ) La sangrcf"ue centrifugada a 1500 rpm

X: 15 ‘minutos y el suero fue separado, ahcuolado a volumenc de 10 ml y congelado a -20°
C, uuhzandose unicamente 17.5 ml de suero para precnpnacnén con ‘sulfato de amonio como
sc chCl'lblO anteriormente. Una muestra de 5 ml de: mmunoglobulmas fue corrida en una
columna de Sephadex G-200 y las fracciones oblemdas fueron analizadas con luz UV por
espec.troscopna, identificadas por electroforesis SDS- PAGE, concentradas, dializadas en
contra de PBS pH 7.2, alicuotadas y congeladas a -20° C, de la misma forma que se

describié anteriormente.
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3.5.1.4 Titulacién de anticuerpos 1gG de cabra anti-Ig de tortuga. Una prueba de
ELISA directa fue utilizada para titular las 1gG anti-Ig de tortuga obtenidas, de acuerdo a
un procedimiento estandar (Crowther, 2001). En una placa de 96 pozos (Maxisorp, Nunc-
immunoplate, Naige Nunk Intermacional, Dinamarca), 50 ul/pozo dec regulador de
carbonatos, pH 9.5, fueron puestas en triplicado en la columna 1 como blanco, de la
columna 2 a la 12, 50 ul/pozo de IgG en regulador de carbonatos, pH 9.5, fueron puestas
en diluciones doblcs seriadas, iniciando 1:10, e incubadas toda la noche a 4° C. La placa fue
lavada 4 veces con PBS-Tween al 5 %, bloqueada con 100 ul/pozo de leche descremada al
5 % (DIFCO), e incubada por 1 hr a 37° C. La placa fue nuevamente lavada 4 veces con
PBS-Tween al 5 % y llenada con 50 pl/pozo de IgG de ratén anti-IgG de cabra marcada
con pcrox1dasa de rabano (RAG, 10-176R28601, NVSL) en leche descremada al 1% ¢

m' bada por 1 hr a 37° C. Después de 8 lavados con PBS-Tween al 5 %, 100 uVpozo del
sustrato ABTS Reagents NVSL) fueron adicionados, incubados en la oscuridad a

tcmperatura amblcme Y leidos a los 15 minutos en un lector de ELISA (Micro Reader 4
'plus Hypcnon Inc, Miami, FL) a 405 nm. Un valor positivo fue considerado a partir del

\{alor del blanco mas 2 desviaciones estandar,

3.5.2 Cuantificacion de Igs totales de tortugas Chelonia mydas.
3.5.2.1 Optimizacion de reactivos. Una técnica de ELISA estandar de Cross-board
(Crowther, 2001) fuc utilizada para encontrar las diluciones optimas de antigeno, 1gG anti

Ig-tortuga y conjugado.

3.5.2.2 Optimizacion de conjugado. En una placa de 96 pozos, fueron colocados 50
ul/pozo dc IgG de cabra anti-Ig de tortuga en regulador de carbonatos, pH 9.5, en
diluciones dobles seriadas, iniciando en 1:50, de la columna 1 ala 11. En la columna 12, 50
mnl/pozo de regulador de carbonatos, pH 9.5, fueron colocados como blanco. La placa fue
incubada a 4° C toda la noche, posteriormente fue lavada 4 veces con PBS-Tween al 5 %,
bloqueada con 100 ul/pozo de leche descremada al 5 % (DIFCO), e incubada por 1 hr a 37°
C. La placa fue nuevamente lavada 4 veces con PBS-Tween al 5 % y llenada de la fila A a

la H 'coin SQ"gUpozo de IgG de ratéon anti-IgG de cabra marcada con peroxidasa de rabano
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(RAG, 10-176R28601, NVSL) en leche descremada al 1% en diluciones dobles seriadas,
iniciando 1:200, e incubada por 1 hr a 37° C. Después de 8 lavados con PBS-Tween al 5 %o,
100 ulpozo del sustrato (ABTS, Reagents NVSL) fucron adicionados, incubados cn la
oscuridad a temperatura ambientc y leidos a los 15 minutos en un lector de ELISA (Micro

Reader 4 plus, Hyperion Inc, Miami, FL) a 405 nm.

3.5.2.3 Optimizaciéon de plasma de tortuga e IgG anti- 1g de tortuga. En una placa de 96
pozos, 50 pul/pozo de plasma en regulador de carbonatos, pH 9.5, cn diluciones dobles
seriadas, iniciando 1:20, de la columna 1 a la 11, en la columna 12 fueron colocados 50

ul/pozo de buffer de carbonatos como blanco. La placa fue incubada a 4° C toda la noche,

posteriormente fue lavada 4 veces con PBS-Tween al 5 %, bloqueada con 100 pl/pozo de
leche descremada al 5 % (DIFCO), e incubada por 1 hr a 37° C. La placa fuc lavada 4
veces con PBS-Tween al 5 % y llenada de la fila A ala G con 50 pl/pozo de IgG antl Ig de

NVSL) fueron ad1cnonados mcubados en la oscuridad a temperatura ambiente y leidos a los
15- mmutos en un lector de ELISA (Micro Recader 4 plus, Hyperion Inc, Miami, FL) a 405

nm.’

3.5.2.4 Cuantificacién de Igs totales ¢n plasma de tortuga por ELISA indirecta. Enuna
placa de 96 pozos, 50 pul/pozo de plasma de cada tortuga, diluida 1:20 en regulador de
carbonatos, pH 9.5, fue colocada en triplicado. Una curva cstandar fue desarrollada
colocando‘,SO ul/pozo de lg purificada de tortuga (6 mg/ml) diluida en regulador de
carbonatyds en diluciones dobles seriadas, iniciando en 1:50 y finalizando en 1:3200. 50
prozo d‘é'plasma de perro diluido 1:20 en regulador de carbonatos fue colocado en

triplicado’ como control negatwo 'y 50 pl/pozo de regulador de carbonatos fue colocado en

tr lpllcado como blanco »La placa fue incubada 2 hr a 37° C, lavada 4 veces con PBS-
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Tween al 5 %, bloqueada con 100 plVpozo de leche descremada al 5 % (DIFCO), e
incubada por 1 hr a 37° C. Después, fue lavada 4 veces con PBS-Tween al 5 % y llenada
con 50 ul/pozo de 1gG anti-lIg de tortuga en leche descremada al 1% € incubada | hr a 37°
C. La placa fue lavada 4 veces con PBS-Tween al 5 % y llenada con 50 pul/pozo de una
dilucién 1:1000 de 1gG de raton anti-lgG de cabra marcada con peroxidasa de rdabano
(RAG, 10-176R28601, NVSL) en leche descremada al 1%. Después de 8 lavados con PBS-
Tween al 5 %, 100 pl/pozo del sustrato (ABTS, Reagents NVSL) fueron adicionados,
incubados en la oscuridad a temperatura ambiente y leidos a los 15 minutos en un lector de
ELISA (Micro Reader 4 plus, Hyperion Inc, Miami, FL) a 405 nm. Los valores positivos se
consideraron aquellos mayores al valor del blanco méS'2 desviaciones estandar. La
transformacion de unidades de DO a :g se. rcahz.o uulmando ¢l logaritmo en basc 10 dc

cada valor, graficando en las ordenadas e Toj "‘og) de la DO y en las abscisas los :g

de la curva estandar e interpolando los valores de Log de la DO de cada muestra. El
resultado obtenido fue multiplicado por el factor de dilucién del plasma (1:20) para obtener

los :g/ml.
3.6 Medicion de la inmunidad celular por pruebas de hipersensibilidad retardada.

3.6.1 Estandarizacién de la técnica. Sec realizd una técnica modificada a la descrita por
Binns et al (1990) y Hong et al (2000) de la manera siguicnte: 3 tortugas clinicamente
sanas de 13 meses de edad fueron inoculadas con 50 :g de PHA (Sigma Chemicals
Company, St Louis, MU, USA) en 100 :] de PBS, pH 7.2, en el pliegue de la piel
ventrolateral izquierdo de la clbaca_y, en el pliegue ventrolateral derecho de la cloaca,
fueron inoculadas con 100 :1 de PBS como control. La cinética de la respuesta fue medida
alas 24, 48 y 72 hrs. R

3.6.2 Mcdicion basal de la piel. La piel fue medida antes dc las inoculaciones utilizando
un micrémetro digital (Mitsutoyo. Tokio, Japén) expresando el grosor de la piel en mm y

marcada con tinta indeleble para identificar el sitio exacto de inoculacién.
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3.6.3 Inoculacién. 50 :g de PHA (Sigma Chemicals Company, St Louis, MU, USA) en
100 :1 de PBS, pH 7.2, fueron inoculados en ambos grupos en el pliegue ventrolateral
izquierdo de la cloaca. 100 :I de PBS, pH 7.2, fueron inoculados en ¢l mismo plicgue del

lado derecho como control (Figura 6).

3.6.4 Medicion de la reaccién intradérmica. La piel fue medida en ambos grupos a las 48
hrs. posinoculacién, utilizando un micrémetro digital y expresando el grosor de la piel en

mm, de acuerdo a los resultados obtenidos en la estandarizacién de la técnica.

3.6.5. Histologia dc la prucba de hipersensibilidad retardada. Fueron tomhd@ : A:»l?)_iobsia'
por cada tortuga del sitio de inoculacién con PHA y 4 biopsias al azar de los , -
moculados con PBS (control), para caracterizar la histologia de la reac Cid

el sxgunente

nncrosc pia optlca '
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into de agua.
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uj

F igura 5. Estanque de concreto con f1

\

Figura 6. Inoculacion intrdérmica de PHA en la regién de la cloaca.
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3.7 Cuantificacion de Corticosterona plasmitica por Kit de ELISA competitiva.
Un kit comercial para cuantificacion de corticosterona (OCTEIA Corticosterone, 1DS,

UK) fue utilizado siguiendo las instrucciones del fabricante,

3.8 Analisis estadistico.
Se realizaron pruebas de hipotesis para la diferencia de medias utilizando el software
Sistema de Analisis Estadistico (SAS).
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4. Resultados

4.1 Animales de estudio _ . .
El grupo de tortugas sanas Gnicamente pudo formarse con 7 orga.msmos de un’ total ‘

de 160, dcbido a que el resto presentd dermatitis ulceratlva de sevendad varnable “Esto

arrojo una prevalencia del 95.6 % de la enfermedad.

Los pesos y medidas resultantes en ambos grupos se muestran en; el
Grafica 1 y 2. El grupo de tortugas sanas tuvo un largo del carapacho y peso mayor

estadisticamente significativo (p<0.01).

4.2 Histopatologia.

En todas las biopsias temdas con H E'de ortugas enf‘rm : selcccnonadas al azar se

observo en epidermis, necrOSIS coagu acantolisis, perdida de la queratina y bundante

infiltrado mﬂamatorlo' co’ p ncipalment or:heterofilos, -que ca'to aslas

capas. En la dermis se obsc filtr atorio  por filos casos

mononucleares (Flgura 7) En Ia tincién'de gram se obse aron mxcrocolomas de bactenas

gram negatlvas en dermis y epldermxs Figura'8)

4.3 Hemograma,

Las diferentes lineas celulares observadas en los frotis sanguineos tefiidos con
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Cuadro 3. Comparacion de pesos y medidas. Existe una diferencia significativa en peso y
largo de carapacho en ambos grupos, siendo mayor en las tortugas sanas (p<0.01).

Grupo Largo del carapacho (¢m) Ancho del carapacho(cm) Peso(Kg)
Media+ DS rango Media+ DS  rango Media + DS rango

Sanas 33.67 1.76 30.6-35.8 27.69 1.53 25-29.7 4.41 0.67 3.39-5.32

(n=7)

Enfermas 30.76 1.15 29.3-324 26.1 1.18 24.9-28 3.52 04 2.8-396

(n=8)

Comparacion de medidas morfométricas

40
35
30

25
O Sanas

cm 20
W Enfermas

o L— -1

Largo del carapacho Anchao del carapacho

Grafica 1. Comparacion morfométrica entre los 2 grupos, donde se
muestra una diferencia significativa en el largo del carapacho , pero no
en el ancho (p<0.01)
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Comparacion de pesos

OSsnas
WEnmimas

Peso

Grafica 2. Comparacion de pesos que
muestra una diferencia significativa entre
tortugas sanas y enfermas (p<0.01).

Comparacion de leucocitos totales

|
|

25000 e

i [Sanas
W Enfermas

[}

Grafica 3. Comparacion de leucocitos
totales que no mostro diferencia
significativa (p<0.01)
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Figura 7. Abund
heterdfilos (flecha blanca), con algunos mononucleares (flecha roja) (100x);
asi como necrosis (N) y acantolisis (A) en epidermis y dermis (40x)

Figura 8. Microcolonias de bacterias gram negativas (flecha
en la dermis (100x).
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Figura 9. Morfologia de leucocitos de sangre periférica tefiidos con Hemocolorante rapido
(100x). A, Eosinéfilo (£) con un heterofilo(H) abajo; B, Heterofilo (H)donde se aprecian
los granulos teiiidos de color naranja palido y nicleo azul claro; C, Eosinofilo degranulado
(Eg) de abundante citoplasma y granulos escasos y refringentes; D, Linfocito grande (Lg),
con granulos y citoplasma moderado; E, comparacion de un eosinéfilo degranulado (£d),
un trombocito (7) y un heterofilo (H); F, Linfocito pequefio con gran nicleo y escaso

citoplasma.
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Comparacion de la relacion heterofilo/linfocito
1.6

1.4

1.2

1

i' L‘I Sanas
S os B Enfermas |
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[
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Griafica 4. Existio una diferencia significativa
cvidente cntre tortugas sana y cnfermas

Cuadro 4. Comparacion de leucocitos totales y relacion hetcrofilo linfocito.

Grupo Leucocitos totales* Relaciéon H/T**
Media£ DS rango Media + DS rango

Sanas (n=7) 15221 5229 8750-21400 0.731  0.095 0.593-0.846

Enfermas (n=8) 17375 3737 11000-21000  1.659 0.43  0.959-2.129

*p<0.05

**p<0.0001
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4.4 Cuantificacion de lg totales de tortuga utilizando la técnica de ELISA indirecta.

Purificacion de Ig de tortuga. La espectrofotometria revelo un pico mayor, que al ser
analizado por SDS-PAGE permitié identificar las cadenas ligeras y pesadas de la IgM, Ig¥Y
7S e 1gY 5.7S, de acuerdo a la literatura (Grafica 5, Figura 10). Una vez concentrada y
dializada la fraccion deseada, fueron obtenidos S m! de Inmunoglobulinas, conteniendo una

concentracion de proteina de 6 mg/ml.

Titulacion de IgG anti-Ig de tortuga. La fracciones obtehi_das por cromatografia a partir

de Inmunoglobulinas de cabra precipitadas del su'érd,po'f sulfato de amonio, mostraron 2
picos principales cuando fueron analizados por esp C r"oécc')pia,'e idenlil‘cadoq por. S‘DS-f
PAGE como IgM e IgG (Grafica 6) El valor positi

para la ELISA fue de DO>0.285. Los resuhado ¢

blanco mas’ 2 desvxacn nes ¢ Léndar)
ELISA dlrecta ’

Cuantificacién de Ig totales de tortuga. La Gféﬁc 8 muestr r ' ”litil:izandyo

aparentec en la media de ambos grupos,
(p<0.01)(Gréfica 9).
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Separacion de ig de tortuga en
Cromatografia en Sephadex G-200
1.6
1.4

VAN
1.2
; /N
DO o4 AN
280 nm ' / N\

0.4 / AW
0.2 / AN

0123 456789 101121314 151617 1819 2021

No. de tubos

Grafica 5. Purificacion en cromatografia liquida del precipitado con sulfato de amonio
de plasma de tortuga, donde se observa un pico mayor de absorvancia, con un maximo

en el tubo 7.

Marcadores Muestra
106 kDa — e
81 kDa — ¥ +— 77 kDa
+«— 63 kDa
47.5 kDa — %
35.3 kDa ‘—’WW e | 33.8 kDa
«— 23.1 kDa

20.8 kDa— B -

Electroforesis al 12 % con 2-mercaptoetanol
Figura 10. SDS-PAGE en condiciones reducidas que muestra las
bandas correspondientes a las cadenas ligeras (23.1 kDa) las cadenas
pesadas de IgM (77 kDa). IgY 7S (63 kDa) e IgY 5.7S (33.8 kDa).
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Purificacion de IgG anti-lg tortuga en Sephadex G-200
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Grafica 6. Separacnon en cromatografia liquida de anticuerpos de cabra, donde se observan

2 plCOS, el primero corresponde a la IgM y el segundo a la 1gG.

Titulacién de igG anti-ig de tortuga

- 0.0
0.8-
0.7-/
o.s-/
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DO1en40
01 en 640
o1 en 10240

Gréfica 7. Titulacién de IgG de cabra anti-Ig de tortuga, donde un valor positivo es tomado
a partir del valor del blanco mas 2 desviaciones estandar, obteniendose un titulo de 1:2560.
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Curva estandar de Ig de tortuga

TR ‘ —— ]
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o} T .
0.01 0.1 1 10
microgramos de Ig y = 0.1325Ln(x) + 1.6152
R? = 0.9939

Grifica 8. Curva estandar de Inmunoglobulinas purificadas de tortuga Chelonia
mydas.

Comparacion de inmunoglobulinas totales
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Grafica 9. A pesar de una diferencia aparente, esta
no fue significativa (p<0.01) entre las medias de

inmunoglobulinas totales.
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4.5 Medici6n de la inmunidad celular por pruebas de hipersensibilidad retardada.

1. Estandarizacion de la técnica.
El tiempo 6ptimo para medir la maxima respuesta de hipersensibilidad retardada a la
fitohemaglutinina fue de 48 hrs, indicando una cinética parecida a la reportada en otras

especies (Grifica 5).

2. Prueba de hipersensibilidad retardada en ambos grupos.
‘ Los resultados de la medicién de la piel en ambos grupos se muestran en el cuadro

5. Existio una diferencia significativa entre las medias de los 2 grupos (p<0.00‘08).‘

3. Histologia

Las biopsias tefiidas con H-E demostraron la presencxa de‘ un mﬁltrado penvascular

de células mononucleares, observandose mucho mas mtenso en blops1as de. onugas

sanas que cn las enfermas (Figura 11A-11B ). La lmcxon dxfcrcncxal (Glemsa) demostro que

el infiltrado era casi en su totalidad de células mononuclcares con muy escésos hclcrof los
poniendo de manifiesto que la reaccion fue de hxpersensxblhdad re!ardada y' no d:. :

inflamacion por granulocitos (Figura 12).

4.6 Cuantificacién de Corticosterona plasmidtica

Con el kit comercial se detectaron los resultados que se observan en el Cuadro 6. En
el grupo de tortugas sanas 2 de 7 tortugas mostraron valores superioresAa O," yenel grupo de

tortugas enfermas 5 de 8.
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Cinética de la respuesta a la PHA intradérmica

5

E 4.8 -
46 -

8§ a4
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| 42 —e—PHA
2 4 —m— Control
8 3.8
5 3.6 A
§ 3.4
G 3.2

3 T T .

basal 24 hrs 48 hrs 72 hrs
Tiempo

Griéfica 10. Estandarizacion de la prueba de hipersensilidad retardada
donde se observa que el tiempo 6ptimo de reaccién es a las 48 hrs.

Cuadro S. Comparacion de microgramos/ml de Ig totales detectadas en plasma
por ELISA indirecta.

Grupo IG totales (:g)** DTH (mm)*
Media + DS rango Media + DS rango

Sanas (n=7) 22.74 14.82 11.18-53 1.713 0.67 0.43-2.61

Enfermas (n=8) 14.7 4.01 11-24 0.53 0.12 0.21-1.12

*p<0.0008, **p<0.01
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Comparacion de respuesta a la fitohemaglutinina
25

‘QSanas
WEnfermas

05

o

Grifica 11. Ll grupo de tortugas sanas mostro una
eficiente respuesta a la fitohemaglutinina inoculada
intradérmicamente comparada con la pobre respuesta
de las tortugas enfermas.

Cuadro 6. Nanogramos/mililitro de corticosterona
medidos por ELISA de competicion.

Concentracion de corticosterona en plasma

Tortugas sanas ng/mi

XC807

XC808

XC809

XC810

XC811

XC820

XC821

Tortugas enfermas

XC812

XC13
XC814
XC815
XC816
XC817
XC818
XC819
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b P S i ‘
Figura 11 A. Fuerte infiltrado perivascular Figura 11B. Débil infiltrado perivascular

de células mononucleares en la biopsia de en biopsia de piel de tortuga enferma, a
piel de una tortuga sana estimulada con pesar de la estimulacion con PHA(100x).
PHA (100x)

Figura 12. Tincién con Giemsa de biopsia de piel de tortuga sana
estimulada con PHA(100x). Notese un heterofilo (flecha blanca,
granulos naranja) entre la abundante presencia de células
mononucleares y algunos eritrocitos (flecha roja).
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S. Discusion

La dermatitis ulcerativa es una enfermedad presente en todas las granjas y criaderos
de tortuga blanca y aunque ha sido objeto de anilisis amplio, este es el primer estudio que
aborda el problema desde el punto de vista inmunolégico. En las caracteristicas generales
que comprendieron peso y medidas morfométricas, el grupo de tortugas sanas promedié un
peso y un Iargo de carapacho mayor que las tortugas enfermas, a pesar de consumir la
misma cantidad de alimento y mostrarse muy activas, sin manifestar letargia o inapctencia.
Esto fue muy probablemente debido a que el estrés y los procesos inflamatorios crénicos
presentan una mayor demanda de energfa, lo cual se refleja en un menor crecimiento y
menores reservas de grasa corporal (Aguirre et al, 1995). Glazebrook y Campbell (1990)
realizaron un estudio profundo dc las enfermedades en granjas tortugueras de Australia,

encontrando una prevalencxa de casi el 100% de dermatitis ulcerativa, este valor coincide

con nuestro rcsultado de; o, conﬁrmando que es la enfermedad mas prevalente, no

solo en tormgas blancas cautivas;’ sino en otros reptiles de granja, en donde se ha reportado,

unol(’)glco de las tortugas estuvo en constante desafioé

bldO a la presencia de heridas provocadas por las

iiera que e} problema se volviera crénico. Aunado

~donde las tortugas se mordian no coincidieron

! i ‘biayrgo, también establecié que a pesar de un curso
crénico de rcépucsta inflamatoria fue principalmente de heterdfilos, lo cual

provocaba'd fio' tisulai extcnso por dcgranulacion, sin contener la invasién bacteriana. La

escasa prescncna de células mononucleares no coincide con los hallazgos histopatoldgicos
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en_enfermedades_crénicas en otras especies de tortugas (Jacobson ef al, 1991) y mas
recientemente; 'éntla descripcidon de la cinética de inflamaciéon experimental en serpientes
(Tucunduva etal, 2001), donde no solo las células mononucleares son ampliamente
predominames én 'ios 'proccsos inflamatorios crénicos, sino que al parecer juegan un papel

fundamental desde el |mc1o de la respuesta. Durante la evolucion, la piel de los vertebrados

ha desarrollado un mecamsmo inmune especifico para responder rapidamente a antigenos

medloamblenlales'c xmcxa una respuesta primaria contra antigenos extraiios. De esta forma

los keratmocntos respondcn a estimulos inflamatorios inespecificos, produciendo una

ampha varlcdad, de . citocinas proinflamatorias, moléculas de adhesién y factores
1993). Dc¢ acuerdo a lo anterior, la histopatologia

respuesta inflamatoria que involucra a las células

camblos ﬁsnologlcos curra.n De acuerdo con lo anterior, nuestros resultados muestran una
relacnon H/L ‘m ye ada en cl grupo de tortugas enfermas, a pesar de que en el conteo de
leucocnos totale no exxsllo diferencia significativa entre ambos grupos, indicando que las

lm‘lugas ulfmmas se encuentran cronicamente estresadas. Estos resultados son reforzados

52 | TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




por los hallazgos de Aguirre (1995) quien demostré que el estrés por captura en C. mydas
de vida libre, produce un aumento en el conteo total de leucocitos, tanto en tortugas sanas
como en enfermas, pero que la linfopenia y la heterofilia, que trac consigo una relacion H/L
mas alta, es significativamente caractcristica dc los individuos enfermos. Work (2001)
también encontré que no solo la relacién H/L esta aumentada en tortugas blancas de vida
libre, enfermas de fibropapilomatosis, comparada con el grupo control de tortugas sanas,
sino que el incrementé cn esta relacion aumcnta con la severidad de la enfermedad,
convirtiéndose asi en un indicador fisiolégico muy importante de la severidad dc la
enfermedad (Work y Balazs, 1999). En tortuga Chelonia mydas cautivas, Varela (1997)
encontré que los mismos resultados del incremento en la relacién H/L en tortugas de vida
libre coincidieron con sus hallazgos en tortugas cautivas.

Las pruebas de hipersensibilidad rectardada utilizando mezclas de antigenos o
mitdgenos, han probado su eficacia para monitorear la inmunidad celular in vivo, no solo en
humanos, sino en diversas especies de mamiferos y aves (Parmentier et a/ 1998; Hong et al,
2000). El presente trabajo reporta la primera prueba de hipersensibilidad retardada realizada
en tortuga blanca C. mydas, la cual tuvo una cinética y caracteristicas histologicas
concordantes con lo obtcnido en mamiferos y aves. El grupo de tortugas sanas respondio
vigorosamente a la estimulacion con PHA, a excepcion de una tortuga (XC821) que tuvo
una respuesta muy pobre. En el grupo de tortugas enfermas, estas respondieron débilmente
a la estimulacién, con excepcion también dc una tortuga (XC819). Estos dos cjemplares
que respondieron de manera contraria a lo esperado, a pesar de encontrarse una
clinicamente sana y otra con dermatitis ulcerativa evidente, pudieron estar en una etapa de
transicién de salud a enfermedad o viceversa (XC819), aunque no se puede descartar una
anérgia por idiosincrasia propia del animal o una variaci6én normal de la prueba por el
tamaifio de muestra pequefio. Debido a que la picl presenta una amplia poblacion de
linfocitos T, agrupados en linfocitos intraepiteliales, generalmente 3L, y unidades
perivasculares dermales, compuestas de linfocitos T CD4' K2, algunos linfocitos T CDS8",
macréfagos y células cebadas. en donde los linfocitos presentan una glicoproteina llamada
antigeno cutdneo asociado a linfocitos (CLA, por sus siglas en ingles) (Debenedictis ef al,

2001), la utilizacion de PHA en pruebas dc hipersensibilidad retardada no solo demuestra
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que estimula especificamente a los linfocitos T, los cuales son, en un amplio porcentaje,
células de memoria que fueron estimulados por antigenos que ingresaron por via cutanea,
sino que también esta evaluando la respuesta inmune cspecifica de la picl. De acuerdo con
lo anterior, las biopsias de ambos grupos mostraron las caracteristicas histolégicas
reportadas en mamiferos (Binns er al, 1992; Otto ef al, 1993; Taura ef al 1995), donde
predomino un infiltrado perivascular de células mononucleares, compuesto principalmente
de macrofagos y linfocitos, cvidenciados por la tincién de Giemsa, que fue mucho mayor
en el grupo de tortugas sanas, lo cual evidencia un estado de anérgia de los linfocitos T en
el grupo de tortugas enfermas, debido probablemente al estrés del cautiverio, lo cual fue
reforzado por la elevada relacion H/L mostrada en el Hemograma.

Las inmunoglobulinas desarrollan importantes funciones bioldgicas contra agentes
infeqciosés, entre tales funciones, la opsonizacién para facilitar la fagocitosis y la fijacion
del comi)lemcnlo es fundamental en contra de bacterias extracelulares (Goldsby et al,
2000)' Aunque en nuestros resultados, el grupo de tortugas sanas tuvo una concentracion
medla dc inmunoglobulmas mas elevada que las tortugas enfermas, no hubo una diferencia

» mgmﬁcahva entre ambos grupos. Esto refuerza la observacion de un estado de

anergxa de lmfocnos T ya que, cn este estado, existiria un muy bajo nivel de cooperacién

cntrer linfocitos T y B, impidiendo el desarrollo de una respuesta humoral vigoroza, a pesar

de’ quc podcmos suponer que existe presencia de lipopolisacarido (LPS) en los tejidos
afectédé
(2000) .

antigéno cspeciﬁéos Y que en tortugas enfermas, la fraccion de gammaglobulinas esta

;este es un potente estimulador inespecifico de linfocitos B. Work er al

_que la tortuga blanca es capaz de producir una adecuada respuesta a

disminuid probablemente por inmunosupresion. Sin embargo, al carecer de informacion

acerca del perﬁl de citocinas y el estado del mecanismo de fagocitosis, es dificil determinar
la causa cxacta dc esta disminucién. Aunado a esto, es impontante recalcar que los animales
sujetos a estrés tienen un mayor gasto metabdlico y como consecuencia, son menos
eficientes para sintetizar anticuerpos (Aguirre ef al/, 1995). Turton (1997) encontrd que la
baja tcmperatura puede provocar un cfecto inmunosupresor directo, sin involucrar al eje
hipotdlamo- hipofisiario-adrenal, por disminuir ¢l metabolismo de los reptiles. Esto podria

relacionarse al hecho de que el grupo de tortugas enfermas tuvo un bajo porcentaje de grasa
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corporal, lo que significaria una mayor perdida de calor en invierno, temporada en que fue
realizado el trabajo, trayendo como consecuencia una disminucion en su tasa metabolica,
todo esto corroborado por los valores de los pesos de las tortugas enfermas, comparados
con las sanas.

Los corticoesteroides producidos por la estimulacién del eje hipotalamo-
hipofisiario-adrenal han sido utilizados extensamente como indicadores del estrés
fisiolégico. Las clevaciones de corticosticosterona inducidas por el estrés, han sido
demostradas en una variedad de reptiles (Cash et al, 1997; Tyrrel y Cree, 1998). El método
mas utilizado ha sido ¢l radioinmunoensayo (RIA), el cual requiere manejo de material
radlactwo infraestructura y permisos que no siempre estan disponibles. Nosotros )
'uullzamos un kit comercial basado en una técnica colorimétrica (ELISA compctluva) que

) utlllza anucuerpos policlonales, buscando un método alternativo mas practico. En cl ;,rupo

de tortugas sanas, 2 de 7 organismos (28.6%) presentaron valores detectables y en el grupo B

o dc tortugas enfermas, 5 de 8 (62.5%). 5 tortugas sanas y 3 enfermas no mostraron-

' concentracnones detectables. Existen varios puntos para poder cxphcar cslos resultados ElA'

prlmcro esla sensibilidad del kit, cl cual tlcnc‘una deteécnén mimma de 0. 23 ng/ml. Agmrre

( 1995) reponé valores basales en tonugas blancam an; e, d

10 24ng/ml) y-un pico de 2.70 ng/ml (DS 0.88 ng/ml) a las 4 hrs poscaptura, que declmo a
las 24 hrs En tortugas enfermas reporté valores basales de 1.49 ng/ml (DS 1.71 ng/ml) y un
pico: de 6.04 ng/ml (DS 2.31 ng/ml) a las 24 hrs. Sin embargo, Gregory (2001) detecto en
tortuga; !oras (Lepydochelis kempii) de vida libre, valores basales de corticosterona de 6.16
ng/ml (DS 2.31 ng/ml), donde algunos valores de su rango fueron tan bajos como 0.03
ng/ml.' De acuerdo a los datos anteriores, en nuestro trabajo los valores detectados como 0
ng/ml pudieron estar por debajo del punto de sensibilidad del kit, lo cual es muy factible
dado’quc cn otro trabajo con tortugas caguama (Carreta carreta) (Gregory et al, 1996) se
reportd que cn cl rango de los valores basales de corticosterona existieron niveles casi
indetectables utilizando RIA (<0.05 ng/ml). Segundo, puede existir una variabilidad muy
alta entre grupos particulares de tortugas, probablemente debida al tiempo de captura y
toma de muestras, variabilidad genética y la experiencia en algunos organismos de capturas

anteriores, como podria ser el caso de acostumbrarse al manejo o ser muy sensible al
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mismo, lo cua! es muy probable en tortugas cautivas, que estan bajo manejo relativamente
constante. Asi lo reporté Gregory (1996) donde los valores basales de corticosterona
variaron de acuerdo al tamaiio de la tortuga y la época del ailo (pequenas 4.71 ng/ml,
grandes 1.19 ng ml, en verano; pequeiias 1.26 ng/ml, grandes 1.04 ng/ml, en invierno) asi
como por el tiempo de captura (0.55 ng/m! en tiempos de 8 min y 2.07 ng/ml a los 37 min).
Aguirre (1995) establecié un tiempo maximo de 10 minutos para la toma de muestras sin
que existicran alteraciones significativas en las concentraciones de corticosterona. En
nuestro trabajo, dos tortuga presentaron dificultades para lograr tomar la muestra sanguinea
de manera rapida, debido a su alto porcentaje de grasa corporal que dificulto la localizacién
del seno venoso, lo que se reflejo en un tiempo que superé los 10 minutos establecidos por
Aguirre (1995), provocando un mayor estrés por manejo y estimulo doloroso de la
venopunsién, que se reflejo en valores altos de corticosterona. Aunque los resultados fueron
algo variables las tortugas enfermas tuvieron valores mayores de corticosterona, la cual
podr{a cstar partncnpa.ndo en la anergia de linfocitos T, ya que entre sus muchos efectos en

el snslema mm ne se encuentran la linfolisis y la modificacién en el patron de dlslnbucnon

‘cdcn atravcsar la

S A51 mismo, son altamente lipofilicos por. lo qu

maitica y unirse a receptores cltoséhcos ‘é lo la” expresion de

‘ los que se encuentran los mvolucrados en la aclwacnon de linfocitos T y

la produccxén de cltosma (Goldsby et al, 2000).
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6. Conclusiones

e Las tortugas afectadas con dermatitis ulcerativa estdn crénicamente estresadas e
inmunosuprimidas a nivel de inmunidad celular, probablemente desencadenada por
el mismo estrés.

o Esta inmunosupresion es probablemente debida, al menos hasta estos resultados, a
un estado de anérgia cn los linfocitos T de la piel, aunque algan otro factor
inmunoldégico asociado que no fue evaluado (citocinas, subpoblaciones, etc.) no
puede aun ser descartados. 7

» Los resultados de este trabajo también proveen datos valiosos acerca de la
inmunidad celular de la picl de las tortugas marinas y ponen de manifiesto ia gran
similitud con la respuesta caracterizada en mamiferos. También se demuestra que
para medir cl estrés en estas especies, es necesario la utilizacion de 2 o mas prucbas
cn diferentes intervalos de tiempo, que den mayor confiabilidad a los resultados.

e Esta inmunosupresion y la gran prevalencia de las dermatitis ulcerativas puede ser
un - factor desencadenantc de los grandes brotes de mortalidades agudas en Xcaret,
por lo que un campo para la aplicaciéon de la inmunoterapia como tratamiento
alternativo, queda abierto con grandes posibilidades de éxito.

e Finalmente, es necesario estudiar con mayor profundidad otros aspectos
inmunolégicos, tales como subpoblaciones cclularcs, fagocitosis, complemento,
ctc., y desarrollar mejores técnicas de laboratorio, que superen las dificultades que

presentan las especies silvestres no mamiferas.
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