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1. RESUMEN

MUNOZ GUTIERREZ JUAN FRANCISCO. Determinacion de la presencia de ADN
de herpesvirus en muestras de fibropapiloma de tortuga golfina (Lepidochelys
olivacea), del campamento tortuguero “La Escobilla”, Oaxaca, México. (Bajo la
direccién de MC José Ramirez Lezama, Dr. Daniel Martinez Gomez, MVZ Angel
Garcia Hernandez).

El fibropapiloma es una neoplasia que se ha descrito en diferentes especies de
tortugas marinas, en la que se incluye la tortuga golfina. Este tumor se caracteriza
por la presencia de nédulos cutdneos exofiticos y en ocasiones viscerales blanco-
amarillos con superficie multinodular. Microscopicamente, hay acantosis,
hiperqueratosis, proliferacién fibroblastica e infiltrado inflamatorio mixto en la
dermis. La etiologia de esta neoplasia es incierta. Actualmente se han reportado
hallazgos patoldgicos y moleculares que permiten relacionar el desarrollo de esta
enfermedad en la tortuga verde con una infeccion viral por el Herpesvirus de la
tortuga verde (GTHV). Con el objetivo de demostrar la presencia del GTHV en
muestras de fibropapiloma de tortuga golfina, se construyd un control interno
utilizando el gen aph como molde, en cuyos extremos se adicionaron secuencias
especificas de la ADN polimerasa del GTHV. Este control interno fue utilizado para
estandarizar una PCR que fue empleada en 31 muestras de fibropapiloma de
tortuga golfina, que previamente habian sido diagnosticadas por medio de
histopatologia, en ninguna de las cuales se logré amplificar el fragmento de 441 pb
de la ADN polimerasa del GTHV. Los resultados obtenidos difieren de los estudios

publicados en la tortuga verde, en la cual se considera al GTHV como el principal



agente etioldgico de fibropapilomas, lo que permite considerar otros factores como
etiologia de esta neoplasia en la tortuga golfina tales como otros agentes virales,

una mutacion del GTHYV, o bien una etiologia multifactorial.



2. INTRODUCCION

El fibropapiloma cutaneo es una neoplasia de comportamiento biolégico benigno,
gue se ha descrito en varias especies de tortugas marinas incluyendo a la tortuga
verde (Chelonia mydas), tortuga caguama o boba (Caretta caretta), tortuga golfina
(Lepidochelys olivacea), tortuga lora (Lepidochelys kempii), tortuga plana (Natator

depressus) y la tortuga carey (Eretmochelys imbricata)®.

El primer informe en el mundo de esta neoplasia se realiz6 en 1938, en una
tortuga verde que pertenecia al Acuario de Nueva York, la cual habia sido
capturada, dos afios antes, cerca de Key West, Florida®. Ese mismo afio, Smith y
Coates, observaron 3 fibropapilomas dentro de una poblacién de 200 tortugas
verdes silvestres de Key West, Florida®. Asimismo, Lucké describié tumores
similares al fibropapiloma en la cola, aletas, axilas, cuello, parpados y cérneas de
una tortuga verde capturada de Cape Sable, Florida®. Ademas, Lucké y
Schlumberger informaron sobre la presencia de fibropapilomas en tres tortugas
verdes de Florida, asi como numerosos tumores fibrosos en los pulmones de una

tortuga®.

Posteriormente, en 1958 Hendrickson reportd la presencia de tumores fibrosos en
las hembras que anidaban en las playas de Sarawak y Malaya®. En Hawaii, el
primer caso informado fue en 1958, en una tortuga verde juvenil capturada por un
pescador local en la bahia de Kaneohe, Oahu. Previo a este caso, en dicha bahia,

Balazs realizo un estudio el cual sugirié que el fibropapiloma era poco frecuente e



incluso inexistente®. Desde entonces la frecuencia de fibropapiloma en tortugas
marinas, principalmente en la tortuga verde, fue incrementando. En 1980, un brote
de fibropapiloma ocurrié en un grupo de tortugas verdes adultas en British West
Indies en el Caribe’. En 1982, Ehrahart et al, documentaron los primeros casos de
fibropapiloma en el rio Indio en Florida®. Curiosamente desde 1977 diversos
estudios enfocados a la anidacion dentro de la porcion norte del rio Indio no
habian descrito alguna tortuga con fibropapiloma; pero cuando dicho estudio se
dirigio hacia la porcion central del rio en 1982, se encontraron tortugas con
fibropapiloma®. Los trabajos continuos en este sitio desde el afio de 1982 han
revelado una prevalencia de fibropapiloma cercana al 50%, e incluso ha sido hasta

del 90% en la bahia de Kaneohe, en Hawaii'.

En México, durante la quinta arribada de la temporada de anidacion de 1997, se
realizo un estudio observacional de campo. En este estudio, de una poblacién total
de 9,201 tortugas golfinas, sélo en 140 animales (1.5% de la poblacién total), se

observé uno o mas fibropapilomas de diferentes tamafios®.

Macroscopicamente los fibropapilomas pueden presentarse de manera individual o
multicéntrica, su diametro oscila entre 0.1 cm hasta mas de 30 cm. Los tumores
individuales suelen tener aspecto verrucoso o liso y ser pediculados o sésiles. Los
tumores de mayor tamafno frecuentemente estan ulcerados y presentan areas de

necrosis’.



La localizacion de los fibropapilomas es principalmente la piel de las aletas, el
cuello, el mentdn, la region inguinal, la regién axilar y la base de la cola®. Otro sitio
de presentacion es la conjuntiva (principalmente la conjuntiva bulbar); e incluso se
han descrito sobre la cérnea®®’. Este tipo de neoplasias suelen presentar cierta
cantidad de pigmento, la cual esta relacionada con la pigmentacion de la piel de
donde se origina ésta’. Asimismo, se han descrito también nédulos en 6rganos
internos de tortugas verdes con fibropapiloma cutaneo*® en pulmones, rifiones,

corazon, tracto gastrointestinal e higado®.

Microscopicamente esta neoplasia esta compuesta por dos elementos, uno
mesenquimatoso y otro epitelial. La porcion mesenquimatosa esta constituida por
la proliferacion fibroblastica en la dermis, la cual estd acompafiada por vasos
sanguineos de nueva formacion e infiltrado inflamatorio, compuesto
frecuentemente por heterofilos, linfocitos, macrofagos, y con menor frecuencia,
células gigantes multinucleadas. EI componente epitelial estd conformado por el
aumento en el nimero de queratinocitos de la epidermis, principalmente del
estrato espinoso (acantosis). Esta hiperplasia frecuentemente presenta
proyecciones papilomatosas o pseudopapilomatosas exofiticas y usualmente esta
acompafnada por hiperqueratosis. Ademas, en el estrato basal y espinoso de la
epidermis se pueden observar queratinocitos con degeneracion balonoide.
Ocasionalmente, en los queratinocitos afectados se pueden observar cuerpos de

inclusion intranucleares eosindfilos™.



Aunque se considera una neoplasia de comportamiento biolégico benigno, estos
tumores pueden ser de gran tamafio e interferir con la locomocion, vista, ingesta
y/o respiracion, lo cual puede llevar a caquexia y posteriormente culminar en la
muerte del animal. Con menor frecuencia, pueden llegar a ocasionar hidronefrosis,

falla cardiaca y obstruccién a nivel gastrointestinal®.

La etiologia de esta neoplasia es incierta. No obstante, con base en los hallazgos
de patologia comparada y epizootiologia, se han propuesto algunos factores que
pueden intervenir en el desarrollo del fibropapiloma, los cuales incluyen agentes

infecciosos, factores ambientales y factores genéticos®.

Aunque existe una fuerte evidencia de que la etiologia de esta neoplasia es de
origen viral, hay algunos cofactores que pueden tener una participacion adicional,
entre los cuales se incluyen parasitos, susceptibilidad genética, quimicos
carcinogénicos, contaminantes ambientales, biotoxinas, inmunosupresion vy

radiacion ultravioleta?.

En este punto, se preservan dos principales hipotesis sobre la etiologia: 1) la
hipotesis “no neoplasica”, que sustenta que estos crecimientos pueden ser el
resultado de un tejido de cicatrizacion o un tejido hiperplasico; y 2) la hipotesis
“neoplasica”, que considera estos crecimientos como una neoplasia causada por

uno de los diferentes agentes supuestos*?.



Dentro de estas lesiones neoplasicas se han identificado algunos virus, sin
embargo, estos agentes no se han aislado en cultivo celular. Estos virus han sido
clasificados en dos grupos: el primero de ellos involucra a los virus con envoltura,
gue son sensibles a factores ambientales, en los que se incluyen al herpesvirus y
al retrovirus; el segundo grupo corresponde a los virus sin envoltura que son
resistentes al ambiente y en el que se incluyen al papilomavirus y al

poliomavirus™?.

Dentro de los estudios realizados en la tortuga verde en Florida, un herpesvirus,
asociado al fibropapiloma (GTHV), ha sido identificado en mas del 95% de los
fibropapilomas de dicha especie’. Este virus no se ha encontrado en piel o en
otros tejidos sanos. En varias regiones de Florida, se han realizado estudios de
transmision en tortugas verde y boba que presentaron fibropapiloma, los cuales
demuestran la implicacibn de un agente filtrable de caracter infeccioso. La
inoculacion experimental directa en tortugas de este filtrado ha demostrado que
existe una transmision horizontal, ya que se desarrollaron fibropapilomas en los
sitios de inoculacién en tortugas libres de la enfermedad®. Incluso, se han
encontrado cantidades variables de ADN en tejidos y organos de algunos peces
limpiadores (Thalassoma duperrey), y en sanguijuelas marinas (Ozabranchus
spp), lo cual sugiere que quizas estos animales actien como vectores mecanicos
del probable agente infeccioso'. Ademas existe evidencia ultraestructural de un
agente viral con caracteristicas morfolégicas similares a herpesvirus’, sin

embargo, en fibropapilomas de tortugas de Hawaii se ha identificado también un
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papilomavirus™ y un retrovirus *°, lo cual ha complicado la determinacién del

agente infeccioso primario.

Como ya se ha mencionado estas neoplasias si bien no causan la muerte,
eventualmente pueden convertirse en un problema grave ya que afectan la
locomocion, ingesta, vision y respiracion. En Meéxico desde 1980 existen
programas de conservacion de Lepidochelys olivacea, dentro estos programas de
conservacion el monitoreo de la salud de los individuos que se quiere conservar es
un proceso basico. En este trabajo de investigacion se analizé la presencia de
fibropapilomas en tortugas golfinas y su posible correlacion con la presencia del
probable agente etiologico involucrado, lo cual se justifica debido a la escasa
informacion que existe al respecto. De igual forma los resultados obtenidos
impactan en otras areas de proteccion pues la deteccion de GTHV en
fibropapilomas implicaria que este virus es capaz de infectar otras especies de

tortugas marinas ademas de la tortuga verde.



3. HIPOTESIS

Se identificara ADN del GTHV (green turtle herpesvirus) en muestras de

fibropapiloma cutaneo obtenidas de tortugas golfinas (Lepidochelys olivacea).

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de ADN del GTHV en muestras de fibropapilomas
cutaneos mediante la técnica de PCR con el fin de correlacionar la presencia de

ADN viral y el desarrollo de fibropapiloma cutaneo en tortugas golfinas.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analizar mediante histopatologia piel con fibropapiloma de tortuga golfina.

e Extraer ADN de las muestras de fibropapiloma para amplificar regiones
especificas del GTHV.

e Analizar los resultados obtenidos para correlacionar la presencia de ADN viral
y el desarrollo de fibropapiloma cutaneo en tortugas golfinas (Lepidochelys

olivacea).



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Poblacion de estudio y toma de muestras

La playa que se considerdo para la toma de muestras fue el campamento
tortuguero “La Escobilla”, el cual pertenece al Centro Mexicano de la Tortuga y se
encuentra ubicado en el kilbmetro 19 de la carretera Puerto Angel — San Antonio,
Mazunte, Sta. Maria Tonameca, Oaxaca. Este lugar es considerado como uno de
los santuarios mas importantes de arribada de tortuga golfina en México. La fecha

de arribada considerada para el muestreo fue octubre-noviembre de 2006.

De cada una de las muestras recolectadas la mitad fue preservada en formol
buferado al 10% para su estudio histopatolégico para que posteriormente fueran
procesadas con los métodos de rutina y tefildas con Hematoxilina y Eosina (H&E);

la otra mitad se mantuvo en congelacion para la posterior extraccion de ADN.

6.2 Extraccion de ADN y amplificacion del gen pol del GTHV

Con el fin de extraer ADN de cada uno de los tumores se utilizdO una adecuacion
del protocolo de Lu et al, que consistio en fragmentar el tejido congelado en
pequefias partes, las cuales fueron depositadas en tubos tipo Falcon de 15 mL. En
estos tubos se afiadieron 2 mL de buffer de lisis (25Mm Tris HCI pH 8.0, 25 Mm
EDTA pH 8.0, 1% SDS) por cada 100 mg de tejido, asi como 50 uL de proteinasa
k (0.1 mg/mL). Estos tubos fueron mantenidos en bafio maria con movimiento a
37°C durante 6 horas. Posteriormente, se realizé una centrifugacion a 4,500 g

durante 15 minutos y se recupero el sobrenadante. Se afiadié 1 volumen de fenol:
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cloroformo y el tubo fue agitado vigorosamente con ayuda de un agitador vortex,
para después centrifugarlo a 9,300 g durante 2 minutos. Luego, el ADN fue
precipitado con 1/10 de volumen acetato de sodio (3M, pH 6.0) y 0.6 volumenes
de isopropanol (al 100%) frio. Las muestras se dejaron en reposo durante 5
minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugaron a 14,700 g
durante 12 minutos. Finalmente, el pellet obtenido se recuperod y se deshidrato en
un equipo Savant y después se resuspendidé en 12 a 15 uL de H,O estéril y

congelado hasta su uso.

El ADN fue cuantificado por medio de un espectrofotdmetro (Ultrospec 3000
Pharmacia Biotech®) y se observé su pureza mediante un gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio. A las muestras de ADN que presentaron ARN se les

afadieron 5 uL de RNAsa y fueron mantenidas a 37°C durante una hora.

Para la deteccion especifica del GTHV se utilizd un par de iniciadores (GTHVpol)
que amplifican un fragmento de 441 pares de bases, el cual esta ubicado en la
region amino entre los pares de bases 1945 y 2370, del gen que codifica para la
polimerasa del GTHV. La secuencia de los iniciadores es la siguiente:

GTHVpol-1 5-AGCATCATCCAGGCCCACAATCT-3’

GTHVpol-2 5-CCAGTTCCGGCGCGTCG-3’

11



La homologia de este par de iniciadores fue comprobada por medio de la base de
datos BLAST del NCBI (National Center of Biotechnology Information), de tal
manera que para el iniciador GTHVpol-1 5-AGCATCATCCAGGCCCACAATCT-3

la homologia reportada se muestra en la figura 1:
Color key for alignment scores

<40 40-50 B0-200 >=200

G ure |
| | | | | |
0 4 (5] 12 16 20

Description | Query coverage [_ E value | Max ident
Hawaiian areen turtle herpesvirus thymidine kinase (UL23), mem 100% 0.001 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus unique long reqion ¢ 100% 0.001 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var C polvi 100% 0.001 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain HA variant pc 100% 0.001 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var B poly 100% 0.001 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var A poly 100% 0.001 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var D pol 100% 0.001 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var C pol 100% 0.001 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var A poly 100% 0.001 100%
Green turtle herpesvirus polymerase qene, complete cds 100% 0.001 100%
Unidentified herpesvirus DNA polymerase gene, partial cds 100% 0.001 100%
Olive ridley turtle herpesvirus DNA polymerase qene, partial cds 100% 0.001 100%
Loagerhead turtle herpesvirus DNA polymerase (pel) aene, parti: 100% 0.001 100%
Florida areen turtle herpesvirus DNA polymerase (pol) gene, par 100% 0.001 100%
Unidentified herpesvirus DNA polymerase gene, partial cds 91% 0.021 100%

Figura 1. Homologia del primer GTHVpol-1 mediante el BLAST del NCBI.
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Y para el iniciador GTHVpol-2 5-CCAGTTCCGGCGCGTCG-3", la homologia
reportada se muestra en la figura 2.

Color Key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

G e ry [ —
| |

0 g 6 b 12 15
Description | Query coverage |__ E value | Max ident
Hawaiian green turtle herpesvirus thymidine kinase (UL23), merr 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus unique long region ¢ 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated t rus strain FL var C polvi 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated tur us strain HA variant pc 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var B poly 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var A poly 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var C pah 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var A poly 100% 2.5 100%

Figura 2. Homologia del primer GTHVpol-2 mediante el BLAST del NCBI.
Las condiciones del ciclo fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial de 95°C
por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion por 1 minuto, alineamiento a 66°C
por 1 minuto y extension de 72°C por 1 minuto y extension final de 72°C por 5

minutos.

13



6.3 Disenlo del control interno

Con la finalidad de fortalecer los resultados obtenidos en la PCR se disefid y
construyé un control interno el cual presenta en los extremos secuencias
especificas de la ADN polimerasa del GTHV y en el centro el gen aph. El gen aph
(3"-aminoglicésido fosfotransferasa) que se encarga de promover la resistencia a
kanamicina fue liberado del vector pUC4K, el cual previamente habia sido
introducido mediante electroporacion en E. coli DH5a, mediante la enzima de corte

BamHl.

El fragmento liberado se utiliz6 como molde para amplificar el control interno
empleando un par de iniciadores compuestos. Los iniciadores compuestos
estaban constituidos por dos regiones, la primera reconoce secuencias especificas
de la ADN polimerasa, y la segunda reconoce secuencias especificas del gen aph.
Con este par de iniciadores se realizé una PCR, de la cual se obtuvo un producto

amplificado de 817 pb, correspondiente al control interno (figura 3).

Figura 3. Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. PCR 1. De izquierda a derecha:
marcador de peso molecular Lambda Hindlll; producto amplificado correspondiente al control interno (817 pb).
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Para corroborar que las regiones especificas de la ADN polimerasa del GTHV
estuvieran presentes en el control interno se realizé una segunda PCR utilizando
Gnicamente el par de iniciadores que reconocen secuencias especificas de la ADN
polimerasa del GTHV (GTHVpol-1 y GTHVpol-2), lo cual se muestra en la figura 4.
Asimismo, este control interno fue secuenciado en el Instituto de Fisiologia Celular

de la UNAM.

Figura 4. Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
PCR 2. De izquierda a derecha: marcador de peso molecular Lambda
Hindlll; producto amplificado correspondiente al control interno (817 pb).

Con el objetivo de determinar la concentracidon minima de amplificacion del control
interno, se realizaron diluciones seriadas del mismo, a partir de una concentracion
inicial de 100 ng/uL. En estas diluciones se observé que a una concentracion de
0.098 ng/uL el control interno se amplifica adecuadamente, y en una
concentracion de 0.048 ng/uL dicho amplificado se vuelve tenue y se pierde a
partir de la concentracion de 0.024 ng/uL (figura 5). Con base en estos resultados
se logré determinar el margen de confianza de la amplificacion del control interno
el cual fue entre la concentracion de 3.12 ng/uL y 0.098 ng/uL. Tomando como
referencia estos valores se decidi6 emplear como la concentracion de 1 ng/uL

para usarlo simultdneamente con las muestras de fibropapiloma.
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100 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39 0.19 0.098 0.048 0.024 0.012 0.006
ng/pL  ng/uL  ng/pL  ng/ul  ng/uL ng/pL ng/uL ng/pL ng/puL ng/uL ng/pL ng/pL ng/puL  ng/plL ng/ul

Figura 5. Foto de geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. Diluciones seriadas. De izquierda a
derecha: marcador de peso molecular Lambda Hindlll; diluciones seriadas de 100 ng/ul hasta 0.006 ng/ul.

6.4 Clonacién del control interno

El control interno amplificado fue clonado en el vector pCR®2.1-TOPO®
(Invitrogen®), para lo cual se mezclaron en un tubo eppendorf 4uL del control
interno amplificado, 1 uL de la solucion de sal (1.2 M NaCl; 0.06 M MgCl,) y 1 uL
del vector. Este tubo se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 minutos. Con
lo anterior de obtuvo el plasmido GTHVKAN, el cual fue utilizado para transformar

la cepa de E. coli DH5a. mediante el protocolo de transformacion por SEM.

Los viales de células competentes (E. coli DH5a), fueron descongelados a
temperatura ambiente. Una vez descongelados, se agregaron los 6 uL de la
reaccion de ligazon que contenia al plasmido GTHVKAN y este tubo se incubd en
hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se aplicé un choque calérico a 42° C
durante 30 segundos y después se incubd en hielo. A este tubo se le agregaron
800 L del medio YT2X y se incubd con agitacion rapida durante 1 hora. Después,
se sembraron 100 uL de este tubo en 3 cajas de petri con medio LB solido

adicionado con ampicilina (100 ug/mL) y kanamicina (75 pug/mL), las cuales fueron
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incubadas durante la noche a 37° C. Después, se eligieron al azar las colonias
transformadas y a éstas se les realizd una extraccion de plasmido mediante lisis
alcalina utilizando el protocolo de minipreparacion descrito por Sambrook®’. El
plasmido extraido de 3 colonias se utilizé para realizar una PCR con los
iniciadores GTHVpol-1 y GTHVpol-2. En una de estas colonias se observé un

amplificado con peso molecular similar al control interno (figura 6).

Colonia Colonia Colonia Agua
2 3

Figura 6. Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Clonacién del control interno. De izquierda a
derecha: marcador de peso molecular Lambda HindlIl; dilucién 3.12 ng/uL del control interno (control positivo); colonia
1 transformada; colonia 2 transformada; colonia 3 transformada; agua (control negativo).

Del tubo que contenia a la colonia 1, que presenta un amplificado de 817 pb
correspondiente al control interno, se tomaron 50 ul para resembrarlos en 200 mL
de medio LB adicionado con 200 uL de ampicilina (100 pug/mL) y 150 uL de
kanamicina (75 ug/mL). Asimismo, se utilizaron 100 uL para sembrarlos en cajas
de petri con medio LB sdélido con los mismos antibidticos. Los frascos con LB
liquido se incubaron a 37° C con agitacién rapida y las cajas de petri a 37° C
durante 24 horas. Después, se realiz6 la extraccion de lisis alcalina, de la colonia 1
resembrada, utilizando el protocolo de maxipreparacién descrito por Sambrook?®.

El plasmido extraido se diluyé 1/20 en agua, dicha diluciéon correspondié a una
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concentracion de ADN de 12.05 ug/uL. De esta concentracion de plasmido se

realiz6 una PCR con los iniciadores GTHVpol-1 y GTHVpol-2 (figura 7).

Dillucidn
1/20
C L

Figura 7. Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio. De izquierda a derecha: marcador de peso molecular Lambda
Hindlll; dilucién 3.12 ng/uL del control interno; dilucién 1/20 del control
interno clonado; agua como control negativo.

A partir de esta dilucién 1/20 (12.05 ug/uL, se realizaron diluciones seriadas 1/10
hasta alcanzar la concentracion de ADN considerada para amplificar el control
interno en conjunto con las muestras, que correspondia a 1 ng/ulL, para lo cual se
requirieron 4 diluciones: 1) 1.2 ug/uL, 2) 0.12 pg/uL, 3) 12 ng/uL y 4) 1 ng/uL
(figura 8).

1.2 0.12 12 1
pg/ul ng/uL ng/pL ng/uL

Figura 8. Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Diluciones del control interno clonado. De
izquierda a derecha: marcador Lambda Hindlll; dilucién 1.2 pg/uL; dilucion 0.12 pg/uL; dilucion 12 ng/uL; dilucién 1 ng/ul.
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Con base en lo anterior, la concentracion de 1 ng/uL del control interno, que sigui6
mostrando un producto amplificado adecuado, fue elegida para utilizarla
simultaneamente con el ADN de las muestras de fibropapiloma, como ya se ha

mencionado anteriormente.
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7. RESULTADOS

7.1 Coleccidon de muestras

La playa del campamento tortuguero “La Escobilla”, se encuentra dividida en 73

estaciones, cada una de las cuales tiene una longitud de 100 metros.

Con el fin de encontrar animales que presentaran fibropapiloma cutaneo, se
realizaron recorridos entre las 23:00 y las 04:00 de los dias 9 al 13 de octubre de
2006. Estos recorridos se llevaron a cabo en las estaciones donde estuviera

concentrada la mayor cantidad de tortugas durante cada noche.

Tomando en cuenta que el tiempo en que las tortugas desovan es de
aproximadamente una hora, se caminé un kilbmetro durante una hora y se regresoé

a la posicién de inicio durante la siguiente hora.

La técnica de muestreo empleada fue la siguiente:

1. ldentificar el fibropapiloma (figura 9).

2. Realizar la asepsia de la zona a muestrear con una torunda mojada con
alcohol al 96%.

3. Inocular de 2.5 a 3 mL. de lidocaina al 10% en diferentes puntos del tumor y
colocar la pinza de hemostasis para disminuir la irrigacion.

4. Después de 5 minutos, realizar la diseccion del tumor con bisturi, tomando

como guia la pinza de hemostasis.
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5. Colocar algunas gotas de violeta de genciana en la zona incidida y quitar la

pinza de hemostasis.

Las 31 muestras fueron recolectadas, identificadas y guardadas individualmente
dentro de una bolsa hermética y mantenidas en refrigeracion dentro de una hielera

con geles refrigerantes hasta la llegada al campamento.

Figura 9. Fotografia de un fibropapiloma en la regién cervical dorsal de un
ejemplar de tortuga golfina (Lepidochelys olivacea).

De regreso al campamento, se realizé la division de cada una de las muestras
recolectadas. Con lo anterior, una mitad fue guardada en una bolsa hermética y
almacenada en el congelador de un refrigerador del campamento; la otra mitad se
introdujo en un recipiente de plastico que contenia formalina al 10% amortiguado a
pH 7.4, con una relacién de 1:10 (tumor:formalina). Cada muestra fue identificada
con las siglas FP (FibroPapiloma), y con un numero consecutivo. (por ejemplo: FP-

1, FP-2, FP-3, etc.).

La distribucion de las lesiones fue la siguiente: 42% (13 muestras) en la region de

la cervical dorsal, 29% (9 muestras) en la aleta derecha y 29% en la aleta
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izquierda. La neoplasia de mayor tamafio presentdé como eje mayor 4.5 cmy la de

menor tamafio 1 cm.

Macroscopicamente, los especimenes presentaron caracteristicas morfolégicas
semejantes y consistieron en masas tisulares exofiticas café claro o blanco-
amarillos, con superficie multinodular (aspecto de coliflor) y consistencia firme
(figura 10a). En la superficie de corte se observd tejido de neoformacion

delimitado, no encapsulado, blanco y con aspecto solido.

7.2 Analisis histopatolégico

Las muestras fijadas con formalina al 10% fueron procesadas para su estudio
histopatoldgico, en el Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM. Cada una
de las muestras fue introducida en capsulas (figura 10b) previamente identificadas
y posteriormente procesadas mediante el método histopatolégico de rutina, el cual
consistié en los procesos de deshidratacion, aclaracion e infiltracion. Después el
espécimen fue orientado en bloques de parafina (inclusién) para ser seccionados
en el microtomo. Tales cortes, de aproximadamente de 5 um de grosor, dieron
lugar a las cintas de tejido, que fueron sometidas a flotacion, y posteriormente se
transfirieron a las laminillas y se secaron en una placa caliente. Una vez secas se
uso la tincién de rutina hematoxilina y eosina (HE), y posteriormente se observo en

un microscopio foténico para su interpretacion histopatoldgica.
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Figura 10. Fotografia de un especimen de fibropapiloma cutaneo, el cual se
caracteriza por una masa tisular exofitica, blanco-amarilla con superficie multinodular
(a); inclusion en capsulas (b).

Microscopicamente, los tumores presentaron cambios similares, aunque en grados
variables. Los principales cambios histomorfologicos observados en las muestras
colectadas consistieron en:
e Proyecciones papilares exofiticas de la dermis (figura 10).
e Hiperplasia epidermal, principalmente del estrato espinoso (acantosis) e
hiperqueratosis ortoqueratésica (figura 11y 13).
¢ Proliferacion fibroblastica en la dermis, con presencia de vasos sanguineos
de neoformacion (figura 14) e infiltrado inflamatorio (figura 15).
e Degeneracion balonoide de los estratos basal y espinoso.
En algunos tumores, sobre la epidermis, se observaron estructuras parasitarias
compatibles con crustdceos de género indeterminado (figura 16). Asimismo, en
dos muestras, en la dermis se observo infiltrado inflamatorio compuesto por
células gigantes multinucleadas, lo cual fue consistente con una reaccién a cuerpo
extrafio (figura 17). En otras dos muestras diferentes, en algunos queratinocitos se
observaron estructuras intranucleares eosinoéfilas refringentes compatibles con

inclusiones virales (figura 18).
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Figura 11. Fotomicrografia de un fibropapiloma. Figura 12. Fotomicrografia de un fibropapiloma.
Proyecciones dérmicas exofiticas delimitadas por Acantosis e hiperqueratosis con hiperplasia irregular
células epiteliales y abundante queratina (5x). epidermal (10x).

e e GRS e :
_ Figura 13. Fotomicrografia de un fibropapiloma. Figura 14. Fotomicrografia de un fibropapilom
Hiperplasia epidérmica papilar. Algunos queratinocitos Proliferacion fibroblastica reactiva con algunos vasos
del estrato espinoso y basal exhiben degeneracion sangufneos de neoformacion (40x).

balonoide (10x)

Figura 16. Fotomicrografia de un fibropapiloma.
Abundante infiltrado inflamatorio en dermis compuesto Estructuras parasitarias sobre el estrato cérneo
por linfocitos y escasos macréfagos, con distribucion compatibles con crustaceos (10x).
perivascular (40x).
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Figura 17. Fotomicrografia de un fibropapiloma. Células Figura 18. Fotomicrografia de un

gigantes multinucleadas (reaccion a cuerpo extrafio) fibropapiloma. Estructura eosinofilica redonda,
(40x). intranuclear, con un halo claro periférico

(100x).
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7.3 Microscopia electronica.

A las dos muestras que presentaron estructuras compatibles con inclusiones
virales intranucleares en queratinocitos, se les realiz6 microscopia electrénica de
transmision. En el citoplasma de algunos queratinocitos se observaron escasas
estructuras con morfologia redonda a oval, no envueltas, que median entre 92 y
150 nm de diametro, mientras que las que presentaron envoltura midieron entre
173 a 250 nm de didmetro (figura 19, 21 y 22). Dichas estructuras presentaron un
centro electrodenso. Los nucleos de los queratinocitos se apreciaron aumentados
de tamafo, con escasa heterocromatina, presentaron nucléolos prominentes
localizados hacia la periferia nuclear. En la periferia del componente granular de
algunos nucléolos se observaron discretos agregados electrodensos compatible
con material viral (figura 20). Con base en la morfologia y el tamafo, las

estructuras icosaédricas fueron compatibles con un herpesvirus.
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Figura 19. thor_nicrog_rafl’a ele_ctrc’mica de una Figura 20. Fotomicrografia electronica de una
célula epitelial de fibropapiloma. En el célula epitelial de fibropapiloma. Cimulos de
citoplasma hay escasas estructuras virales con agregados electrodensos a la periferia del
y sin envoltura (50,000x). nucléolo (30,000x).

Figura 21. Fotomicrografia electronica de una Figura 22. Fotomicrografia electrénica de una
~ célula epitelial de fibropapiloma. En el célula epitelial. En el citoplasma se observa una
citoplasma se observa una estructura viral con estructura viral (12.000x).

envoltura (30,000x).

7.4 PCR

Al utilizar el control interno dentro de la PCR con las muestras de fibropapiloma y
los iniciadores GTHVpol-1 y GTHVpol-2, dicho control debe ser amplificado si las
condiciones del PCR (cantidad de iniciadores, temperatura y tiempo) son Gptimas.
En caso de que la muestra sea positiva al GTHV se observara un amplificado
correspondiente al control interno (817 pb) y uno correspondiente a la ADN

polimerasa del GTHV (441pb). En caso de que la muestra sea negativa,
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Gnicamente se observara un producto amplificado de 817 pb correspondiente al
control interno. Aquella prueba de PCR que no presenté ninguno de los dos

productos amplificados mencionados anteriormente, se descartd y se repitio.

Las 31 muestras previamente evaluadas mediante histopatologia, con diagndstico
de fibropapiloma fueron negativas en la prueba de PCR para la deteccion de la
ADN polimerasa del GTHV con el uso de los iniciadores GTHVpol-1 y GTHVpol-2

y el control interno (figuras 23, 24 y 25).

Figura 23. Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. De izquierda a derecha: marcador de peso
molecular 1kb; PCR de las muestras FP-1 al FP-10; agua (control negativo); marcador 1 kb. Los asteriscos sefialan el
nivel en donde el producto de 441 pb de la ADN polimerasa del GTHV esperaba observarse en casos positivos.

27



21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 A

Figura 25. Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. De izquierda a derecha: marcador de peso
molecular 1kb; PCR de las muestras FP-21 al FP-31; agua; marcador de peso molecular 1 kb. Los asteriscos sefialan el
nivel en donde el producto de 441 pb de la ADN polimerasa del GTHV esperaba observarse en casos positivos.

11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 24. Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. De izquierda a derecha: marcador de peso
molecular 1kb; PCR de las muestras FP-11 al FP-20; agua; marcador de peso molecular 1 kb. Los asteriscos sefialan el
nivel en donde el producto de 441 pb de la ADN polimerasa del GTHV esperaba observarse en casos positivos.
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8. DISCUSION

En este trabajo se analizaron 31 muestras de tejido correspondiente a
fibropapiloma, cuyo diagnéstico fue realizado mediante el estudio macro y
microscopico. En todas las muestras analizadas se observaron cambios
histomorfol6gicos similares a los que anteriormente habian sido descritos por
Herbst et al'!, los cuales consisten principalmente en hiperqueratosis, acantosis,
degeneracion del estrato basal, proliferacion fibroblastica en dermis y cantidades

variables de infiltrado inflamatorio.

Por otra parte, también se desarrollé un control interno, el cual permite evaluar la
presencia de ADN viral, especificamente del GTHV. Empleando este sistema no
se obtuvieron resultados que indiquen la presencia del GTHV en estas muestras.
Por lo anterior, la hipétesis supuesta en este trabajo es rechazada. Ademas, los
resultados revelados en este trabajo difieren por completo con la mayoria de los
estudios publicados sobre el fibropapiloma en tortuga verde, en los cuales existe
evidencia que permite asociar al GTHV con el desarrollo de esta enfermedad.
Sobre este punto, es importante destacar que la mayoria de los estudios
publicados anteriormente sobre la relacion GTHV y el desarrollo del fibropapiloma
han sido realizados en otra especie diferente a la tortuga golfina. Asimismo, estos
estudios han sido realizados en las costas de Florida, zona que incluye a parte del
Golfo de México y del Océano Atlantico, a diferencia de este trabajo, en el cual se
incluyeron animales del campamento “La Escobilla”, el cual pertenece al Estado

de Oaxaca (en el Océano Pacifico).
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Las condiciones del PCR utilizada en este trabajo, asi como el uso del control
interno en la misma, hacen que los datos revelados en este mismo sean
confiables, ya que al tener las condiciones de PCR Optimas para la amplificacion
del control interno, se asegura que dichas condiciones sean a su vez especificas

para la amplificacion del fragmento de 441 pb de la ADN polimerasa del GTHV.

Una variable que podria afectar de manera directa a los resultados del PCR
consiste en que la mayoria de los trabajos publicados sobre el fibropapiloma y su
relacion con el GTHV han sido realizados en la tortuga verde. Por lo anterior, la
informacion disponible sobre la secuencia de nucleétidos de algunas proteinas
externas y de la ADN polimerasa del GTHV corresponden a secuencias
encontradas en las neoplasias de la tortuga verde y no de la tortuga golfina, la cual

fue objeto del presente estudio. Sin embargo, Quackenbush et al*®

, compararon la
secuencia de tres herpesvirus asociados al fibropapiloma en tortuga verde, tortuga
golfina y tortuga caguama. En los resultados de dicho trabajo, se observo que las
secuencias obtenidas de cuatro fibropapilomas de tortuga golfina diferian de la
ADN polimerasa del GTHV por solo 15 aminoacidos. Esta variacion de
aminoacidos se considera pequefia, lo cual reduce el margen de probabilidad de
error en el disefio de iniciadores, por lo tanto, del control interno utilizado en este
trabajo. Sin embargo, no se descarta que una mutacion considerable en el GTHV

haya ocurrido, generando otro herpesvirus y que esto, sea la causa de los

resultados negativos observados en este trabajo.
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Hasta el momento, se ha considerado al GTHV como el candidato principal para
ser el agente causal del fibropapiloma ya que existen estudios cuyos resultados
incluyen: 1) la identificacion de ADN especifico del GTHV en mas del 90% de los
fibropapilomas cutaneos mediante PCR, asi como su ausencia en muestras de
piel sin fibropapiloma; 2) presencia de particulas virales con caracteristicas
ultraestructurales compatibles con un herpesvirus en tumores espontaneos y
tumores inducidos experimentalmente; y 3) el desarrollo del fibropapiloma en
animales ausentes del mismo mediante la transmision experimental con inoculos

de homogeneizados de fibropapiloma libres de células neoplasicas™®.

Sin embargo, para descartar o confirmar que el GTHV sea el agente etioldgico
causante del fibropapiloma se requiere realizar el aislamiento del GTHV, lo cual
hasta el momento ha sido fallido en cultivo celular, hecho que impide el

cumplimiento completo de los postulados de Koch®.

La ausencia del GTHV en todas las muestras analizadas en este trabajo permite
que otras teorias sobre la etiologia del fibropapiloma sean consideradas. Algunos
autores han contemplado otras hipotesis sobre la causa del fibropapiloma, una de
las cuales consiste en que el desarrollo de la enfermedad esta relacionado con la
presencia de agentes contaminantes dentro del habitat de las tortugas afectadas,
ya que segun los estudios de Balazs® y Ehrart?!, esta enfermedad es comun en
costas que tienen contiglidad con areas con actividad urbana y agricultura. Otra
teoria®® considera que esta entidad proliferativa es el resultado de una reaccién

inflamatoria cronica en respuesta a la presencia de un cuerpo extrafio (huevos de
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trematodo o queratina), hallazgo que solo fue observado en 2 de los casos del

presente estudio.

Aunque en la mayoria de los casos reportados de fibropapiloma cutaneo se
identifica la presencia del GTHV mediante pruebas de biologia molecular, puede
ser que este virus no sea el agente causal ya que existe otra posibilidad que ha
sido propuesta por Herbst?®, el cual menciona que debido a que los herpesvirus
tienen una tendencia a colonizar tumores y tejidos de animales debilitados, es
posible que la presencia del GTHV en el fibropapiloma represente una infeccion

secundaria, por lo que su papel en el desarrollo de esta neoplasia sea nulo.

En el examen histopatolégico de las muestras analizadas en este trabajo, se
observd que solo en dos muestras habia estructuras que semejaban cuerpos de
inclusion en el nucleo de algunos queratinocitos, este hallazgo de inclusiones

I** en los

virales escasas concuerda con los hallazgos reportados por Herbst et a
cuales soOlo se observaron cuerpos de inclusion intranucleares eosindfilos en 2
casos (1.7%) de un total de 119 tumores espontaneos. Para confirmar que las
estructuras observadas en dichas muestras correspondieran a inclusiones virales,

se realiz6 microscopia electronica, en la cual se observaron escasas estructuras

virales con caracteristicas ultraestructurales compatibles con herpesvirus.

La presencia de escasas particulas virales en las muestras que presentaron
cuerpos de inclusion intranucleares pueden sugerir por una parte, que el virus

observado con caracteristicas compatibles con un Herpesvirus sea solo un agente
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infeccioso secundario o incluso un contaminante y que éste no esté relacionado
con el desarrollo de fibropapilomas en tortugas golfinas. Sin embargo, los escasos
viriones en las muestras con cuerpos de inclusién intranucleares pudieran también
estar relacionados con la patogenia de los Herpesvirus, los cuales son capaces de
establecer un periodo de latencia dentro de su replicacion y posteriormente
activarse para liberar viriones maduros. Si esta teoria fuera cierta, es probable que
este virus con caracteristicas ultraestructurales de Herpesvirus tenga un genoma
distinto al del GTHV, por lo que no es amplificado con los iniciadores especificos

para el GTHV disefiados para este trabajo.

Aun tomando en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo, no es posible
eliminar definitivamente al GTHV como agente causal ya que otros autores han
demostrado que existe una fuerte evidencia (principalmente en fibropapiloma de
tortuga verde) de que el virus esta presente en las lesiones. La ausencia de ADN
del GTHV en las muestras de fibropapiloma recolectadas en tortuga golfina da
paso a que otras teorias sobre la etiologia de esta enfermedad sean consideradas,
tales como agentes carcinogénicos quimicos presentes en el mar e incluso otros
agentes virales (poxvirus, retrovirus, papovavirus), o bien una mutacion

considerable del GTHV. Sin embargo, la etiologia multifactorial no se descarta.
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9. CONCLUSIONES

a) Todas las muestras cutaneas recolectadas correspondieron histolégicamente a

fibropapiloma.

b) En ninguna de las muestras analizadas con la técnica de PCR en conjunto con

el control interno se determiné la presencia del GTHV.

c) El disefio y uso de controles internos puede ser de gran utilidad para
enfermedades cuyos agentes etioldgicos involucrados no sea posible obtener, ya
sea porque su aislamiento complicado, 0 no existan reportes de su presencia en

nuestro pais.
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10. PERSPECTIVAS

1.- Analizar una mayor cantidad de muestras de esta neoplasia para establecer

con mayor precision la relacion del GTHV vy el fibropapiloma en Tortugas golfinas.

2.- Emplear en las muestras de ADN de fibropapiloma de este estudio iniciadores

degenerados para la detecciéon de un Herpesvirus y un Papilomavirus mediante

PCR.

3.- Realizar inoculaciones experimentales de macerados filtrados de fibropapiloma

en animales sanos con el fin de determinar la presencia de un agente infeccioso

en dichos tumores que pudiera estar relacionado con el desarrollo de los mismos.

4.- Llevar a cabo las mismas evaluaciones en tejido sano.
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