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. “ANALISIS DE LA PRESENCIA DE HERPESVIRUS EN
FIBROPAPILOMAS DE TORTUGAS MARINAS
Lepidochelys olivacea EN LAS PLAYAS DE ANIDACION
MORRO AYUTA Y LA ESCOBILLA, OAXACA MEXICO?”

RESUMEN

CAMPOS GONZALEZ EDER OMAR. Determinacion de la presencia de ADN de
herpesvirus en muestras de fibropapiloma en tortuga marina Lepidochelys
olivacea, de los campamentos tortugueros “La Escobilla” y “Morro Ayuta”, Oaxaca
México. (Bajo la direccion de la M. en C. Martha Harfush Meléndez, M. en C.

Estela Teresita Méndez Olvera, M. en C. José Ramirez Lezama).

El fibropapiloma es una neoplasia descrita en reptiles, principalmente en tortugas
marinas, en estos animales es considerada una epidemia. En la tortuga verde
(Chelonia mydas), la fibropapilomatosis se ha asociado el desarrollo de esta
neoplasia con una infeccién por un herpesvirus (Green turttle herpes virus, GTVH).
Con el fin de establecer esta asociacion, en el presente trabajo se analizaron 20
fibropapilomas colectados de aletas y cuello de tortugas golfinas (Lepidochelys
olivacea) que arribaron a las playas de Morro Ayuta y La Escobilla en el Estado de
Oaxaca durante los meses de Diciembre-Enero en la temporada de anidacion
2014. En el andlisis histopatoldgico se observo que todos los tumores colectados
mostraban acantosis, hiperqueratosis asi como una proliferacion fibroblastica e
infiltrado inflamatorio mixto en la dermis, lo que corresponde histolégicamente con
fibropapiloma. Asi mismo, mediante técnicas moleculares basadas en la PCR, se
logro establecer la presencia de ADN del GTVH en 13 de las 20 muestras
colectadas, lo que sugiere que el GTVH se asocia a fibropapilomas en tortugas

golfinas.



Il. INTRODUCCION

Las tortugas marinas han existido durante mas de 200 millones de afios sobre la
tierra, a lo largo de los cuales se han realizado avances referentes a su
comportamiento migratorio, reproductivo, asi como estudios sobre enfermedades
que afectan a estos organismos con la finalidad de perpetuar esta especie en

peligro de extincion (Guada H. 1998).

En el mundo existen siete especies de tortugas marinas, representadas por dos
familias Chelonidae y Dermochelyidae. En estas siete especies se incluyen a la
tortuga caguama (Caretta caretta), verde (Chelonia mydas), carey (Eretmochelys
imbricata), lora (Lepidochelys kempii), golfina (Lepidochelys olivacea), laud
(Dermochelys coriacea), la tortuga prieta o verde del pacifico (Chelonia agassizii),
y la Unica especie que no llega a costas mexicanas, la tortuga aplanada (Natator
depressus) (Eckert et al., 2000).

La tortuga golfina, junto con la tortuga lora, son las Unicas de todas las especies
que tienen un comportamiento reproductivo que es altamente divergente, son las
anidaciones sincronicas y masivas denominadas “arribadas” que suceden a lo
largo de varios dias y en playas determinadas de todo el mundo. México cuenta
con la principal zona de anidacién conocida como el Santuario de la Escobilla en
las costas del estado de Oaxaca, sin embargo en la playa de Morro Ayuta esta en

incremento el nUmero de tortugas que llegan a anidar a esta zona oaxaquefa.



Fig. 1 Arribada en el Santuario La Escobilla Oaxaca donde se realizaron varios muestreos para
esta investigacion.

Para cuidado y proteccién de las tortugas marinas, la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2010, Proteccion ambiental-Especies nativas de México de
flora y fauna silvestres-Categorias de riesgo y especificaciones para su inclusion,
exclusion o cambio-Lista de especies en riesgo; clasifica a la tortuga golfina como
especie en peligro. La Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO) considera a la tortuga golfina como una especie
vulnerable. Mientras que La Convencién Internacional para el Trafico de Especies
en Riesgo (CITES) coloca al género Cheloniidae spp. dentro del apéndice |, pero
no menciona con claridad a la especie Lepidochelys olivacea, asi mismo la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCH) la cataloga dentro de
su lista roja como una especie vulnerable. En estudios previos publicados por la
SEMARNAT catalogan a la tortuga L. olivacea como una especie amenazada mas
no en peligro de extincion (Danemann et al., 2008).



TORTUGA GOLFINA (Lepidochelys olivacea)

Clasificacion Taxonémica

Clase : Reptilia

Subclase: Andpsida

Orden : Chelonia (Testudines)
Suborden: Cryptodira

Familia: Chelonidae

Género: Lepidochelys

Especie: Olivacea (Eckert et al., 2000)

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de la tortuga marina Lepidochelys olivacea (Eckert
et al., 2000).

Caparacho Corto y ancho pero mas angosto y mas alto que en Lepidochelys
kempii.

Juveniles: Alta proyeccion vertebral liso y ligeramente tectiforme
(en forma de tienda de campania).

Adultos: de cinco a nueve pares de escudos costales
(comunmente seis a ocho) frecuentemente con una configuracion
asimétrica.

Escudos ligeramente traslapados en inmaduros y sin traslape en
adultos Longitud recta del carapacho (LRC) hasta 72 cm.

Cabeza Ligeramente triangular.
Ancho hasta 13 cm.
Dos pares de escamas prefrontales

Extremidades | Presentan dos ufias en cada aleta aunque algunos adultos
pueden perder la ufia secundaria en las aletas delanteras

Coloraciéon Juveniles: El dorso es de color gris

Adultos: Color verde olivo intermedio a obscuro en adultos;
ventralmente

Juveniles: Blanca

Adultos: Amarillo crema

Plastron Con poro pequefio y distintivo cerca del margen posterior de cada
uno de los cuatro escudos inframarginales.

Distribucion | Se distribuye en aguas tropicales del Pacifico y Atlantico del Sur

Peso Adultos: 35-50 kg




Fig. 2 Esquema representativo de la tortuga marina Lepidochelys olivacea adulta (Eckert et al.
2000).

Fig. 3 Mapa mundial que representa las principales zonas de anidacién de la tortuga marina
Lepidochelys olivacea, mostrado en color naranja los sitios mas importantes del mundo (Eckert et
al. 2000).



FUNCIONES Y CARACTERISTICAS DE LA PIEL EN LAS
TORTUGAS

Al igual que en todos los animales, la piel de los quelonios marinos cumple las
siguientes funciones que se describen a continuacion:

e Barrera.- La funcion mas importante de la piel es hacer posible un ambiente
interno para todos los 6rganos manteniendo una barrera efectiva para la
pérdida de agua, electrolitos y macromoléculas.

¢ Proteccion ambiental.- No permite la entrada de agentes fisicos, quimicos y
microbiolégicos.

e Movimiento y forma.- La flexibilidad, elasticidad y dureza de la piel proveen
movimiento y forma.

e Producciébn de estructuras anexas.- La piel produce estructuras
queratinizadas como la capa cérnea de la dermis.

e Regulacién de la temperatura.- La piel cumple un papel muy importante en la
regulacion de la temperatura corporal a través de la regulacién de la
circulacién cutdneay las glandulas sudoriparas.

e Deposito.- La piel es un reservorio de electrolitos, agua, vitaminas, grasa,
carbohidratos, proteinas y otras sustancias.

e Inmunorregulacion.- Los queratinocitos, células de Langerhans y los linfocitos
proveen proteccidn contra el desarrollo de infecciones persistentes.

e Pigmentacion.- Todos los procesos de la piel (formacion de melanina,
vascularizacion y gqueratinizacion) ayudan a determinar el color de la piel, la
pigmentacién de la piel ayuda a prevenir el dafio proveniente de la radiacion
solar.

e Accion antimicrobial.- La superficie de la piel tiene propiedades
antibacteriales y antifungales.

e Percepcion sensorial.- La piel es el primer 6rgano sensitivo del tacto, presion,
dolor, prurito, calor y frio.

e Secrecion.- La piel es un drgano secretor a través de las glandulas sebaceas.
(Scott, et al 2001)



CLASIFICACION DE LOS EPITELIOS

Los epitelios son agregados celulares que cubren o revisten el cuerpo y las
superficies de los 6rganos. Estan constituidos por células relacionadas de manera
muy cercana por su estructura, funcion o por ambas.

Las células epiteliales estdn modificadas para servir en mudltiples funciones
esenciales. Las funciones sensoriales son desempefiadas por los epitelios de
diversas maneras.

El sistema nervioso procede de células epiteliales en especial de las células
neuroectodérmicas; éstas pierden sus caracteristicas epiteliales tipicas y
adquieren otras nuevas que las preparan de modo ideal para la comunicacion
intercelular. Las células epiteliales que se desempefian como receptoras
sensoriales son transductores de energia.

Otras células epiteliales como las que revisten los sistemas vascular y linfatico
aseguran que el intercambio funcional ocurra entre los conductos sanguineo y
linfatico y el resto de células sométicas (Banks, 1996).

La clasificacion y nomenclatura de los tejidos epiteliales se basa en el niumero de
capas celulares sobrepuestas y en la forma predominante o superficial de las
células que los constituyen. Un revestimiento epitelial puede ser simple,
estratificado, y de transicion (Banks, 1996).

El epitelio simple se clasifica segun el tipo de células que predominan, el cual
pude ser escamoso, cubico o cilindrico. Los epitelios estratificados reciben su
nombre segun la morfologia de las células apicales o luminales: escamoso, cubico
o cilindrico (Banks, 1996).

PIEL

La piel es una barrera eficaz entre el ambiente interno y externo; ayuda a prevenir
la pérdida de agua, regulacion de la temperatura, pérdida de electrolitos y
macromoléculas, al tiempo que disminuye el ingreso de agentes fisicos, quimicos,
y microbianos (Banks, 1996).

La accesibilidad inmediata de la piel para el examen clinico tiene gran importancia

diagnostica para las patologias cutaneas y de otros sistemas organicos.
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Por su estructura, la piel se compone de dos capas. La externa o epidermis, es
epitelial mientras que la subyacente, mas gruesa o dermis se compone de tejido
conectivo. Las dos capas forman una masa compacta que descansa sobre una
capa subyacente de tejido conectivo, mas laxo, el tejido subcutaneo, que a
menudo es mas rico en lipidos y relaciona la piel con estructuras mas profundas
(Geneser, 2000).

EPIDERMIS

Los quelonios presentan una piel altamente queratinizada. La epidermis es
bastante gruesa para formar los escudos, los cuales hacen parte integral de la
piel. Estos escudos proveen proteccion contra las abrasiones, juegan un papel
importante en la permeabilidad y una de las caracteristicas es que tienden a ser
mas gruesos a hivel dorsal que ventral (Malley, 2005).

La epidermis se desarrolla a partir del ectodermo (Banks, 1996) y tiene tres capas:
la capa mas interna se denomina estrato germinativo y estd conformado por
células cuboides que producen la queratina y las siguen las células de la capa
intermedia. La capa intermedia tiene una capa rica en lipidos que juegan un papel
clave en proveer una barrera permeable contra el agua. El estrato mas externo es
decir el corneo es altamente queratinizado, el cual forma los escales. En reptiles
hay dos tipos de queratina: la alfa queratina la cual es flexible y la beta queratina
que es exclusiva en reptiles y que provee la fuerza y dureza caracteristica tipica
de esta especie. La beta queratina se encuentra en los caparazones, mientras que
la alfa -queratina se encuentra entre los escudos (Bellairs, 1969).

La cubierta superficial del integumento, la queratina, es el producto de la
transformacion de la diferenciacion de las células basales. Las células que sufren
queratinizacion pierden el ndcleo, se aplanan y se llenan con un producto
secretado: la queratina. La queratina es una mezcla de proteinas de bajo
contenido de azufre envueltas en una matriz amorfa rica en proteina (Banks,
1996).

La mayoria de de las especies de reptiles presenta ademas una capa mas

externa, fina, casi traslicida y de superficie ornamentada: la epidermicula. La



epidermis presenta crecimiento ciclico y generalmente por cada muda se

acumulan dos ciclos de crecimiento (Kardong, 1999).

DERMIS

Bajo la epidermis se encuentra la dermis, formando un estrato vasculonervioso el
cual se desarrolla a partir del mesodermo (Banks, 1996), esta compuesta por
tejido conectivo, vasos linfaticos, nervios y células pigmentadas. En los quelonios
a nivel de la dermis presentan unos engrosamientos denominados osteordermos,
los cuales son placas 6seas que se fusionan con las vértebras para formar el
caparazon (Bellairs, 1969).

Esta capa se separa de la epidermis por medio de una membrana basal tipicay a
su vez presenta dos zonas: una papilar y una reticular. La zona papilar o
superficial se conforma hacia los contornos del estrato basal, contiene estructuras
epidérmicas que se invaginan hacia la dermis. El espesor del tejido colageno laxo
en esta region es variable segun las diferentes especies. La zona profunda o

reticular presenta tejido colageno denso (Banks, 1996).

En los procesos de inflamacion, la reaccion abarca respuestas nerviosas,
vasculares, celulares y humorales al dafio tisular. Ejemplos de agresiones a los
tejidos son los traumatismos mecanicos, quemaduras o invasion de
microorganismos. Por ello, las células inflamatorias, particularmente los
polimorfonucleares y macrofagos, contienen y liberan enzimas capaces de
degradar gran cantidad de macromoléculas bioldgicas, dichas enzimas ayudan a
degradar células y materiales de la matriz que han sido dafiados y pueden, en
ciertos casos, extender su accion mas alla de la zona dafada.

En casos de dafo limitado donde solo se pierde el epitelio superficial y el dafio de
membranas basales y el estroma es minimo, a menudo la regeneracion del
epitelio parenquimatoso es imperfecta y, en consecuencia, aumenta el contenido
de colageno con distorsion de la relacion epitelio-estroma, lo cual produce déficit
funcionales. La fibrosis resultante puede provocar también estrechamiento de

organos tubulares y formacién de adherencias entre las superficies mesoteliales.



La reaccion de reparacion tisular requiere, como minimo, sefiales para la division y
diferenciacion celular, factores quimiotacticos y control de la sintesis y
degradacion de las proteinas de la matriz. En consecuencia, el dafio tisular es
seguido por una serie compleja de reacciones celulares y humorales
interrelacionadas, que eliminan o neutralizan los agentes agresores, removiendo el

tejido dafiado y promoviendo la cicatrizacion (Weiss, 1999).

ENFERMEDADES DERMATOLOGICAS EN TORTUGAS MARINAS

Las tortugas marinas presentan diferentes enfermedades cutaneas, las cuales son
causadas principalmente por bacterias como la enfermedad de Shell Root o
“‘caparazén podrido”, que es causada por bacterias como Klebsiella sp,
Pseudomonas sp. (Bennett, 2000). También existen enfermedades causadas por
hongos, principalmente por el género Fusarium urticearum.

Otras enfermedades cutdneas involucran a los virus, tales como la Enfermedad
del Parche Gris o “Grey Patch Disease” y la fibropapilomatosis, la cual es causada

por un herpesvirus (Herbst, 1994)

Los virus son patdégenos intracelulares obligados; pueden reproducirse Unicamente
al invadir y hacerse cargo de otras células, ya que carecen de la maquinaria
celular para la auto reproducciéon. Estos infectan a una amplia variedad de
organismos: tanto eucariontes (animales, hongos y plantas) como procariontes
(bacterias) (Madigan y Martinko, 2006).

En las tortugas marinas, un virus puede causar dafio celular que permite a otros
patdgenos (especialmente bacterias y hongos) colonizar los tejidos saludables. El
reptil puede eliminar la infeccidn viral que inici6 el proceso de la enfermedad, y las
bacterias u hongos son a menudo aislados
en animales clinicamente enfermos. La relativa falta de estudios experimentales
de infeccion en los reptiles hace dificil la determinacion de los agentes patdgenos

gue causan problemas (Mader, 2006).
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Las tortugas marinas presentan una amplia variedad de patologias cutaneas que
muchas veces han sido mas estudiadas en quelonios continentales. A
continuacion se referencian algunas de las que se han relacionado con ambientes

marinos y dulceacuicolas.

ENFERMEDADES CAUSADAS POR VIRUS
Enfermedad Del Parche Gris (GPD), “Grey PatchDisease”

Es una enfermedad enzodtica producida por un virus tipo herpes marino (Dobbs,
2001), el cual se reporté por primera vez en una tortuga verde (Chelonia mydas)
en una Isla de Oeste de la India britanica en el afio de 1975 (Cooper, 1981). Esta
enfermedad se denomina “Enfermedad del parche gris” (GPD), debido al color
grisaceo de las lesiones. EI GPD se ha reportado con mayor frecuencia en
tortugas de 60 a 80 dias de nacidas y nunca se ha reportado en tortugas marinas
en vida silvestre (Schwartz, 1974).

Los signos clinicos se presentan después de 3 semanas de haber adquirido el
virus. Se caracteriza porque es una enfermedad de la piel que se expande con
bastante rapidez (Banfield, 1972). Tiene una presentacion papular y una
presentacion en forma de parches grises con bordes irregulares.

Las lesiones tipicas del parche gris desaparecen generalmente antes del afio de
edad, es decir la enfermedad cursa con una alta morbilidad pero baja mortalidad
(Schwartz, 1974).

A nivel de histopatologia se presenta hiperqueratosis y acantosis de la epidermis.
Frecuentemente las células de la capa mas externa y media de la epidermis,
contienen ndcleos con cuerpos de inclusion basofilicos y cromatina marginada
(Cooper, 1981), estan aumentados de tamafio, de forma irregular y se encuentran
separados del citoplasma de la célula, también se observan células gigantes

multinucleadas (Ballesteros, 2002).
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El diagnéstico presuntivo se puede hacer por la identificacion de las lesiones
tipicas de la piel en animales jévenes, la ruta de transmision todavia no se ha
determinado, pero se cree que es via oral (Mader, 1996).

Hasta el momento no hay ningun tratamiento especifico. Sin embargo las medidas
profilacticas, como la disminucion de stress, ayudan a reducir la mortalidad. La
reduccion de animales por tanque, mayor higiene en los acuarios, la calidad y
temperatura Optima del agua, ayudan a disminuir la presentacion de esta
enfermedad (Mader, 1996).

Fibropapilomatosis

La enfermedad neoplasica global fue inicialmente descrita en la familia
Chelonidae, especialmente en la tortuga verde (Chelonia mydas), pero también se
ha referenciado en Caretta caretta, Lepidochelys olivacea, Eretmochelys imbricata
y Natator depressus (Herbst, 1994). La fibropapilomatosis es una enfermedad
descrita principalmente en las tortugas verdes (Chelonia mydas), cuyos primeros
reportes oficiales se realizaron hace mas de 50 afios. Siendo descrita por primera
vez por Smith y Coates en 1938 en el Acuario de Nueva York, en una tortuga
verde, capturada cerca de Key West, Florida. Subsecuentemente Smith y Coates
observaron la fibropapilomatosis en 3 de 200 tortugas verdes de vida libre
capturadas fuera de la zona (Smith y Coates, 1938). EI mismo afo, Lucke
describié tumores similares en tortugas verdes capturadas en Cabo Sable, Florida
(Lucke, 1938). En 1958 se dio el primer reporte oficial del tumor en tortugas verdes
en Hawaii, en una tortuga juvenil capturada en KaneoheBay, Oahu (Jacobson et
al., 1989). Un estudio local llevado a cabo por pescadores de la zona y el
investigador G. Balasz sugirieron que la fibropapilomatosis en las tortugas verdes
no existia previo a dicho reporte (Jacobson et al., 1989). Después de esto, la
enfermedad se ha venido reportando con un incremento de frecuencia en Hawaii
(Herbst, 1994). En 1980, ocurrid una epidemia de fibropapilomatosis en un grupo
de tortugas verdes adultas en una Granja de Tortugas en Gran Caiman y las
Indias Britanicas del Este (Herbst, 1994). En 1982, Ehrhart, Sindler y Witherington
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documentaron el primer caso de fibropapilomatosis en el Lago de Rio India,
Florida (Herbst, 1994).

Hoy en dia, la fibropapilomatosis en tortuga verde es probablemente la
enfermedad infecciosa mas estudiada en estos reptiles, tiene distribucion mundial
con un rango de prevalencia de hasta un 92% en algunas areas. Las areas de
mayor prevalencia son las aguas poco profundas cerca de la orilla del mar y en
muchos casos (pero no todos), los habitats marinos estan cerca de areas de uso
humano. Los animales mas afectados son los juveniles y adultos, aun no se ha
documentado en crias. Todavia permanece desconocida su etiologia, aunque se
ha identificado una estructura similar a un herpes virus en tortugas silvestres
(Balasz y Jacobson, 1991) y en tortugas verdes de cautiverio (Herbst y Klein,
1995; Herbst et al., 1999).

El Herpesvirus es transmitido por contacto directo con tortugas portadoras del
virus, por vectores, o por contacto con sedimentos marinos suspendidos en el mar
infectados con estas particulas virales (Curry et al., 2000).

La fibropapilomatosis se caracteriza por causar multiples tumores cutaneos
benignos como papilomas, fibromas y fibropapilomas (Herbst et al, 1999).
También los herpesvirus han sido asociados con enfermedades de tortuga verde
en crianza, como la dermatitis necrozante de tortugas recién nacidas y
enfermedad de pulmén, trAdquea y 0jo, caracterizada por conjuntivitis, faringitis,
traqueitis y neumonia (Coberley S. 2002).

La fibropapilomatosis de las tortugas marinas es una enfermedad debilitante
caracterizada por multiples fibropapilomas cutaneos benignos y ocasionalmente
fiboromas viscerales. Las lesiones tisulares se encuentran comunmente en la
conjuntiva y piel de la tortuga interfiriendo con la vision, locomocion y captura de
alimento, mientras que los nddulos viscerales pueden alterar fatalmente la funcién
normal de los 6rganos, obstruyendo el tracto gastrointestinal, la reduccion de la

capacidad respiratoria, etc. (Herbst. 1994).

13



Las neoplasias observadas se presentan como crecimientos epiteliales de unos
pocos milimetros a 30 cm de didmetro, distribuidos en cuello, ojos, quijada, aletas;
siendo mas grandes en animales mayores (Balazs, G. 1986).

Microscopicamente se observan multiples areas de leve hiperplasia epidérmica,
soportada por una gran cantidad de tejido fibrovascular (Jacobson et al., 1989).
Existe una progresion de una forma proliferativa en los tumores tempranos a
aguellos que son primariamente fibrosos que tienen una menor superficie
verrugosa, con una minima a moderada cantidad de pliegues y un mayor
componente dérmico. En algunos casos se han observado pequefios huevos de
trematodos espiréquidos en la dermis de los fibropapilomas (Aguirre, 1998), los
cuales por un tiempo se consideraron como posibles agentes etioldégicos de la
enfermedad, pero estudios realizados posteriormente no pudieron demostrarlo
(Herbst et al., 1998).

En lo que se interpreta son las lesiones tempranas, se han visto cambios
vacuolares de las células epidérmicas en el estrato basal. En los tumores mas
avanzados se han encontrado areas focales de degeneracién globosa de las
células epidérmicas junto con las inclusiones intranucleares (Herbst, 1994; Coberly
et al., 2002). En cuanto a la ruta exacta de transmisién en vida libre es
desconocida, experimentalmente, se puede transmitir por escarificacion de la piel
0 inyecciones cutaneas (Herbst et al., 1995). El diagnéstico de la enfermedad se
realiza mediante biopsias examinadas en el microscopio de luz con la tincion de
hematoxilina y eosina, demostrando las caracteristicas principales del tumor. No
hay una prueba diagndstica que detecte la enfermedad subclinica o latente.

Para el control, no hay un método de manejo de la enfermedad en las poblaciones
en vida libre. Se pueden tratar las tortugas afectadas individualmente por medio de
cirugia pero esto es poco practico a manera de control de la enfermedad (Herbst,
1994).

Hasta hace poco, la fibropapilomatosis se habia limitado a las tortugas verdes, sin

embargo, Mader (2006) menciona en su investigacion que la enfermedad se
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encuentra ahora en todas las especies de tortugas marinas a excepcion de la
tortuga laud. Sin embargo, Huertas. (2003) publica el primer registro oficial de una
tortuga laud. Hoy en dia, los tumores se han reportado en las siete especies de
tortugas marinas (Huertas et al., 2003).

No obstante, la fibropapilomatosis se asocia a diferentes factores, el género de
sanguijuelas Ozobranchus estd asociado con la transmision de cierto tipo de
herpes virus de los quelonios marinos, relacionado con “la enfermedad del parche
gris”, y con el virus causante de la fibropapilomatosis.

Investigaciones recientes han demostrado que las sanguijuelas de este género,
tienen cadenas de ADN altamente virales, lo cudl indica que es un vector
mecanico de la fibropapilomatosis (Greenblat et al., 2004).

Se ha hipotetizado que el papel del vector (sanguijuela), solamente se limita a una
transmision mecénica de la fibropapilomatosis, de tejidos epiteliales contaminados

con particulas virales a animales sanos (Greenblat et al., 2004).

Una de las posibilidades para que las sanguijuelas adquieran el virus, es a través
de la ingesta de una cantidad considerable de tejido infectado, o por medio del
consumo de sangre durante un estado virémico del virus (Greenblat et al, 2004).
Sin embargo estudios histologicos, inmunohistoquimicos y seroldgicos han
demostrado la asociacién del herpesvirus directamente con la fibropapilomatosis
ya que han sido detectados genes del herpesvirus en tumores de piel y viscerales
por medio de cultivos (Hickerson, 1996).

Un interesante aporte de Aguirre en el 2002, mediante examenes de hematologia,
midiendo puntualmente los niveles de cortisol de las tortugas con
fibropapilomatosis severa, menciona que los organismos se encuentran en estado
de estrés e inmunosupresion, originando principalmente anemias, siendo la
inmunosupresion en tortugas marinas, una consecuencia y no un pre-requisito

para la presentacién de los fibropapilomas.
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I1l.JUSTIFICACION

La fibropapilomatosis es una lesién cada vez més frecuente en las poblaciones de
tortugas marinas del género Lepidochelys olivacea que anidan en las playas del
Estado de Oaxaca, México. En el caso de las tortugas verdes el desarrollo de este
tipo de neoplasias se ha asociado a una infeccion con herpesvirus, sin embargo
en el caso de la tortuga golfina esto no ha sido posible. Si bien existen reportes de
la presencia de infecciones por herpesvirus en animales de vida libre, no se ha
establecido su asociacion con el desarrollo de la fibropapilomatosis. La causa de
la enfermedad todavia permanece desconocida, a pesar de las numerosas
investigaciones que se han realizado en busca de su etiologia, conocer lo anterior
es necesario con el fin de procurar el bienestar y supervivencia de especies
protegidas por la Convencion del Tratado Internacional de Especies en Peligro de
Extincién de Flora y Fauna Silvestre (CITES). Es importante el andlisis de posibles
efectos negativos para la salud humana, ya que, aunque es ilegal el consumo de
cualquier producto derivado de la tortuga marina, existen comunidades donde el
consumo contindia y no se ha investigado que efectos puede tener en el hombre el
consumo de carne o huevos de una tortuga enferma. Asi mismo es importante
desarrollar programas de prevencion, control y tratamiento a corto y largo plazo,
de lo contrario, la fibropapilomatosis podria ocasionar una pérdida grave de
individuos en vida libre afectando la estructura de las poblaciones de vida
silvestre.

En las tortugas marinas los estudios son aun mas probleméticos, ya que
practicamente todas las especies estdn amenazadas y la investigacion

experimental esta muy restringida y limitada por las leyes internacionales.

16



IV.HIPOTESIS

Se identificard ADN del GTHV (Green turttle herpesvirus) en muestras de

fibropapiloma cutaneo obtenidas de tortugas marinas Lepidochelys olivacea.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de ADN del GTHV en muestras de fibropapilomas
cutaneos mediante la técnica de PCR e histopatologia, con el fin de evidenciar la
presencia de ADN viral y el desarrollo de fibropapilomas cutdneos en tortugas
marinas Lepidochelys olivacea.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analizar mediante histopatologia piel con fibropapiloma de tortuga golfina.

v' Extraer ADN de las muestras de fibropapiloma para ampliar regiones
especificas de los Herpesvirus utilizando iniciadores degenerados.

v Analizar los resultados obtenidos para relacionar la presencia de ADN viral
con el desarrollo de fibropapilomas cutaneos en tortugas golfinas.

VIl. MATERIAL Y METODOS

Obtencion y procesamiento del material biolégico

El desarrollo de este protocolo se llevd a cabo bajo la aprobacion del Comité
Institucional para Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Autonoma de México. Este trabajo cuenta con el permiso de colecta de
SEMARNAT SGPA/DGVS11741/13.

Las muestras se colectaron en la playa de Escobilla, en el estado de Oaxaca, en
el pacifico mexicano, del mismo modo se colectaron de la playa Morro Ayuta,

situada en el mismo estado, ambos pertenecientes al Centro Mexicano de la
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Tortuga, durante la 42 y 52 arribada de la temporada de anidacion 2014, se

llevaron a cabo recorridos nocturnos abarcando una distancia de 5 km en cada

playa.
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Fig. 4 Mapa representativo de la localizacion del Santuario de la Escobilla, Oaxaca México.

EXAMEN FiSICO

A las tortugas con tumores incluidas en el estudio, se les realizé primeramente un
examen fisico, el cual incluyé una serie de mediciones morfométricas-anatémicas
(Eckert et al., 2000). Las medidas que se tomaron fueron las siguientes: largo
curvo del caparazén (LCC), ancho curvo del caparazon (ACC), asi como la
localizacion de los tumores y la longitud del mismo, comparando con los
ejemplares aparentemente sanos, asi mismo se visualizé la condicion corporal de

tortugas con y sin tumores durante todo el recorrido por la zona de anidacion.
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La piel es el tejido solido mas comun para las biopsias, para este muestreo se
utilizé hidrocloruro de lidocaina al 2% la cual se aplico a manera de infiltrado
alrededor del sitio de muestreo. El sitio de obtencion de la muestra se limpié
quirargicamente con etanol al 70% y Yodo, posteriormente se aplico cicatrizante
para favorecer este proceso (Eckert et al 2000). En este muestreo se colectaron
un total de 20 biopsias de los animales seleccionados los cuales presentaban
lesiones sugerentes a fibropapiloma, de cada una de las muestras recolectadas
para este estudio, una porcion se preservé en formol tamponado al 10% para su
estudio histopatolégico que posteriormente se procesaron con el método de rutina
y de Hematoxilina y Eosina (H&E); Asi mismo un fragmento del mismo tumor fue
preservado en glutaraldehido al 2.5% el cual posteriormente fue procesado para
microscopia electrénica de transmision, y el resto de la muestra se mantuvo en

etanol al 70% para su posterior extraccion de ADN.

EXTRACCION DE ADN

Con el fin de extraer ADN de cada uno de los tumores se utilizé una adecuacion
del protocolo de Lu et al., 2000 que consiste en tomar 200 mg de tejido,
fragmentarlo hasta obtener pequefas partes, las cuales fueron depositadas en
tubos tipo Falcon de 1.5 mL. En estos tubos se afiadié 500 pL de buffer de lisis (25
Mm Tris HCL pH 8.0, 25 Mm EDTA pH 8.0, 400 mMNacCl, 2% Sarcosyl) y 10 pL de
proteinasa K (20mg/ml).

Esos tubos fueron mantenidos en bafio maria con movimiento a 56°C durante 3
horas. Posteriormente, se llevé a cabo una centrifugacion a 2,500 rpm durante 15
minutos y se recuperd el sobrenadante. Se afadié al sobrenadante 500uL de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y el tubo fue agitado vigorosamente
con ayuda de un agitador tipo vortex, para después centrifugarlo a 10,000 rpm
durante 2 minutos. Posteriormente el sobrenadante fue transferido a un nuevo
tubo donde se le adicion6 500 pL de cloroformo y nuevamente fue agitado

vigorosamente con ayuda de un agitador mecanico tipo vortex.
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Posteriormente la muestra se centrifugd a 10,000 rpm durante 2 minutos, el
sobrenadante se coloc6 en un tubo nuevo y se adicion6 50 pL de acetato de sodio
(3M, pH 6.0), asi mismo se adicion6 5 pL de acrilamida lineal para ADNy 1 mL de
etanol al 100% frio y se dej6 incubar durante 5 minutos en hielo. Posteriormente la
muestra fue centrifugada a 13,000 rpm a 4°C, durante 15 minutos, se decanto el
sobrenadante y se conservo la pastilla, finalmente se adicion6 1 mL de etanol al
70% frio teniendo precaucién de no suspender la pastilla y dejé en reposo durante
5 minutos en hielo. La muestra fue centrifugada a 13,000 rpm a 4°C durante 15
minutos, se eliminoé el sobrenadante y la pastilla se dejé secar durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Para culminar con el protocolo se suspendio la pastilla en
50 pL de TE (Tris 10mM, EDTA 1mM pH 8.0).

Para la deteccion especifica del GTVH se utilizé un par de iniciadores (GTVH pol)
que amplificaron un fragmento de 441 pares de bases, el cual estd ubicado en la
regidbn amino entre los pares de bases 1945 y 2370, del gen que codifica para la
polimerasa del GTVH. La secuencia de los iniciadores utilizados son los
siguientes:

GTVHpol-1 5-AGCATCATCCAGGCCCACAATCT-3

GTVHpol-2 5CCAGTTCCGGCGCGTCG-3’

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 GTVHpol-1 5° AGCATCATCCAGGCCCACAATCT-3
la homologia se muestra en la siguiente

figura:
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Color kKey for alignment scores
<40 4050
Query W
0 4 a 12 16 20
Description i Query coverage |_ E value | Max ident
Hawaiian qreen 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 polyi 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 poh 100% 0.001 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var C poly 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 qene, partial cds 100% 0.001 100%
Olive ridley turtle herpesvirus DNA polymerase gene, partial cds 100% 0.001 100%
Loagerhead turtle herpesvirus DNA polymerase (pol) qene, parti: 100% 0.001 100%
Florida areen turtle herpesvirus DNA polymerase (pol) qene, par 100% 0.001 100%
Unidentified herpesvirus DNA polymerase gene, partial cds 91% 0.021 100%

Figura 5. Homologia del primer GTHVpol-1 mediante el BLAST del NCBI.

Para el iniciador GTVHpol-2 5 CCAGTTCCGGCGCGTCG-3" la homologia

reportada es la siguiente:
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Color key for alignment scores
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Description 'i Query coverage | Evalue | Maxident
Hawaunan green turtle herpesvirus thymidine kinase (UL23), merr 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus unique long region ¢ 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated turt irus strain FL var C polyi 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated tu svirus strain HA variant pc 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated tu svirus strain FL var B poly 00% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated turtle he virus strain FL var A poly 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated turtle | esvirus strain FL var C pol 100% 2.5 100%
Fibropapilloma-associated t esvirus strain FL var A poly 100% 2.5 100%

Figura 6. 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 extensién de 72°C por 1 minuto y extension final de 72°C por 5

minutos.
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CUANTIFICACION DEL ADN

El ADN se cuantific6 por medio de un espectrofotometro (ULtrospec 3000
Pharmacia Biotech), se afiadieron 2uL de TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM pH 8.0) y 2
puL del ADN a cuantificar (muestras fibropapiloma). Se observd la integridad y
pureza del ADN, mediante un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio.
A las muestras de ADN que presentaron ARN se les afiadio 5 pL de RNAsa y se
mantuvieron a 37°C durante media hora. Las muestras se refrigeraron hasta su

uso.

ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Las muestras se fijaron en formalina amortiguada al 10% a pH 7.2 para su estudio
histopatolégico en el departamento de patologia de la FMVZ UNAM. Cada una de
las muestras se introdujo en capsulas previamente identificadas y posteriormente
procesadas mediante el método histopatolégico de rutina, el cual consiste en los
procesos de deshidratacion, aclaracion e infiltracion. Posteriormente se incluyeron
en parafina para su corte en el microtomo. Una vez realizado este proceso fueron
teflidas con hematoxilina y eosina (HE) y posteriormente se observaron en un

microscopio foténico para su interpretacion histopatolégica.
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VIIl. RESULTADOS

PATOLOGIA
APARIENCIA MACROSCOPICA

De las 20 tortugas que presentaron el tumor, 6 tenian s6lo un tumor en el cuerpo y
14 tortugas tuvieron mas de 2 tumores hasta un maximo de 8 tumores en una
misma tortuga.

Los sitios anatémicos en orden de mayor a menor frecuencia con tumores fueron:
cabeza y cuello (16 tumores), cuello (13 tumores), region base aleta izquierda (9
tumores), region base aleta derecha (7 tumores), aletas posteriores (2) y cola (1).
Los tumores extirpados fueron masas individuales o mdultiples cuyos diametros
oscilaron entre 1 a 16 cm de longitud. Algunas masas tenian aspectos verrugosos
y de consistencia blanda, con coloracién blanco-rosada. Las masas grandes y con
mayor estado de madurez tenian apariencia de coliflor, consistencia dura y una
coloracion verde-grisacea. Las lesiones mas grandes estaban frecuentemente

ulceradas y necrdticas.

Los resultados obtenidos de los muestreos que se llevaron a cabo en las playas
de anidacion Morro Ayuta y La Escobilla a 20 ejemplares de tortuga marina
Lepidochelys olivacea (9 ejemplares y 11 respectivamente) se muestran en las

siguientes tablas:

Tabla 2. Zoometria y localizacién de tumores alojados en las tortugas marinas
muestreadas en la playa Morro Ayuta Oaxaca.

Identificacion LCC ACC Ubicacion lesion Extension
lesion
1 57 cm 42 cm 1.-Cuello 1.-6*3 cm

2.- Aleta anterior 2.- 157 cm

izquierda.
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2 60 cm

64 cm
4 71 cm
5 66 cm
6 71 cm
7 63 cm
8 53 cm
9 50 cm

Tabla 3. Zoometria y localizacién de tumores alojados en las tortugas marinas

44 cm

40 cm
56 cm

50 cm

53 cm

42 cm

40cm

41 cm

1.- Base de aletas
anteriores.

1.- Cuello.

1.- Base aleta
anterior izquierda.
1.- Parpado
derecho

2.- Cuello

3.- Aletas
posteriores.

1.- Base de aletas

anteriores.

1.- Cuello
2.-Base aleta
anterior izquierda
3.- Pico.

1.- Cuello

1.- Base aleta
anterior derecha

muestreadas en la playa La Escobilla Oaxaca.

Identificacion LCC

1 75 cm

2 78 cm

ACC

63 cm

61 cm

Ubicacion lesion

1.- Base aleta
anterior izquierda
1.- Cuello

2.- Base aleta

anterior izquierda

25

1.-7*5cm
(izq) 9*2 cm
13*7 cm
1.-16*5cm

1.-3*2cm
2.-8*4 cm
3.- 8*6 cm
(izq) 10*7
cm
1.-7*5cm
(izq) 10*6
cm

1.-16*7 cm
2.-10*4 cm
3.-5*3cm

5%2 cm

2*2 cm

Extension
lesion

1.-10*2 cm

1.-5*3 cm
2.-7*5cm



3 69 cm

4 76 cm
5 69 cm
6 61 cm
7 63 cm
8 69 cm
9 63 cm
10 55 cm
11 47 cm

En el examen fisico realizado a los ejemplares marinos se observd dermatitis en
los sitios donde se localizaban los tumores, asi mismo, se hace mencion de la
ubicacion de las lesiones, las cuales en su mayor porcentaje son en aletas y

cuello, sitios donde el macho tiene contacto directo con la hembra al momento del

apareamiento.

45 cm

60 cm

45 cm

45 cm
48 cm

49 cm

50 cm

46 cm
39 cm

1.- Base aletas
anteriores

1.- Cuello

2.- Base aleta
anterior derecha
1.- Aleta posterior
derecha

2.- Cuello

3.- Parpados

1.- Cuello

1.- Cuello

2.- Cola

1.- Cuello

2.- Base aleta
anterior derecha
1.- Cuello

1.- Cuello

1.- Base aletas

anteriores
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1.- 5*3 (izq)
4*4 cm
1.-9*6 cm
2.- 7*3 cm

1.- 8*4 cm
2.- 6*4 cm
3.-1*1 cm

1.-6*4 cm
1.-5*3cm
2.-3*3cm
1.-6*4 cm
2.-7*5cm

1.-2*2cm
1.-4*2cm
1.-2*2cm
(izq), 3*2

cm.



Fig. 7 Fotografia de un fibropapiloma Fig. 8 Fotografia de u

localizado en la base de la aleta anterior aspecto verrugoso localizado en la base
derecha de una tortuga Lepidochelys de la aleta anterior derecha de una tortuga
olivacea golfina.

Fig. 9 Fotografia de un fibropapiloma con Fig. 10 Fotografia de fibropapilomas
aspecto de coliflor, localizado en localizados en la base de ambas aletas
la base de la aleta anterior de la tortuga. anteriores asi como en la regién cervical

y parpados en tortuga L. Olivacea.
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Fig. 11 Los tumores encontrados en las tortugas marinas se distribuyen principalmente en la base
de las aletas, parpados y cuello, sitios donde el macho entra en contacto con la hembra al
momento del apareamiento.

HISTOPATOLOGIA

El estudio e interpretacidn histopatolégica de las muestras obtenidas en el primery
segundo muestreo en las diferentes playas de anidacion de la tortuga golfina, se
llevaron a cabo en las instalaciones del departamento de patologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de

México y se muestran en las siguientes tablas:
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Identificacion*
344
345

346

347

348
349

350
351
352

Descripcion de la muestra.

Presencia de costras.

Presencia de parasitos, multiples focos
inflamatorios en dermis constituido por linfocitos y
macrofagos.

Discretos focos inflamatorios constituidos por
macroéfagos y linfocitos.

Discretos focos inflamatorios constituidos por
macrofagos y linfocitos.

Presencia de costras.

Multiples focos inflamatorios en dermis
constituidos por linfocitos y macroéfagos.
Presencia de epibiontes.

Presencia de epibiontes

Discretos focos inflamatorios constituidos por

macrofagos vy linfocitos.

Tabla 4. Estudio e interpretacion histopatoldgica de las muestras obtenidas durante el muestreo en

la playa Morro Ayuta.

Identificacion*
353

354

355

356

357

358

359

Descripcion de la muestra.

Presencia de mdltiples focos inflamatorios en dermis constituido por
linfocitos y macro6fagos.

Presencia de parasitos, multiples focos inflamatorios en dermis
constituido por linfocitos y macréfagos.

Multiples focos inflamatorios constituidos por macréfagos y linfocitos.
Discretos focos inflamatorios constituidos por macréfagos y linfocitos.
Presencia de epibiontes.

Multiples focos inflamatorios en dermis constituidos por linfocitos y
macrofagos.

Multiples focos inflamatorios en dermis constituidos por linfocitos y
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macroéfagos.

360 Multiples focos inflamatorios en dermis constituidos por linfocitos y
macroéfagos.

457 Discretos focos inflamatorios constituidos por macroéfagos y linfocitos.

458 Presencia de costras.

459 Presencia de epibiontes.

Tabla 5. Estudio e interpretacion histopatoldgica de las muestras obtenidas durante el muestreo en
la playa La Escobilla.
*el nimero de identificacidn indica el nUmero con el que fue registrado dentro de la bitacora de

trabajo del departamento de patologia de la FMVZ-UNAM.

Histologicamente la piel normal de las tortugas tiene dos capas: la epidermis y la
dermis, esta compuesta de dos estratos: cérneo y espinoso. El estrato corneo esta
compuesto de unas 2 a 4 capas de queratina. El estrato espinoso esta formado
por epitelio estratificado escamoso y compuesto de unas 4 a 7 células de grosor.
(Hargis, 1995; Scott et al., 2001).

En el diagnéstico clinico se observo en casi todas las tortugas inflamacion de la
piel (dermatitis), acompafiado de lesiones lo cudal indica una pérdida de la
epidermis, compatible con trauma fisico o con procesos patolégicos severos.

Con los andlisis histopatol6gicos obtenidos de todos los muestreos se encontré
que en un alto porcentaje, las muestras de piel presentaban cambios
histomorfologicos muy similares, tales como multiples focos inflamatorios los
cuales son constituidos principalmente por macréfagos y linfocitos; proyecciones
papilares exofilicas de la dermis, acantosis e hiperqueratosis, todo esto a causa de
una reaccion inmunitaria normal hacia algin agente extrafio, razon determinante
para realizar estudios de biologia molecular (PCR) para comprobar uno de lo
causantes de dicha lesion, asi mismo, se observan inclusiones intranucleares
eosinofilicas. Todos los animales que presentaron una dermatitis, fue a
consecuencia de una presencia de focos inflamatorios a excepcién de siete
ejemplares los cuales, presentan la lesién, pero la causa principal es la presencia

de costras y parasitos (epibiontes).
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En algunos tumores, sobre la epidermis, se observaron estructuras parasitarias
compatibles con epibiontes de genero sin identificar (figura 18). En otras dos

muestras diferentes, en algunos queratinocitos se observaron estructuras

intranucleares eosindfilas refringentes compatibles con inclusiones virales (figura
12).

Fig. 12 Fotomicrografia de un fibropapiloma. Fig. 13 Fotomicrografia de un fibropapiloma.

Estructuras eosinofilicas redondas, Estructura eosinofilica redonda, intranuclear,
intranucleares con un halo claro periferico con un halo claro periferico (100x).
(40x).

Fig. 14 Fotomicrografia de un fibropapiloma. Fig. 15 Fotomicrografia de un fibropapiloma.
Abundante infiltrado en dermis compuesto hiperplasia epidérmica papilar. Algunos

por linfocitos y escasos macréfagos, con gueratinocitos del estrato espinoso y basal.
distribucion perivascular (40x) Exhiben degeneracion balanoide (10x).
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Fig. 16 Fotomicrografia de un fibropapiloma, Fig. 17 Fotomicrografia de un fibropapiloma,
En la cual se muestra la acantosis (60x). con hiperplasia irregular epidermal (10x)

Fig 18. Fotomicrografia de un fibropapiloma.
Estructuras parasitarias sobre el estrato
cérneo compatibles con epibiontes (10x).

RESULTADOS DEL ESTUDIO MOLECULAR

Cada tumor se dividié en tres porciones semejantes, una porcion de cada tumor se
utilizé para su estudio molecular, de tal modo que se analizaron 20 muestras de
tumores para la deteccién especifica del GTVH mediante la técnica de PCR. Se
utilizé un par de iniciadores que codifican a la polimerasa de GTVH. Del total de
muestras s6lo 13 amplificaron el fragmento de 441 pares de bases,
correspondiente al gen de la polimerasa de GTVH, Se confirma que la carga viral
en estos tumores encontrados en ambas playas fue lo suficientemente alta, lo que

permitio ser amplificadas mediante esta técnica molecular, dando como resultado,
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el 65 % de muestras positivas del total

muestran en las siguientes imagenes:

Fig. 19. Gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. Amplificacion positiva
de muestras con un producto de 441 pb,
Correspondiente a ADN de GTVH.

Fig. 21 Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio. Amplificacion positiva de 7 muestras
con un producto de 441 pb, correspondiente

a ADN de GTVH.
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Fig. 20. Gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. Amplificacion positiva
de una muestra con un producto de 441 pb
Correspondiente a ADN de GTVH.



IX. DISCUSION

El estudio histopatologico y molecular realizado a las 20 muestras de tumores
alojados en diferentes sitios en tortugas golfinas, se encontré similitud con la
fibropapilomatosis descrita por Coberley (2002) en Chelonia mydas asi como en
Caretta caretta causada por el Green turttle herpesvirus (GTVH). Balazs en 1986,
menciona que las lesiones dérmicas producidas por el GTVH principalmente se
localizan en cuello, ojos, quijada y aletas. En este trabajo, se realizo el estudio
macro y microscopico de los tumores encontrados en diferentes ejemplares de
tortuga golfina (L. olivacea), los fibropapilomas encontrados corresponden con las
lesiones descritas por Balazs. Estos resultados demuestran la presencia del Green
turtle herpesvirus en los tumores de las tortugas marinas que arribaron a las

playas de Morro Ayuta y la Escobilla al final de la temporada de desove 2014.

En su investigacion Balazs (1986) menciona que los ejemplares que tienen los
tumores se encuentran delgados por lo cual se analizé la condicién corporal entre
las tortugas sanas y enfermas y se determiné que no hubo una gran diferencia
entre ambos grupos, esto podria deberse a que el tumor estuviese en una etapa

temprana en la cual el estado de emaciacion todavia no fuese severo.

Tampoco se encontré mayor diferencia en las medidas morfométricas-anatémicas
de las tortugas debido posiblemente, a que todas eran hembras adultas en etapa

de anidacion, las cuales habian llegado a su etapa de madurez maxima.

En la tortuga marina el fibropapiloma se desarrolla de forma similar al
fibropapiloma de los mamiferos. El tumor empieza con una proliferacion de
fibroblastos en la dermis superficial, seguido se produce la proliferacion de la
epidermis con acantosis. Conforme los nddulos se agrandan, la epidermis se
vuelve verrugosa. Posteriormente, se desarrollan cambios degenerativos en el

estrato espinoso y estrato basal, terminando asi con la separacion de la dermis-
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epidermis y la formacion de vesiculas y su posterior ulceracion. La continua
proliferacion de fibroblastos ensancha la epidermis, resultando en una masa tisular
blanda y firme; siendo asi, los resultados histolégicos de la presente investigacion
consistentes con las descripciones realizadas por Herbst et al., (1999), asi como
en la investigacion realizada en ejemplares de tortugas verdes por Brooks et al.,
(1994).

La presencia de inclusidnes eosinofilicas dentro del citoplasma de 3 tumores
hallados en las tortugas golfinas durante este estudio, concuerda con la aparicion
de inclusiones eosinofilicas presentes en otros estudios realizados por Herbst et
al., 1995 y Jacobson et al., 1989. Dichas inclusiones semejaban superficialmente
inclusiones intranucleares de la enfermedad “mancha gris” de la tortuga verde, que
es una enfermedad de piel causada por un herpes virus (Jacobson et al., 1989). El
bajo porcentaje de inclusiones eosinofilicas observados en tinciébn con
Hematoxilina y Eosina en este estudio, concuerda con la patogénesis de la
infeccion por herpes virus en especies de vertebrados, en los cuales los viriones y

sus antigenos no se presentan todo el tiempo durante el desarrollo tumoral.

En un estudio de transmision experimental realizado por Herbst, en donde se
comparaban tumores inducidos experimentalmente con tumores espontaneos, los
tumores inducidos experimentalmente, que fueron las muestras mas jévenes,
tuvieron la frecuencia méas alta de inclusiones. Si la produccién de virus y su
diseminacién son eventos transitorios tempranos en la progresion de la
enfermedad, entonces la evidencia de una infeccion activa disminuiria con la edad.
Tomando en cuenta que las tortugas de este estudio eran tortugas adultas, lo
descrito anteriormente explicaria porque solamente en 3 tortugas se observan

inclusiones eosinofilicas intracitoplasmaticas. (Herbst et al., 1999)

Complementando el presente estudio, se realizaron pruebas moleculares con el fin
de corroborar la presencia del gen del GTVH. Los resultados de la reaccion en

cadena de la polimerasa indican la presencia del ADN viral, siendo lo
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suficientemente contundentes para determinar, que uno de los agentes etioldgicos
involucrados en la formacion de tumores en tortugas golfinas (Lepidochelys
olivacea) es el GTVH, difiriendo parcialmente con los resultados obtenidos por
Mufioz Gutiérrez (2009) quien en su momento, menciond que el agente viral no se
encontraba presente en los fibropapilomas muestreados en tortugas golfinas.

El hallazgo descrito en el presente trabajo es importante ya que demuestra la
presencia del virus en tumores de la tortuga verde, asi como los descritos en
tortugas golfinas. Existen diversas teorias sobre la formacion de éstas neoplasias,
entre ellas se encuentra aquella que sugiere a un agente infeccioso filtrable,
probablemente un virus, como causa primaria. Sin embargo, aun se desconoce el

factor determinante (Lu et al., 2000).

Es importante mencionar que los papilomas nunca han sido reportados en
tortugas en desarrollo (juveniles) en vida libre, por lo que fortalece la teoria que la
transmision del virus esta directamente relacionada con el momento del
apareamiento en este tipo de ejemplares marinos, ya que los traumatismos
causados al momento de la copula, terminan afectando a los tejidos dérmicos
desencadenando una dermatitis severa. Estos datos se relacionan con los
resultados encontrados en el diagnéstico clinico, las pruebas histopatoldgicas y las

pruebas moleculares (Balasz y Jacobson, 1991).

Con la técnica de PCR, se pudieron detectar 13 muestras positivas (65%) al
GTVH. Estos datos concuerdan con un estudio realizado en Hawaii con tortugas
verdes, en el cual las muestras de tumores cutdneos analizados por PCR
mostraron la presencia del GTVH en un 87% de los tumores y la ausencia de virus
en las muestras control (Lu et al., 2000). De igual forma los datos concuerdan con
los resultados de otro estudio realizado con tumores cutaneos de tortugas verdes
de Hawaii, la Florida y 4 tortugas loras de Costa Rica en donde también se
determind por PCR la presencia de un herpes virus en un 100% de los tumores
(Quackenbush et al., 1998).
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El herpesvirus tiene la tendencia a colonizar tumores y tejidos de animales
debilitados, por tanto su presencia podria deberse a una infeccién secundaria sin
relacionarse con el proceso primario de la enfermedad (Herbst et al., 1995). Por
otro lado el herpes virus esta relacionado o causa neoplasias en diferentes
especies como: papiloma cutdaneo en lagartijas verdes y elefantes africanos,
adenocarcinoma renal de Lucke en ranas, enfermedad de Marek en pollos y
linfoma en primates del nuevo mundo entre otros. A pesar de todos estos
hallazgos, no se puede concluir que el herpes virus sea el principal agente
etiologico del fibropapiloma, para ello es necesario el aislamiento viral y

secuenciacion del material genético (Herbst et al., 1995).

Asi mismo, se han realizado varios estudios de campo que indican una
prevalencia de Fibropapilomas en tortugas marinas que viven en habitats marinos
que han sido afectados por el desarrollo agricola, industrial o urbano, todo lo
anterior podria favorecer al desarrollo de la enfermedad (Aguirre et al., 1994).

Si bien, aun no se demuestra si los fibropapilomas son cancerigenos, su excesivo
crecimiento externo como interno en el quelonio, hace que ponga en peligro la
vida de los organismos afectados.

Otro dato importante a resaltar es que en las tortugas verdes se han observado
pardsitos externos que infestan los pliegues del fibropapiloma, sugiriendo que
podian servir como vectores de otros agentes causales de la enfermedad, pero no
como agentes primarios. Tanto los huevos de trematodos como los parasitos
externos pueden debilitar severamente al huésped, disminuyendo la respuesta
inmune (Herbst, 1994).

Es importante tomar en cuenta que la expresion de enfermedades virales en
poiquilotermos puede modularse por la temperatura y otros factores ambientales.
Por ejemplo en el adenocarcinoma renal de Lucke en la rana leopardo, los
cuerpos de inclusion viral son producidos en los tumores soélo a bajas
temperaturas, pues el aumento en la temperatura hace que los virus entren a una
fase celulolitica, seguido por una fase en la cual la produccion de viriones cesa y

los tumores son no infecciosos (Herbst, 1994, Herbst et al., 1995).
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Aunque existen varias teorias que intentan explicar la etiologia y formacion de los
fibropapilomas, estos aln siguen siendo un problema terapéutico para los médicos
veterinarios de tortugas marinas y gente que trabaja con estos animales

amenazados.

Todo el conocimiento generado en este aspecto servira para conocer
detalladamente aspectos sobre la patogénesis de la enfermedad, lo cual permitira
proponer estrategias novedosas para su control, y contribuird la recuperacion de

poblaciones de tortugas marinas.

CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion en tortugas marinas Lepidochelys olivacea
permite concluir lo siguiente:

v" No se encontr6 macroscopicamente diferencias significativas en las
zoometrias de las tortugas con y sin tumores.

v Las zonas de desarrollo de los fibropapilomas son similares a las descritas
en estudios anteriores con otras especias de quelonios marinos.

v Mediante la técnica molecular de PCR punto final, se confirma la presencia

del GTVH en tortugas golfinas en la zona de anidacion de la Escobilla y
Morro Ayuta en la costa de Oaxaca.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

v" Realizar monitoreo en cautiverio sobre el desarrollo de los tumores en los

ejemplares marinos.

v' Realizar estudios hematolégicos y compararlos con organismos que
pertenezcan a otras poblaciones de tortugas golfinas para tener un

panorama general de salud entre ellas.

v Evaluar niveles de corticosterona en ejemplares que lleguen a las zonas de
anidacion de Oaxaca y compararlas con otras poblaciones para corroborar

el papel desempefiado por el estrés en la formacién de tumores.

v' Debido a que la determinacion y el aislamiento del agente etiol6gico es
importante en el desarrollo de métodos diagndsticos necesarios para el
estudio del fibropapiloma, se recomienda ampliar el nimero de agentes

virales a estudiar.

v’ Evaluar la calidad del agua, enfatizando a contaminantes que se
encuentren en las zonas de reproduccion con el fin de fortalecer como

posible agente primario.

v' Secuenciar el material genético obtenido de las muestras.
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Formato para muestreo en campo

Fecha: f J f

Playa: Morro Ayuta La Escobilla

Estacion:

Zoometria
LCC__ em Peso:
ACC__ cm Condicion corporal:

Exdmen

Localizacion del fibropapiloma y numero:
Cabeza Aspecto: fﬁq
Cuello Coliflor ___ -
Aletas Verrucoso
Caparazén__ \
Otro |

Numero de muestras colectadas__

Preservacion de muestras:
Formol___
Etanol__

Glutaraldehido__ Y \J

Fig.22 Formato utilizado en el presente estudio para la coleccion de datos en campo

Andlisis de frecuencia de distribucién corporal de fibropapilomas en tortuga marina

Lepidochelys olivacea

Localizacion Numero Frecuencia
Cabeza 3 0.15

Aletas 14 0.7

Cuello 13 .65
Caparazon - -

Otro 1 .05
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