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Resumen

La presencia y descripcion de fibropapilo-
mas en tortugas marinas datan de 1938 en
Estados Unidos, la prevalencia de la enfer-
medad se incrementd en los 80’s alrededor
del mundo. La afeccion se caracteriza por la pre-
sencia de muiltiples tumores fibroepiteliales en la
supetficie corporal; las tortugas afectadas por un
periodo prolongado suelen mostrar emaciacion y
anemia. Literatura cientifica asigna al herpesvirus
Chelonid tipo 5 (ChHVS5) como el agente causal de
la fibropapilomatosis. En este estudio se evaluaron
30 hembras Lepidochelys olivacea de la playa de la
“Escobilla” Oaxaca, de acuerdo a la localizacion
anatomica de los fibropapilomas se determind su
incidencia y se clasifico la presencia de los tumo-
res como leve, moderado y severo. A cada indivi-
duo se le tomo una biopsia de 2 a 5cm de didmetro
para andlisis de histopatologia, inmunohistoqui-
mica y microscopia electrénica de transmision. EI
tamario promedio de los tumores fue de 9.45cm de
didmetro, registrando 17 moderados, 10 leves y 3
severos. Las zonas corporales mds afectadas fueron

Abstract

Descriptions of Fibropapilloma occurrences
in sea turtles dating back from 1938 in the
US reveal a global increase of the disease
since the 1980's. Fibropapillomatosis is charac-
terized by the presence of multiple fibro epithelial
tumors on the body surface. Affected turtles show
signs of emaciation and anemia. The Chelonid her-
pesvirus type 5 (ChHVb) is proposed as the disease
causative agent. In this study we evaluated 30
female turtles of the species, Lepidochelys olivacea
from “Escobilla" Oaxaca, Mexico. According to
the anatomical location of fibropapilloma presence,
the frequency was determined and tumors were
classified as mild, moderate and severe. A total of
30 biopsies, 2 to 5 cm in diameter were collected for
histopathology, immunohistochemistry and trans-
mission electron microscopy analyses. Tumor size
mean: 9.45cm. Tumor classification: moderate
(n=17), mild (10) and severe (3). The most affec-
ted area was the right front flippers (n=12 tumors)
followed by the neck and shoulders (n=9) left front
flippers (n=8) and carapace (n=1). Tumors were
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las aletas anteriores derechas (12), seguidas del
cuello y hombros (9), aletas anteriores izquierdas
(8) y caparazon (1). Los tumores también fueron
clasificados por su forma macroscopica cémo con
aspecto de coliflor (20), 6 con aspecto verrugoso y
4 mixtos. La microscopia de luz reveld condiciones
de hiperqueratosis, hiperplasia epidermal, acanto-
sis, degeneracion de células basales y del estrato
espinoso, pustulas intraepidermales, infiltrado de
heterdfilos y linfocitos. EIl diagnéstico final fue de
fibropapilomas cutineos en 29 de los casos y solo
un fibroma. No se observé inmunopositividad a
antigenos de herpesvirus en ninguno de los casos.
Ultraestructuralmente se observaron particulas
virales similares a iridovirus y células epiteliales
neopldsicas. Es necesario continuar con estudios
que incluyan pruebas de ADN para determinar la
participacion del agente causal en el desarrollo de
las neoplasias.

Palabras clave: Fibropapiloma, histopatolo-
gia, microscopia electrénica de transmision,
Inmunohistoquimica, L. olivacea, Iridovirus.

classified macroscopically as: cauliflower-like
(n=20), 6 with warty appearance and 4 mixed.
Light microscopy revealed: hyperkeratosis, epider-
mal hyperplasia, acanthosis, cell degeneration in
basal and spinous layers, intraepidermal pustules,
lymphocytes and infiltrated heterophile. The final
diagnosis was cutaneous Fibropapillomas (29/30)
and a fibroma. Immunopositive herpesvirus anti-
gens were not observed. Ultrastructurally: irido-
virus-like particles and neoplastic epithelial cells
were observed. DNA tests are necessary to deter-
mine the role of the disease causative agent in the
development of neoplasms.

Key words: Fibropapilloma, Histopathology,
Transmission electron microscopy, Immuno-
histochemistry, L.olivacea, Iridovirus.

Introduccion

La fibropapilomatosis (FP) ha sido documen-
tada en ganado vacuno, camélidos, cérvidos
y caprinos (Jelinek y Tachezi 2005), comun-
mente en estas especies los tumores son con-
siderados benignos y se ha documentado su
regresion espontanea (Jacobson et al. 1989).
En tortugas marinas la FP es una enfermedad
neoplasica proliferativa comunmente aso-
ciada a un herpesvirus (Aguirre et al. 1994)
identificado como herpesvirus Chelonid tipo
5 (ChHV-5 por sus siglas en inglés) (Ene et
al. 2005). Se caracteriza por el desarrollo y
divisién celular descontrolada que frecuen-
temente degenera en una proliferaciéon anor-
mal tal como metaplasias y/o displasias
(Greenblatt et al. 2004). Las células que produ-
cen FP en tortugas marinas, siempre progre-
san a una neoplasia (Herbst y Klein 1995) no
coordinada con la de los tejidos normales en
la periferia, ocasionando en dltima instancia
un tumor (Herbst et al. 1995). La complejidad
en el estudio de tortugas marinas en vida
libre dificulta precisar la etiologia y patogé-
nesis de FP en estos organismos (Aguirre et

al. 1998, Aguirre y Lutz 2004) y los impactos
que tiene esta enfermedad en sus poblaciones
(Aguirre y Balazs 2000). Neoplasias similares
a las descritas en este estudio, fueron docu-
mentadas por primera vez en 1938 en una tor-
tuga verde (Chelonia mydas) (Smith y Coates
1938) y se le dio el nombre de Fibropapiloma
de tortuga verde (GTFP por sus siglas en
inglés) (Herbst 1994) y desde entonces, se ha
confirmado que FP afecta preferentemente a
poblaciones de tortugas C. mydas de todo el
mundo (Balazs y Chaloupka 2004a, Dethmers
et al. 2006) siendo mas frecuente en las regio-
nes calidas como el Caribe (Greenblatt et al.
2005), Hawdi, Australia y Japoén (Aguirre y
Lutz 2004). Igualmente se ha asociado con
areas que tienen bajas tasas de renovacién de
agua, en particular cuando se encuentran con-
taminadas por residuos humanos (Aguirre et
al. 1995, Herbst y Klein 1995). Hoy en dia, esta
enfermedad ya no es especifica de las tortugas
verdes, con frecuencia se observa también en
tortugas amarillas (Caretta caretta), tortugas
lora (Lepidochelys kempii) y tortugas golfinas
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(Lepidochelys olivacea) (Balazs y Jacobson 1990,
Aguirre et al. 1999, Greenblatt et al. 2005). En el
Océano Pacifico, la evidencia genética indica
que las tortugas verdes de Hawéi pertene-
cen a una sola poblacién y sugieren que la
enfermedad es endémica en zonas especificas
(Dutton et al. 2008) como en el este de Hawai
(Work et al. 2003).

La FP se caracteriza por la presencia
de tumores benignos simples y multiples
(Aguirre et al. 1999) que se encuentran en la
superficie epitelial (Herbst et al. 1999), los
cuales varian en tamafio, midiendo desde
0.1 hasta = 30 cm de didmetro (Work y Balazs
1999). La incidencia de los tumores se observa
frecuentemente desde el tercer parpado y en
orden decreciente hasta los tejidos que rodean
los ojos, conjuntiva, pliegues de unién de la
boca (pico), cuello, hombros, regiones axilares
e inguinales, cola y base de la cloaca (Brooks
et al. 1994, Herbst 1994, Aguirre et al. 2002).
Las tortugas afectadas con FP por un periodo
considerable suelen mostrarse emaciadas,
débiles, con anemia e inmunodeprimidas
(Aguirre et al. 2002) y en casos graves si estos
se encuentran cubriendo los ojos, pueden pre-
sentar ceguera (Greenblatt ef al. 2004), durante
la manifestacion clinica de FP también se
pueden presentar otro tipo de tumores en
6rganos internos (Jacobson et al. 1989, Aguirre
et al. 1994). Particularmente los tumores gran-
des ocasionan problemas en la flotabilidad
(Herbst et al. 1995), causan falla renal, oclusiéon
gastrointestinal y en algunos casos muerte
por inanicion debido a la oclusion del eséfago
(Aguirre et al. 2002, Chaloupka et al. 2009).
Varios estudios han registrado y descrito las
principales caracteristicas histologicas de la
enfermedad (Jacobson et al. 1992, Herbst et al.
1999). Asimismo, mediante microscopia elec-
tronica de transmisiéon (MET) se han detec-
tado particulas virales y se han asociado a las
lesiones causada por la FP (Matushima et al.
2001, McGavin y Zachary 2007).

En este estudio, el objetivo fue evaluar
neoplasias presentes en 30 tortuga golfinas
mediante técnicas de histopatologia, inmu-
nohistoquimica y microscopia electrénica de
transmision.

Material y métodos

Durante la arribada de tortuga golfina (L.
olivacea) en agosto de 2006, en la playa de la
“Escobilla” en Oaxaca, México; se llevaron
a cabo 5 recorridos por la playa abarcando
una distancia de 12 km en busca de hem-
bras anidadoras. Durante estos recorridos se
observaron mas de 200 tortugas golfinas y
mediante un andlisis visual se seleccionaron
30 tortugas hembras en desove, que presenta-
ron diversas lesiones cutaneas sugerentes de
Fibropapilomas.

Para cada tortuga, posterior al desove y
en cuanto comenzaron a cubrir los nidos, se
midi6 el largo curvo del caparazén (LCC min)
con una cinta métrica flexible siguiendo la
metodologia descrita por Bolten (1999).

Se practicé un examen minucioso de la
superficie corporal, con orientacién craneo-
caudal y dorso-ventral con particular énfasis
en cabeza, ojos, conjuntiva, tercer parpado,
pliegues de unién del pico, cuello, y aletas
anteriores y posteriores. Para examinar la cola
y la cloaca se levantaron las tortugas por la
parte posterior del caparazén y se procedio6 a
la revisién de la piel.

Evaluacién macroscopica de FP

Para llevar a cabo la evaluacion macroscépica
de las neoplasias, al inicio se registr6 la distri-
bucién anatémica de los tumores y se contabi-
lizaron, asimismo se otorgd una clasificacion
morfolédgica segtin su aspecto (verrugoso o en
coliflor) (adaptado de Jelinek y Tachezi 2005).
Posteriormente se seleccion6 un tumor de
forma aleatoria y representativo de las lesio-
nes en general para la colecta de muestras;
finalmente se midieron en diametro con una
cinta métrica flexible y se otorgéd una clasifi-
caciéon de acuerdo a su tamafio y empleando
los criterios de Work y Balazs (1999): Tumores
menores de 3 cm de didmetro se clasificaron
como leves (grado 1), tumores de 3 a 8 cm de
diametro fueron clasificados como moderados
(grado 2) y aquellos mayores de 8 cm de dia-
metro se consideraron como severos (grado 3)
(modificado de Work y Balazs, 1999).
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Toma de muestras

Los tumores seleccionados fueron limpiados
con soluciéon de ISODINE® al 7.5%, posterior-
mente se infiltraron 3 ml de Xilacina al 2%
subcutaneamente en 5 puntos alrededor de
la base de la neoplasia, transcurrido 1 minuto
aproximadamente después de la aplicacion,
se sujeto la base del tumor con pinzas de
hemostasis y se cort6 el tejido con una navaja
de bisturi.

Se tomaron 30 biopsias representativas de
0.5 cm a 4 cm® respectivamente, las cuales
se fraccionaron en tres partes similares. Los
dos primeros fragmentos se colocaron inde-
pendientes en tubos tipo Vacutainer® de 10
ml, fijandose por inmersiéon en formalina
amortiguada al 10% (pH 7.4) y se remitieron
al departamento de Patologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ)
de la UNAM donde fueron procesadas con
las técnicas de rutina para Histopatologia
(Bancroft y Stevens 1982) e inmunohistoqui-
mica (IHQ) con la técnica del complejo avi-
dina biotina peroxidasa (ABC) utilizando un
anticuerpo primario y monoclonal (HSV1
antibody [T96] ab8230) de la marca ABCAM®.
El tercer fragmento se fij6 por inmersiéon en
glutaraldehido al 2.5% (pH 7.2, 0.1M) y fue
procesado y analizado con la técnica de rutina
para microscopia electrénica de transmision
(MET) (Hunter 1993, Vazquez Nin 2000) en la
unidad de MET “Aurora Vazquez Echegaray”
de la FMVZ-UNAM.

Resultados

Datos morfométricos

El largo curvo de caparazén (LCC min) pro-
medio del total de las tortugas evaluadas fue
de 67.5cm + 4.95cm, con un intervalo entre 64
a7l cm.

Evaluaciéon macroscopica de FP

De acuerdo a la clasificaciéon macroscépica
otorgada (morfologia y color), el 66% de las
neoplasias tuvieron forma similar a una coli-
flor, el 20% se clasificaron con aspecto de
verrugas y el 13% restantes fueron considera-
dos mixtos. Asimismo, durante la revision, el
100% de las neoplasias fueron firmes al tacto;
el 68% eran de color rosa palido y el 32% de
color gris y blanco. Estos resultados se mues-
tran en la Tabla I y se ilustran en las figuras 1
a4

Distribucion Anatémica de fibropapilomas de
las tortugas golfinas

Las zonas anatémicas mas afectadas (de
mayor a menor) fueron las aletas anteriores
derechas y representaron el 40%, seguidas
del cuello y hombros (30%), aletas anteriores
izquierdas (26.6%) y caparazon (3.33%). Los
detalles de la distribucién anatémica de los FP
en las tortugas golfinas se muestran en la tabla
Ty se ilustran en las figuras 1 a 4.

Tabla I. Clasificacién macroscépica de Fibropapilomas de L. olivacea

Clasificacion macroscépica (morfologia y color) No. %

Morfologia similar a una coliflor

Verrugas
Mixtos
Firmes al tacto
Color rosa palido

Color gris / blanco

20/30 66.6
6/30 20
4/30 13
30/30 100
20/30 68
10/30 32

Reséndiz et al.



Figura 1. Lepidochelys olivacea en la playa “Escobilla”  Figura 2. Lepidochelys olivacea con multiples lesiones
Oaxaca. Se observa lesion de aspecto nodular de identificadas como fibropapilomas de aspecto verru-
aproximadamente 6 cm de didmetro en el centro de goso en hombros e inicio de las aletas anteriores.
la aleta anterior izquierda.

Figura 3. Lesiones macroscépicamente identificadas  Figura 4. Multiples lesiones nodulares identificadas

como FP en cuello, hombros e inicio de la aleta como FP en la parte anterior, central y trasera de la
anterior derecha en L. olivacea, clasificadas como de aleta frontal izquierda en L. olivacea clasificadas como
aspecto de “verrugas” grado 2 (moderada). “mixtas” (Coliflor y verrugas) grado 3 (severo).

Tabla II. Distribucién anatémica de fibropapilomas en L. olivacea

Distribucién anatémica de FP Ntmero % Tamaiio promedio | Desviacién estandar Rango
didmetro (cm) didmetro (cm)
Aletas anteriores derechas 12/30 40 10.05 9.68 32a16.9
Aletas anteriores izquierdas 8/30 26.6 10.5 6.78 57a15.3
Cuello y hombros 9/30 30 4.85 4.03 2a77
Caparazoén 1/30 3.33 6.8 9.61 0al3.6
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Clasificacion de neoplasias de acuerdo a su
tamaiio

El tamafio promedio de los tumores registra-
dos fue de 9.45 cm de didmetro, con un total
de 17 tumores clasificados como moderados,
10 leves y tres severos (Tabla Il y figuras 1 a
4).

Histopatologia

Los hallazgos histopatologicos de las neo-
plasias revelaron condiciones de hiperque-
ratosis, hiperplasia epidermal, acantosis,

degeneracién de células basales y del estrato
espinoso, pustulas intraepidermales, asi como
infiltrado de heterdfilos y linfocitos; estas
caracteristicas se describen en la Tabla IV y se
ilustran en las figuras 5a 7.

Diagnéstico Motfolégico

El diagnéstico morfolégico fue de (29/30)
fibropapilomas cutdneos representando el
97% de los casos y s6lo un fibroma con y
sin presencia de estructuras parasitarias
respectivamente.

Tabla III. Clasificacion del tumor de acuerdo a su tamafno

Clasificacion del tumor

1 (leve) 2 (moderado) 3 (severo)
Tamaino del tumor
<3cm 10
de 3 a8cm 17
>8cm 3

Tabla IV. Hallazgos histopatolégicos de 30 neoplasias de L. olivacea

Cambios histopatologicos observados en Epidermis

No. de tortugas

(o)
Hiperplasia epidermal de moderada a severa con acantosis leve (multifocal a difusa) 29 (96.6)
Hiperqueratosis ortoqueratésica (leve a moderada difusa) 29 (96.6)
Células basales y del estrato espinoso con cambios leves de tipo degenerativo con distribucion multifocal 25 (83.3)
y zonal
Células inflamatorias compuestas por heteréfilos y linfocitos, asi como melanomacréfagos, ambos en 24 (80)
pequefia cantidad y con distribucion multifocal
Bacterias en forma de cocos y de bacilos (estrato corneo) 13 (43.3)
Estructuras parasitarias semejantes a la de los crustaceos (estrato corneo). 9 (30)

Cambios histopatolégicos observados en Dermis

No de tortugas

(%)
Actimulos de coldgena irregulares con fibroblastos embebidos en la matriz 28 (93.33)
Fibroblastos con nticleos ovales y pleomérficos con nucleolos prominentes 25 (83.3)
Vasos sanguineos de neoformacién en moderada cantidad 29 (96.6)
Células inflamatorias perivasculares y melanomacréfagos multifocalmente, asociados a aquellos casos con 9 (30)
estructuras parasitarias en la epidermis
Predominio del componente mesenquimatoso con las mismas caracteristicas antes descritas para la dermis, 1(3.3)

sin presentarse a nivel de epidermis cambios de tipo proliferativo.
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Figura 5. a) Se aprecia hiperplasia epidermal, proliferacién de fibroblastos en dermis y algunos melanomacréfagos.
H & E. Barra: 100pm. b) Detalle de un FP con de tortuga golfina (L. olivacea) con acantosis marcada y formacion
de clavas dermales-epidermales, angiogénesis y proliferacion de fibroblastos en dermis. H & E. Barra: 100 pm.

Figura 6. a) Se aprecia hiperqueratosis, acantosis, formacién de papilas, proliferaciéon de fibroblastos embebidos en
paquetes de colagena en dermis, melanomacréfagos rodeando vasos sanguineos y eritrocitos. H & E. Barra: 100
pum. b) Dermis con infiltrado inflamatorio perivascular, compuesto por linfocitos y melanomacréfagos, asociado
a ectopardasitos. H & E. Barra: 100 pm.

Figura 7. a) Se aprecia hiperplasia epidermal y proliferacion de tejido fibroso. Ademas de leve infiltrado de células
inflamatorias mononucleares en dermis. H & E. Barra: 100 um. b) Detalle del fibroma cutdneo de L. olivdcea con
hiperqueratosis ortoqueratésica, hiperplasia epidermal y fibrosis dérmica. H & E. Barra: 100 pm.
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Inmunohistoquimica

En el total de las muestras analizadas, no se
encontraron antigenos de herpesvirus y no
hubo inmunopositividad tanto a herpesvirus
simplex I como II (Figuras 8 y 9).

Ultraestructura

Entre las caracteristicas observadas en la epi-
dermis, se apreci6 la separacién de las capas

de queratina del estrato c6rneo, observandose
entre los espacios generados la presencia de
estructuras de ovales a bacilares con mem-
brana bien definida y contenido granular de
moderada densidad, compatibles con la mor-
fologia de las bacterias (Figura 10). Las células
del estrato cérneo presentaban forma plana
alargada, anucleadas y con diferente grado de
degeneracion.

Figura 8. Secciones de tejido epitelial, Izquierda: Técnica Inmunohistoquimica (ABC), control positivo a Herpesvirus
simplex tipos I y II (HSV1). Derecha: Técnica Inmunohistoquimica (ABC), Control negativo a Herpesvirus sim-

plex tipos I y II (HSV1). Barra: 30 um.

Figura 9. a) y b) Secciénes de fibropapiloma de tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) negativos a antigenos de herpes
simplex tipos I y I (HSV1) mediante la Técnica Inmunohistoquimica (ABC). Barra: 30 pm

Reséndiz et al.



Figura 10. Epidermis de un FP, se aprecia desprendi-
miento de las capas de queratina del estrato cérneoy
estructuras de ovales a bacilares con membrana bien
definida y contenido granular de moderada densi-
dad compatibles con bacterias (Acetato de uranilo-
Citrato de plomo. Barra: 30 pm).

Las células de las muestras evaluadas en
los estratos espinosos y granuloso, se encon-
traban discretamente separadas por espacios
electroliicidos, eran de ovales a poliédricas y
presentaron abundantes complejos de union
que inclufan desmosomas y hemidesmo-
somas de diferentes tamafios distribuidos
aleatoriamente y de forma irregular. Los que-
ratinocitos presentaban de escaso a moderado
citoplasma con abundantes filamentos de
queratina solos o en paquetes, escasos orga-
nelos (mitocondrias, reticulo endopldsmico,
aparato de Golgi, entre otros), granulos de
glicégeno y formaciones vacuolares. En estos
mismos estratos, en quince de dieciocho de las
muestras procesadas (83.3%) se observaron en
el citoplasma de los queratinocitos estructuras
redondas, semipoliédricas y poliédricas de
122 a 225 nm de didmetro; la mayoria electro-
densas y en algunas se observo la presencia
de una envoltura electrodensa, sugerentes de
particulas virales con caracteristicas y tamafio

’.', ,.",'.; | J
e
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Figura 11. Ultramicrografia de epidermis, se aprecian
estructuras icosaédricas electrodensas de 122 a 225
nm de didmetro algunas con envoltura bien delimi-
tada dispuestas en citoplasma sugerentes de parti-
culas virales, similares a las de la familia Iridoviridae.
(Acetato de uranilo-Citrato de plomo. Barra: 30 pm).

similar a los virus de la familia Iridoviridae
(Figura 11).

Los ntcleos de las células eran de redondos
a ovales con y sin escotaduras en la membrana
nuclear, de diferentes tamanos con actmulos
heterocramatina de discretos a escasos adheri-
dos a la periferia, ocupando la eucromatina la
mayor parte del contenido nuclear, encontran-
dose de uno a dos nucleolos prominentes y en
otras células nucleolo de aspecto reticular.

Algunas células presentaron en el ntcleo
zonas con aspecto granular fino, de moderada
electrodensidad con siluetas electroltcidas de
forma pseudopoliédrica de 175 nm aproxima-
damente, siendo sugerente de matriz de repli-
cacion viral (Figura 12).

Por otra parte, las células del estrato basal
estaban separadas por amplios espacios inter-
celulares electrolticidos con presencia de
puentes intercelulares (proyecciones del cito-
plasma) y demosomas de diferentes tamafios.

Caracterizacion macroscopica, microscopica y ultraestructural ...

Ciencia y Mar 2015, XXIV (56): 3-18

1

p—



Ciencia y Mar 2015, XXI (56): 3-18

—
[\

Las células eran plemorficas con mdultiples
invaginaciones de la membrana celular de
leves a moderadas, la cantidad de citoplasma
era de escaso a moderado con multiples acu-
mulos de filamentos de queratina y pocos
organelos; dando un aspecto de mayor den-
sidad con respecto a los queratinocitos de
los demas estratos. Los nticleos presentaban
forma pleomorfica con algunas invaginacio-
nes de la membrana, con actmulos discre-
tos de heterocromatina plegada a la periferia
y con uno a dos nucléolos prominentes. Las
secciones de componente mesenquimatoso
estaban constituidas por células fusiformes
alargadas a poliédricas con proyecciones
citoplasmaticas cortas, escaso citoplasma con
moderada cantidad de organelos, el ntcleo
era alargado, observandose también en algu-
nas células ntcleos identados marcadamente.
Dichas células se encontraban embebidas en
abundantes paquetes de coldgena dispuestos
en diferentes direcciones y de forma irregular.
En estas secciones no se apreciaron particulas
virales en las células neoplasicas mesenqui-
matosas (Figura 13).

Figura 12. Queratinocito neoplasico con escaso cito-
plasma y presencia de abundantes tono filamentos
y estructuras electrodensas semi redondas dispues-
tas alrededor del ndcleo en el citoplasma, el niacleo
se encuentra identado con nucleolo prominente
(Acetato de uranilo-Citrato de plomo. Barra: 30 pm).

Figura 13. Ultramicrografia de la dermis en donde se
aprecia un fibroblasto con caracteristicas neoplasi-
cas intercalado en paquetes de abundante coldgena.
(Acetato de uranilo-Citrato de plomo. Barra: 30 pm).

Discusion

Autores como Herbst y Klein (1995) Lu y cola-
boradores (2000) y Balazs y Chaloupka (2004b)
entre otros, coinciden al proponer que la FP es
una enfermedad de gran impacto en las pobla-
ciones de las diferentes especies de tortugas
marinas y que el desarrollo de los FP cutaneos
y los cambios histopatolégicos y ultraestruc-
turales que se observan al evaluarlos, estan
asociados a multiples factores predisponentes
y a la interaccién de factores ambientales tales
como el aumento en la temperatura del agua,
la contaminacién del agua, las presencia en el
habitat e ingesta de algas toxicas (Arthur et
al. 2008) vectores mecénicos (Greenblatt et al.
2004) y la presencia del herpesvirus Chelonid
tipo 5 (ChHV5) (Ene et al. 2005), que son cau-
sales de la inmunosupresién en los individuos
(Flint et al. 2010).

Actualmente la etiologia, epidemiologia y
patogenia de FP en tortugas marinas no es del
todo clara, no obstante, reportes previos indi-
can que se asocia a un herpesvirus (Jacobson
et al. 1992, Lu et al. 2000) identificado como
“Herpesvirus Chelonid tipo 5” (ChHV5) (Ene
et al. 2005, Work et al. 2014). Los signos clini-
cos de la enfermedad (tumores fibroepiteliales
con prevalencia en ojos y base de las aletas)
han sido registrados en todas las especies
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de tortugas marinas en sus etapas juveni-
les, subadultos y adultos (Aguirre et al. 1994,
Aguirre et al. 1995, Balazs et al. 1997, Aguirre
y Balazs 2000) y con incidencia en hembras
y machos (Work et al. 2003). Esto se puede
atribuir a las diferencias en la ecologia de los
organismos, los patrones de comportamiento
y la sociabilidad de las especies durante su
ciclo de vida (Aguirre y Lutz 2004, Arthur et
al. 2008). Diversos autores sugieren que los
individuos son mds propensos a ser infecta-
dos en las zonas de anidacién, alimentaciéon
y desarrollo en los hébitats neriticos (Herbst
1994, Work et al. 2003, Ene et al. 2005, Arthur et
al. 2008, Flint et al. 2010) puesto que, en zonas
con densidades mas altas, se favorece el con-
tacto directo entre organismos enfermos, por-
tadores e individuos susceptibles (Work et al.
2014). Asimismo, en algunas zonas geograficas
se propone que FP esta relacionada con la pre-
sencia de sanguijuelas (Ozobranchus margoi) y
otros ectoparésitos los cuales son considera-
dos como posibles vectores, esto con base en
el alto contenido de secuencias de herpesvirus
que se han detectado en su ADN mediante
estudios de Biologia molecular (Greenblatt et
al. 2004).

En México, los reportes de FP en tortugas
marinas incluyen a la tortuga golfina (L. oli-
vacea) en Colima (Gamez et al. 2009) y Oaxaca
(Reséndiz 2007), asimismo en Baja California
Sur existen descripciones de FP en C. mydas
asociados a particulas virales (Reséndiz et al.
2016) y reportes de FP en L. olivacea y C. caretta
en el Golfo de Ulloa con y sin manifestacion
clinica respectivamente (Cordero-Tapia y
Reséndiz 2014).

Clasificacion Macroscépica

La playa Escobilla Oaxaca es uno de
los sitios de anidaciéon masiva (arribada)
mas importantes del mundo, la morfologia
externa, distribucién anatémica de los tumo-
res y el tamafio registrados en este estudio fue
consistente con las descripciones previas de
FP en otros lugares de anidacién como Costa
Rica y Hawai (Aguirre et al. 1998, Aguirre et al.
1999). En ese contexto no se observaron cam-
bios en el tamafio ni en la morfologia (Work

et al. 1999, Herbst et al. 1995, Herbs et al. 1999)
lo cual limita la posibilidad de conocer la
etapa de desarrollo de las neoplasias (Work y
Balazs 1999, Aguirre et al. 2002) o bien si esta-
ban en fase de regresion (Bennett et al. 2000,
Guimaraes et al. 2013).

Histopatologia

Los andlisis histopatolégicos de las lesio-
nes epiteliales revelaron caracteristicas de
tipo proliferativo y son similares a FP coman-
mente asociada a particulas virales (Herbst et
al. 1994, Aguirre et al. 1998, Herbst et al. 1999).

Inmunohistoquimica

La prueba de inmunohistoquimica es una téc-
nica determinante para la identificacion de
antigenos de agentes virales tales como ade-
novirus, poxvirus y papilomavirus (Damian et
al. 2005), asi como del herpesvirus que afecta
a las tortugas marinas (Coberley et al. 2001).
Al presentarse inmunopositividad a antige-
nos de FP en el plasma de tortugas marinas,
se sugiere que existe una respuesta a protei-
nas particulares de los herpesvirus (gB y gG)
aunque también pueden existir otros virus
involucrados en la reaccién positiva con anti-
genos de herpesvirus (Matushima et al. 2001,
Coberley et al. 2002). Sin embargo, en nuestro
estudio, mediante inmunohistoquimica del
complejo avidina biotina peroxidasa (ABC)
no se observé inmunopositividad para antige-
nos especificos de herpesvirus simplex tipo 1
y tipo 2 (HSV1). Cabe sefialar que atin cuando
en FP se producen efectos y dafios celulares
caracteristicos de los herpesvirus, todavia no
se ha logrado aislar, e inocular para obtener
replicaciéon y determinar su verdadera par-
ticipacion en el desarrollo de FP en tortugas
marinas (Herbst et al. 1994, Work et al. 2014).

Ultraestructura

Los analisis ultraestructurales de las lesiones
indican que los cambios observados son simi-
lares a los descritos previamente, mismos que
han sido asociados a infecciones por herpes-
virus (Matushima et al. 2001). No obstante,
en este estudio mediante histopatologia y
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microscopia electrénica de transmisién, no se
pudo encontrar evidencia contundente de que
el agente causal de los tumores identificados
como FP sea un herpesvirus. En este sentido,
la microscopia electrénica mostré6 cambios
en las células de la epidermis como pleomor-
fismo, aumento de tamafio, vacuolizacién con
particulas virales bien definidas con envol-
tura y virién en ndcleo y citoplasma de las
células; en dermis, fibroblastos pleomorficos
con caracteristicas neoplasicas y abundante
colagena. (Aguirre et al. 1994, Oros et al. 1999,
Herbst et al. 1999, Aguirre et al. 1994, Jelinek y
Tachezy 2005). En el caso de la morfologia en
los queratinocitos de los estratos basal, espi-
noso y granuloso en la epidermis, asi como
de los fibroblastos en dermis, son indicativos
de células neoplasicas de tipo benigno. Por lo
tanto, los cambios morfolégicos sugerentes
de malignidad fueron descartados (Meuten
2002).

La presencia de abundantes complejos de
unioén (desmosomas y hemodesmosomas) y
acamulos irregulares intracitoplasmaticos de
filamentos de queratina en células epider-
males, son alteraciones particulares de los
tumores de origen epidermal y la abundante
produccién de coldgena en paquetes irregu-
lares, proliferaciéon de reticulo endopldsmico
y pleormorfismo nuclear son alteraciones
presentes en las neoplasias de tejido conjun-
tivo (Erlandson 1994, Eyden 1996, Aguirre y
Balazs 2000, Meuten 2002).

En la evaluacién de las células epiteliales no
se apreciaron zonas de replicaciéon viral de
herpesvirus, las cuales generalmente se mani-
fiestan por actmulo intranuclear de viriones
maduros e inmaduros con la fragmentacién
y disgregaciéon nuclear y la presencia en el
citoplasma de particulas maduras con las
envolturas que caracterizan a este grupo de
virus (Cheville 1994, Aguirre y Balazs 2000).
Tampoco se apreciaron particulas virales de
otros agentes descritos en la literatura aso-
ciados a fibropapilomas en tortugas marinas
como retrovirus, papilomavirus o virus des-
nudos (Aguirre et al. 1999 Coberley, 2002, Lu
et al. 2000).

En este estudio los queratinocitos de los

estratos espinoso y granuloso presentaron en
el citoplasma estructuras redondas, semipolié-
dricas y poliédricas electrodensas de 122 a 210
nm de didmetro, que con la aplicacion de cri-
terios para identificacion de particulas virales
(Cheville 1994, Cedillo et al. 2006) incluyendo
su localizacion en el citoplasma, morfologia
y tamafio; aunado a la presencia en algunas
de ellas de una pseudoenvoltura o membrana
electrodensa, sugieren ser particulas virales
pertenecientes a la familia Iridoviridae.

Familia Iridoviridae

Los virus de la familia Iridoviridae comprenden
un grande y complejo grupo de microorganis-
mos asociados con enfermedades en peces de
agua dulce, marinos y anfibios (Qin et al. 2006).
Los iridovirus son agentes de distribuciéon
mundial, causantes de enfermedades infec-
ciosas y proliferativas en diferentes especies
de reptiles, anfibios y peces (Mao 1999, Wen
et al. 2004). Reportdndose desde hace més de
una década informes con respecto a la presen-
tacion de este agente con mayor frecuencia.

También existen descripciones de nuevas
variantes y suadaptacién a otras especies como
lo indican aislamientos de iridovirus en tortu-
gas de concha blanda (Trionyx sinensis) (Chen
1999) asi como la clasificacion mediante MET
y biologia molecular de un iridovirus en una
coleccion de quelonios como perteneciente al
género de los Ranavirus (Hyatt et al. 2002). En
peces, algunos iridovirus desencadenan enfer-
medades de tipo proliferativo como en el caso
de la linfoquistosis, generando nodulaciones
tumorales a nivel de la piel (Noga 1996). En
2005 Chi-Tung y colaboradores lograron iden-
tificar la secuencia completa del genoma de
los iridovirus, compararon su organizaciéon
gendmica y su participacién en el desarrollo
de enfermedades en reptiles. También existen
diversos informes en los cuales se han reali-
zado analisis moleculares para clonar el ADN
y encontrar la presencia de virus y determinar
su participacion en enfermedades en anfibios
y reptiles (Paul et al. 2007). Autores como San-
Tai y colaboradores en (2005) relacionan al iri-
dovirus con enfermedades de tipo infecciosas,
causantes de lesiones necréticas, ulcerativas

Reséndiz et al.



y hemorrégicas en tortugas de concha blanda
(Pelodiscus sinensis).

En el caso de tortugas marinas la participa-
cién de agentes etiologicos como iridovirus en
FP ha sido abordado con poca frecuencia y la
informacion generada al respecto es limitada.
No obstante, es bien aceptado que la FP de tor-
tugas marinas esta asociada con el Herpesvirus
Chelonid tipo 5 (ChHV5) y diversos autores
proponen que para confirmar su presencia, se
debe incluir una demostraciéon de ADN (Work
et al. 2014). En ese sentido, los herpesvirus son
numerados de acuerdo con el punto y tiempo
de su deteccién y particularmente el niimero
5 en ChHV5 indica que pueden estar presen-
tes varios tipos de herpesvirus Chelonid (Ene
et al. 2005). En este estudio, la documentacion
de las estructuras virales por MET no indica
que las lesiones encontradas se asocian con
ChHVS.

Cabe sefalar que la presencia de ectopara-
sitos “balanos” y bacterias en la superficie de
las neoplasias de tortugas marinas es cada vez
mas frecuente (Greenblatt et al. 2004, Gamez et
al. 2006). En este estudio se encontraron bac-
terias en la superficie de los FP, pero debido a
que no se encontro relacion en la diseminacion
de particulas virales (Leibovitz y Koulish 1989,
Quakenbush et al. 2001) su participacion en el
desarrollo de las neoplasias mediante histopa-
tologia, inminohistoquimica y ultraestructura
se consideraron como hallazgos incidentales.

Conclusion

FP con presencia de particulas virales, es una
enfermedad de presentacion relativamente
frecuente en poblaciones de tortugas golfinas.

A pesar de que se observaron particulas
virales similares a iridovirus en FPs de tortuga
golfina, no se pudo determinar su participa-
cion en el desarrollo de la fibropapilomatosis.

La naturaleza y morbilidad de la enferme-
dad y sus efectos, requieren una estrecha vigi-
lancia a lo largo de la costa Pacifico de México.
Los monitoreos de tortugas marinas en las
areas de anidacion deben intensificarse para
generar informacién confiable que puedan
ayudar a entender la etiologia, la progresién y

regresion de la enfermedad en relacién con la
historia de vida de las tortugas. Debe incluir
también la interpretacion de la relacién de
los factores ambientales y los antropogénicos
que posiblemente permiten la difusion de la
enfermedad.

Es necesario que en las regiones de alto
valor de conservacién como ésta, se fortalez-
can las lineas de investigacion y se incluyan
pruebas de ADN de tumores para determi-
nar la participacion de agentes virales, como
el virus del herpes Chelonid 5 (ChHV5) en
la manifestacion de estas neoplasias, asi
como evaluar la prevalencia de la FP y otras
enfermedades.
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