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RESUMEN

Aunqgue la contaminacion y/o degradacion del habitat contribuyen a la acelerada pérdida
de especies, se ha demostrado que patdgenos como los virus también logran afectar el
éxito de las poblaciones de vida silvestre. Chelonia mydas, también conocida como
tortuga verde, se encuentra catalogada en peligro de acuerdo con la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), y una de las razones son las
enfermedades causadas por herpesvirus (HV). Sin embargo, las técnicas usadas para
su diagnaostico no son las mas adecuadas, por lo que en este trabajo se propone el disefio
de un método de metabolomica que permita el diagndstico de enfermedades asociadas
a HV. Para ello se capturaron y tomaron muestras de sangre de individuos afectados;
luego se procedio a la preparacion de las muestras para su evaluaciéon molecular, en la
cual se confirmé la presencia del virus por reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR). Posteriormente se identificaron los perfiles
metabolémicos usando la técnica de ionizacion por desorcion laser asistida por matriz
con analizador de tiempo de vuelo (MALDI-ToF) y finalmente se obtuvo el diagndstico
del individuo. Los metabolitos obtenidos mediante la técnica analitica se identificaron
como biomarcadores relacionados a procesos fisiopatoldgicos de las siguientes
enfermedades: fibropapilomatosis (FP), parche gris (GP) y pulmdn-ojos-traquea (LETD).
Finalmente se identifica como biomarcadores de enfermedades asociadas a HV a los
siguientes lipidos: fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfadiletanolamina, prostoglandinas y
glicerofosfocolinas. El uso de la metabolémica permite el diagndstico de estas tres

enfermedades, aportando a la conservacion de esta especie.

Palabras clave: Chelonia mydas, herpesvirus, diagnostico, MALDI-ToF, biomarcadores



ABSTRACT

Although pollution and habitat degradation are the mainly causes of wildlife loss, it has
been shown in studies that pathogens such as viruses also affect the success of wildlife
populations. Chelonia mydas, also known as Green turtle, is listed as endangered
according to the IUCN, and one of the reasons are diseases caused by HV. However, the
techniques used nowadays for the diagnosis aren’t the most suitable, therefore the aim
of this project is to design a method using metabolomics, that allows the diagnosis of HV
associated diseases in C. mydas. For the making of this method, turtles affected by these
diseases were captured and blood samples were taken; then, the samples were prepared
for molecular evaluation, in which the presence of the virus was confirmed by RT-PCR.
Subsequently, the metabolomic profiles were identified using MALDI-ToF and finally the
diagnosis of the individual was obtained. The metabolites obtained through the analytical
technique were identified as biomarkers related to pathophysiological processes of the
following diseases: fibropapillomatosis (FP), gray patch (GP) and lung-eyes-trachea
(LETD). Finally, the following lipids are identified as biomarkers of HV-associated
diseases: phosphatidylcholine, phosphatidylserine, phosphedylethanolamine,
prostoglandins and glycerophosphocholins. The use of metabolomics allows the

diagnosis of these three diseases, contributing to the conservation of this species.

Key words: Chelonia mydas, herpesvirus, diagnosis, MALDI-ToF, biomarkers



INDICE GENERAL

RESUMEN . ... e e et e e e e e e e et e e e et e e e e e e et e e ean e eeanaaes i
N 1T I 2 ¥ O Ii
INDICE GENERAL ...ttt es et e s netene s ii
ABREVIATURAS ...ttt e e e e ettt e e e e e e e e s s st bt e e e e e e e e e s snssbbareeeeaens Y
SIMBOLOGIA ...ttt ettt et et seer e et e eeenas vii
INDICE DE FIGURAS ..ottt ittt sttt ettt ese et ne e s e snenas viii
CAPITULO Lttt ee ettt 1
1. INTRODUGCCION ......coiiiieieceeeeeeete e ete ettt ettt eae ettt e ete e eaeeeeseeeaeseeeeens 1
1.1 DescripCion del Problema...........covii i 2
1.2, Justificacion del ProbIEmMa ..........cooii i 2
R T © o= 110 S 3
I R @ T o] 11 1Yo N CT=T 1= - ST 3
1.3.2  ODbjetivos ESPECIfICOS......ccccuuiiiiiiiiiee e 3

I |V - V(oo 0 (=Y 0] T o 3
O S R O 1= (o) T = W 141 = KN 3
1.4.2 Plan de Conservaciéon de Tortugas Marinas existente en Ecuador.............. 4
1.4.3 Herpesvirus en tortugas VEIES .........coveeeeeiiiieiiiiii e eee e 5
IR S|V 1= =Y o o [ 0 (= 8
1.45 MALDI-TOF MS ..o e e e et e e e anas 9
CAPITULO 2.ttt ettt ettt ettt 11
2. METODOLOGIA .....ccoeiee ettt ettt ete et eeee e 11
2.1 LUQAr 08 ©STUTIO. .. .ttt 11
2.1.1  Playala Loberia ... 11
2.1.2 Centro de rehabilitacion de fauna marina del Parque Nacional Machalilla 12

2.2 Captura de los individuos y toma de mUeStras..........cccevviiieieiiiiiieeeiiin e 13
2.2.1  Playala Loberia ... 13
2.2.2 Centro de rehabilitacion de fauna marina del Parque Nacional Machalilla 14

2.3 Preparacion de la MUESIIA ..........oooviiiiiiiiie e 14
2.4 ldentificacion del grupo de eStUdIO .........oeeieeiiiiiiicc e 14
2.5 Extraccion de metabolitoS ............uuuuuiuiiimiiiiiiiiiiiiiii 15



2.6  Obtencion de datos por MALDI — TOF MS ... 15

2.7 ANAIISIS A UALOS ....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiti e 16
CAPITULO 3.ttt ettt e et st e e r e et e eeenas 17
3. RESULTADOS Y ANALISIS ...ttt 17

3.1 Analisis de MUEeSstras d€ SANQIE .........uuuiiiiieeeiiiiiiiie e e e e e e e 17

3.1.1  FibropapilomatoSiS .......cccciiiieiiiiiiie e 18
3.1.2 Enfermedad de parche GriS........cccccoiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 19
3.1.3 Enfermedad de pulmOn-0jOS-traQUEA.............uuveieiieeeeiiiiiiiiiiiee e 20

3.2 Aportacion del método en la conservacion de C. mydas en el Ecuador........... 21
CAPITULO 4.ttt ettt ettt 22
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......ccoii e, 22

ot R @ T 11151 [0 [ 22

4.2 RECOMENUACIONES......cci i e 23
BIBLIOGRAFIA. ...ttt ettt et e et e et et e et e etesaeeeeeae e 24



ESPOL
C. mydas
IUCN

HV
RT-PCR

MALDI-ToF

FP
GP

LETD
ChHV5
ChHV1
ChHV6
MS

NMR

C. caretta
MALDI
ToF
ELISA
PCR
CRFM

EDTA
DHB
PCA
PC
PE
PS

ABREVIATURAS

Escuela Superior Politécnica del Litoral

Chelonia mydas

Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
Herpesvirus

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa
lonizacion por desorcion laser asistida por matriz
analizador de tiempo de vuelo

Fibropapilomatosis

Enfermedad del parche gris

Enfermedad de pulmon-ojos-tradquea

Chelonid herpesvirus 5

Chelonid herpesvirus 1

Chelonid herpesvirus 6

Espectrometria de masas

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Caretta caretta

lonizacién por desorcién laser asistida por matriz (MALDI)
Tiempo de vuelo

Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas

Reaccién en cadena de la polimerasa

Centro Rehabilitacion de Fauna Marina del Parque Nacional
Machalilla

South

West

Acido etilendiaminotetraacético

Acido 2,5-dihidroxibenzoico

Andlisis de componentes principales

Fosfatidilcolina

Fosfatidiletanolamina

Fosfatidilserina

con



PGE2 Prostaglandina E2

PGF2 Prostaglandina F2

PG Prostaglandinas

GPC Glicerofosfocolinas

PGPC 1-palmitoil-2-glutaril-sn-glicero-3-fosfocolina

POVPC 1-palmitoil-2- (5'-oxo-valeroil) sn- glicero-3-fosfocolina

Vi



mL
°C

ML
CH;OH
CHCl3
RCF
H20

Hz

m/z

SIMBOLOGIA

Grados

Mililitro

Grados Celsius
Gravedad

Microlitro

Metanol

Cloroformo

Fuerza centrifuga relativa
Agua

Hertz

Relacién masa carga

Vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1. C. mydas con presencia de FP.........ccccccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 6
Figura 1.2. C. mydas con presencia de GP. ..........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 7
Figura 1.3. C. mydas con conjuntivitis asociada a LETD..........ccccoevviiiiiiviiiiiiiii e, 7
Figura 1.4. Esquematizacion del mecanismo de ionizacion suave del metabolito........... 9
Figura 1.5. Representacion esquemaética del mecanismo de MALDI-Tof...........cccccee.... 10
Figura 2.6. Mapa del sitio de estudio “playa La Loberia”. ...........cc.eevvviriiiiiiniieeeeeeeens 12
Figura 2.7. Mapa del sitio de estudio “Centro de Rehabilitacion de Fauna Marina del
Parque Nacional Machalilla”. ...............iii e 13
Figura 3.8. Score Plot del andlisis de componentes principales (PCA). .........ccccvveeeee... 17
Figura 3.9. ANAliSiS POr HEAtMaP. .......uvuiiiii et e e e e e eeanes 18

viii



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

Las especies tanto de fauna como flora son de gran importancia para la vida
humana en la Tierra; ya que de ellas obtenemos compuestos medicinales, mejor calidad
de suelo y agua, protecciébn ambiental y seguridad alimentaria. Sin embargo, en los
altimos cincuenta afios nuestro planeta ha perdido alrededor del 50% de su fauna
silvestre. Las especies marinas no son excepcion, su poblacion ha disminuido en un
39%, esto se debe principalmente a la explotacion no regulada y a la degradacion del
habitat (WWF, 2020b).

Entre las especies afectadas se encuentra C. mydas, esta tortuga marina esta
catalogada en peligro por la IUCN (WWF, 2020a). Al igual que en otras especies de
réptiles, para C. mydas las enfermedades infecciosas representan la principal causa de
muerte de origen no antropogénico. Esta especie se ve afectada mayormente por tres
enfermedades: FP, GP y LETD (Alfaro et al., 2008). A pesar de que en el 2015 en la
costa ecuatoriana se detectaron individuos de C. mydas con tumores posiblemente
relacionados a FP (Cardenas et al., 2019); hasta la actualidad en la parte continental del
pais no se han realizado estudios acerca del estado de salud de la poblacién de esta

especie y en las islas Galapagos solo se ha realizado uno (Lewbart et al., 2014).

Debido a esto, se decidié como proyecto el disefio de un método de metabolémica
gue permita determinar el estado de salud de C. mydas en poco tiempo y de manera no
invasiva para la especie. Por lo cual se decidi6 realizarlo mediante la aplicacion de la
técnica de MALDI —ToF, la cual permite la deteccion de biomarcadores relacionados a
alteraciones metabolomicas causadas por enfermedades (Pusch & Kostrzewa, 2005).
Con la finalidad de determinar la presencia o ausencia de la enfermedad y de esta

manera contribuir a la proteccidén de esta especie.



1.1 Descripcion del problema

El estado de salud de una poblacion de fauna silvestre se define como el resultado
de la interaccion de factores ambientales, biolégicos y sociales que pueden afectar la
capacidad de resiliencia (Stephen, 2014). Dentro de estos factores se encuentra la
resistencia ambiental donde se involucran las enfermedades. En la poblacion de C.
mydas se han descrito tres, causadas por HV, y en los ultimos diez afios se ha detectado
un incremento en la cantidad de tortugas afectadas (Schock et al., 2013).

Sin embargo, debido a desafios en el muestreo, logistica o el uso de técnicas
invasivas, la incidencia de estas enfermedades no se estudia o documenta de manera
adecuada y la poblacién de esta especie sigue decreciendo (Mashkour et al., 2020). Si
esta especie llegara a desaparecer, se produciria un impacto en la estructura,
composicién y funcionamiento del ecosistema marino (IAC Secretariat, 2006). La
industria pesquera seria una de las més afectadas, debido a que C. mydas mantiene un
control de la poblacion de depredadores de larvas de importancia comercial.

1.2 Justificacion del problema

Se escogié a C. mydas como especie de estudio debido a que actualmente el
archipiélago de Galapagos representa mas del 40% de la poblacion del océano Pacifico
Oriental, siendo considerado el segundo lugar con mayor importancia para la anidaciéon
de esta especie en dicha region (DPNG, 2019). Ademas, es la Unica especie de tortuga
marina en la que la enfermedad de FP ha alcanzado un nivel panzootico (Alfaro et al.,
2008). Sin embargo, el Plan Nacional para la Conservacion de Tortugas Marinas del
Ecuador no considera las enfermedades como parte de las amenazas, por tal motivo es
de vital importancia poder aportar con informacién a este plan para que las autoridades
tomen las acciones debidas. Para ello se decidio usar la metabolomica, dado que esta
técnica permite el estudio de la especie con poca cantidad de muestra, sin un tratamiento
previo extensivo y un lapso corto. Asi mismo, los estudios metabolémicos permiten
obtener conocimiento importante a pesar de la ausencia de informacién previa (Schock
et al., 2013).



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Disefiar un método de metabolomica mediante el uso de la técnica de MALDI-ToF
para el diagnéstico de enfermedades asociadas a HV en la poblacion de C. mydas

tanto en cautiverio como en libertad.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Identificar biomarcadores metabdlicos en muestras de sangre de C. mydas para
la determinacion de procesos fisiopatolégicos relacionados a enfermedades
preexistentes.

2. Aportar informacién al Plan Nacional para la Conservacion de Tortugas Marinas
del Ecuador mediante la identificacién de enfermedades como medida para la

proteccion de la especie.

1.4 Marco teérico

1.4.1 Chelonia mydas

C. mydas es conocida también con el nombre de tortuga verde, debido al color
verde caracteristico de su grasa y cartilagos. Esta especie de tortuga marina puede ser
encontraba en la costa de mas de 140 paises y anida en un aproximado de 80 playas
alrededor del mundo (NOAA, n.d.). Uno de estos paises es Ecuador, donde posee tanto
en su parte continental como en las islas Galapagos sitios de anidacion y alimentacion
(Chaves et al., 2017). La esperanza de vida de C. mydas es de aproximadamente 70
afos; debido a esto y a que desempefia un papel importante en el equilibrio de las redes
troficas marinas y en la transferencia de nutrientes del agua a la tierra, son catalogadas

como especies centinelas del océano (Wilson et al., 2020).



1.4.1.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de la especie se encuentra compuesto por dos fases,
primero por una fase pelagica durante su etapa juvenil, la cual puede tener una duracion
de 7 afnos. La segunda fase se encuentra asociada a habitats cerca de la costa, por lo
cual su alimentacidbn cambia de medusas, esponjas y algas a principalmente ser
herbivoras. Entre los 25 y 35 afios C. mydas alcanza su madurez sexual, las hembras
migran de cientos a miles de kildbmetros cada 2 a 5 afios para dirigirse a las playas de

anidacion y colocar sus huevos (NOAA, N.D.).

1.4.1.2. Amenazas

La principal amenaza para la poblacion de tortuga verde es la captura
incidental, los anzuelos pueden causar su muerte por ahogamiento o producir heridas
que terminan en infecciones letales (NOAA, N.D.). Al igual que para otras especies la
degradacion o pérdida del habitat causa la disminucion de su poblacion, esto se debe a
gue durante su etapa adulta viven cerca a zonas costeras, lo que las hace susceptibles
a heridas producidas por botes y a la contaminacion tanto por desechos plasticos como

quimicos (Jones et al., 2015).

A pesar de que la comercializaciobn de esta especie y sus huevos es
prohibida en muchos paises, su trafico ilegal sigue siendo una amenaza para la
conservacion de la especie. C. mydas también se enfrenta a amenazas de origen no
antropogénico como la depredacién principalmente por tiburones y las infecciones
causadas por patégenos y parasitos (Alfaro et al., 2008).

1.4.2 Plan de Conservacién de Tortugas Marinas existente en Ecuador

En Ecuador existe un plan de conservacion para tortugas marinas con el objetivo de
monitorear y conservar las 5 especies que se han observado en el pais. Dentro del plan
se encuentran los siguientes programas (Ministerio del Ambiente, 2014):

Monitoreo y conservacion de tortugas marinas en la Reserva de Produccién
Faunistica Marino Costera Puntilla de Santa Elena.
Monitoreo de anidacion de C. mydas en Galapagos.
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Demografia, rango de vida y uso de hébitat de C. mydas y Eretmochelys imbricata
en areas de descanso y alimentacién cercanas a zonas urbanas de la Isla San
Cristébal — Galapagos.
Captura y marcaje de individuos.
Adicionalmente dentro del plan de conservacidén se encuentra el programa “Red de
Accion ante el cambio climatico” que estudia los efectos del mismo en esta especie en

las islas Galapagos (Ministerio del Ambiente, 2014).

El plan de conservacion también se enfoca en el impacto que tienen las industrias
pesqueras sobre las tortugas marinas, por lo cual se implementd la presencia de
observadores pesqueros en las flotas tanto continentales como de las islas Galapagos.
(Ministerio del Ambiente, 2014).

1.4.3 Herpesvirus en tortugas verdes

Los HV de la familia herpesviridae son virus de ADN, icosaédricos, envueltos y
bicatenarios (Kane et al., 2016), tienen un didmetro de entre 150 a 200 nm (Sadie S
Coberley et al., 2001); estos se han vuelto patdgenos que amenazan a los quelonios
tanto en vida silvestre como en cautiverio. Aquellos que se han descrito pertenecen al
género Scutavirus y subfamilia Alphaherpesvirinae. Cuando se encuentran dentro del
huésped producen una infeccién; mientras que fuera de ellos no sobreviven. La
subfamilia tiene éxito en condiciones hiumedas y frias, que generalmente se presentan
en la piel, mucosa oral y tracto respiratorio (Engel et al., 2020). Estos patdgenos se

asocian a 3 enfermedades: FP, GP y LETD.

1.4.3.1 Fibropapilomatosis

Es la enfermedad infecciosa mas estudiada en tortugas verdes, asociada
a Chelonid herpesvirus 5 (ChHV5) (Ackermann et al., 2020) siendo causa de morbilidad
y mortalidad. Se describio por primera vez en Florida en el afio1930. Actualmente ha
incrementado la prevalencia de esta enfermedad y se estima que alrededor del 50% de
C. mydas del mundo se encuentran afectadas por la misma; por lo que ha pasado a ser
una pandemia global. En ciertas poblaciones ha alcanzado un rango de infeccién del

90%. Esta enfermedad se presenta en forma de tumores de fibropapiloma externos e
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internos; siendo los mas frecuentes en el cuello, las aletas, el caparazén, el plastrén, la
cornea, los tejidos perioculares, el higado, los pulmones, el tracto gastrointestinal y los
riniones (Fig.1.1). Dando como resultado obstruccion de la vision, dificultad de
alimentacion, movilidad limitada y reduccion de la capacidad respiratoria. Se reporta la
enfermedad en individuos adultos que se encuentran en aguas poco profundas (Alfaro
et al., 2008).

Figura 1.1. C. mydas con presencia de FP.

1.4.3.2 Enfermedad del parche gris

Afecta generalmente a las tortugas verdes en cautiverio de 56 dias de
nacidos hasta 1 afio. Se presenta como dermatitis necrosante, desarrollando lesiones
circulares en la piel, pudiendo observarse manchas diseminadas y papulas no
diseminadas (Fig.1.2). La primera vez que se reportd un brote, las tortugas afectadas se
encontraban en un rango de edad de entre 8 a 10 semanas (Alfaro et al., 2008). Esta
enfermedad tiene una tasa de mortalidad del 38% y esta asociada a Chelonid
herpesvirus 1 (ChHV1) (Kane et al., 2016).



Figura 1.2. C. mydas con presencia de GP.

1.4.3.3 Enfermedad de pulmdn-ojos-traquea

Se ha observado la enfermedad en tortugas verdes silvestres y en
cautiverio, sin embargo, no se ha evaluado el impacto que produce esta enfermedad
(Coberley, 2002). Se asocia a Chelonid herpesvirus 6 (ChHV6) (Kane et al., 2016), causa
faringitis, conjuntivitis, neumonia y traqueitis (Fig.1.3). Se ha documentado que la
mortalidad de tortugas jovenes que padecen la enfermedad puede alcanzar el 70%
(Alfaro et al., 2008).

Figura 1.3. C. mydas con conjuntivitis asociada a LETD.



1.4.4 Metabolémica

Metaboldmica es un campo emergente de las ciencias dmicas, que se centra en
la deteccion y cuantificacibn de metabolitos y pequefias moléculas en especies
biolégicas. El andlisis de metabolitos como aminoacidos, azlcares, nucleotidos, acidos
grasos, acidos organicos y moléculas pequefias exdgenas como pesticidas y
medicamentos permiten conocer informacion importante sobre el estado metabdlico y
fisiolégico de un organismo en el momento de la toma de la muestra. La metabolomica
ha sido aplicada en diversas &reas, por ejemplo, en analisis ambientales, toxicologia,
estudio de sistemas biolégicos y en biomedicina. Las técnicas de metabolomica mas
empleadas en la actualidad son espectrometria de masas (MS) y espectroscopia de

resonancia magnética nuclear (NMR) (Tran et al., 2020).

1.4.4.1 Metabol6dmica en el estudio del estado de salud de animales

La metabolomica puede ser empleada como herramienta de diagndstico
de enfermedades en animales tanto domésticos como salvajes. Esta ha sido utilizada en
el estudio y diagnéstico de enfermedades del sistema digestivo, reproductivo y masculo-
esquelético (Tran et al., 2020). La mayor dificultad presente en estudios de estado de
salud de fauna silvestre es la falta de informacion previa, sin embargo, la metabolémica
permite definir perfiles metabolémicos en la poblacion de una especie e identificar la
desviacion metabolica existente en individuos enfermos sin necesidad de informacion
previa. Esta técnica es la adecuada para el estudio de especies amenazadas, ya que
permite conocer el estado de salud del individuo mediante muestras de sangre, orina,
heces, saliva o tejido de manera rapida, no invasiva y sin un tratamiento previo extensivo
(Dove, 2018).

1.4.4.2 Metabolémicay las tortugas marinas

Durante los ultimos 10 afios se han empleado técnicas de metabolomica en
estudios relacionados al estado de salud de tortugas marinas. Entre estos se encuentra
un estudio realizado en 2013 en Hawai mediante la técnica de NMR en muestras de

sangre de C. mydas. Mediante el cual se logré identificar 55 metabolitos, las muestras



fueron tomadas tanto de tortugas con presencia de tumores relacionados a FP como sin
tumores (Schock et al., 2013). En el 2017, un estudio realizado en Australia uso la misma
técnica en muestras de sangre de neonatos de Caretta caretta (C. caretta) expuestos a
contaminacion por petroleo e identificaron 18 metabolitos (Bailey et al., 2017).
Adicionalmente, en el 2019 un estudio identificé 5 biomarcadores y diferencias en perfiles
metaboldmicos en muestras de lagrimas de C. caretta, C. mydas y Lepidochelus kempii
afectadas y no afectadas por cambios drasticos de temperatura del agua también usando
la técnica de NMR (Niemuth et al., 2019).

1.4.5 MALDI-ToF MS

La MS es una técnica analitica que se basa en medir la relacibn masa-carga de
las muestras analizadas con el fin de identificar la cantidad y tipo de compuestos
guimicos presentes en esas moléculas. Las primeras técnicas de MS se basaban en la
ionizacion de la muestra mediante el bombardeo del analito con haces de electrones,
pero esto resultaba en la separacion de la muestra en mil fragmentos cargados. En 1985
dos cientificos alemanes, Hillenkamp y Karas, descubrieron una técnica en la que las
moléculas se encontraban protegidas de la fragmentacién durante el proceso de
ionizacion por una matriz, este procedimiento fue llamado ionizacion suave (Fig.1.4.) y
mejorada hasta que en 1990 el primer instrumento de ionizacién por desorcion laser
asistida por matriz (MALDI) fue comercializado (Hosseini & Martinez, 2017).
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Figura 1.4. Esquematizacion del mecanismo de ionizacion

suave del metabolito.



La tecnologia de tiempo de vuelo (ToF) que es utilizada junto a MALDI, fue
inventada en 1950 (Fig.1.5). En esta técnica los iones cargados son forzados a volar
desde la fuente hasta el detector, de esta manera pueden ser identificados basandose
su tiempo de vuelo hasta el detector (Hosseini & Martinez, 2017).
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Figura 1.5. Representacién esquematica del mecanismo de MALDI-Tof.

En la actualidad una de las aplicaciones de MALDI-ToF es la elaboracién de
perfiles metabolémicos que permitan diagnosticar enfermedades. La mayor cantidad de
estudios han sido realizados en organismos modelo y en humanos, pero también puede
ser aplicado para la deteccion de enfermedades en animales. Se ha descubierto que
esta técnica permite un diagnostico mas especifico, mas eficiente y rapido de
enfermedades que herramientas clasicas como el ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas (ELISA) o la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); sobre todo en fauna
silvestre ya que se posee menor cantidad de informacion previa o en caso de ELISA los

anticuerpos necesarios (Pusch & Kostrzewa, 2005).
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

Para este estudio las muestras de sangre fueron tomadas fuera de la temporada
de anidacion. Las muestras provienen de tortugas juveniles y adultas en libertad como
en cautiverio, debido a que la enfermedad de GP solo ha sido observada en tortugas en
cautiverio (Sadie Shea Coberley, 2002).

2.1 Lugar de estudio

Se escogieron dos sitios de estudio para abarcar las 3 enfermedades
mencionadas. En las islas Galapagos se recolectaron muestras de sangre de tortugas
posiblemente afectadas por LETD y FP. Las islas al no poseer un refugio o centro de
rehabilitacion de vida silvestre, limitan la recoleccién de muestras de tortugas verdes que
presenten la enfermedad del GP, ya que esta enfermedad principalmente se la ha
registrado en individuos en cautiverio (Alfaro et al., 2008). Por tal motivo se eligid
segundo lugar de estudio al Centro de rehabilitacion de fauna marina del Parque
Nacional Machalilla (CRFM).

2.1.1 Playa la Loberia

Se encuentra ubicada en la isla San Cristébal (Galapagos, Ecuador). Su nombre
se debe a la presencia de abundantes lobos marinos que pueden observarse en las
rocas y en la arena. Las coordenadas del lugar de captura son las siguiente: 0° 55 400
S, 89° 369 430 W, siendo una bahia poco profunda y calmada con respecto a la
presencia de olas (Fig.2.6). Esta area es considerada lugar significativo de forrajeo y
descanso de tortugas verdes, mostrando fidelidad por parte de los individuos (Lewbart
et al., 2014).
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Figura 2.6. Mapa del sitio de estudio “playa La Loberia”.

2.1.2 Centro de rehabilitacién de fauna marina del Parque Nacional
Machalilla

CRFM se encuentra localizado en Puerto Lépez (Manabi, Ecuador) siendo el
anico centro de rehabilitacion de la costa del pais que acoge fauna marina (Ministerio del
ambiente y agua, n.d.). Se especializa en tortugas marinas y las coordenadas del &rea
son las siguientes: 1° 33 32.2344 S, 80° 48 39.3624 W (Noboa, 2019). El mapa de la

zona de estudio puede ser observado a continuacion en la figura 2.7.
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Zona de estudio del Centro de Rehabilitacion de
Fauna Marina del Parque Nacional Machalilla
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Figura 2.7. Mapa del sitio de estudio “Centro de Rehabilitacion de Fauna Marina del
Parque Nacional Machalilla”.

2.2 Captura de los individuos y toma de muestras

2.2.1 Playa la Loberia

El muestreo fue realizado por 7 dias consecutivos, de 7 de la mafiana a 5
de la tarde. Para la toma de muestras se realiz6 vigilancia en bote, los individuos que se
encontraron durante la vigilancia fueron atrapados con ayuda de una red de aro y subidos
al bote (Schock et al., 2013). Una vez en el bote, la cabeza y aletas del individuo fueron
sujetadas por dos investigadores mientras que otro tomaba con ayuda de una jeringa y
un tubo con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
New Jersey, United States) 1 mL de sangre de la vena dorsal yugular. Posteriormente a
la toma de la muestra el individuo fue marcado en el caparazon con un ungtiento blanco
de 6xido de zinc, la marca permanecié en el caparazén del animal por aproximadamente
una semana, lo que evitd que sea capturado nuevamente. La toma de muestras por
individuo tuvo una duracién maxima de 5 minutos. Todas las muestras fueron posterior
a su obtencion rotuladas y colocadas en una caja térmica a 4 °C. Se tomaron 85 muestras
para identificar posteriormente la presencia de FP o LETD (Lewbart et al., 2014).
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2.2.2 Centro de rehabilitacion de fauna marina del Parque Nacional

Machalilla

En CRFM el muestreo fue realizado también por 7 dias consecutivos, en los
gue se tomo muestras solo de tortugas con lesiones en la piel posiblemente relacionadas
a GP. Para capturar el individuo se procedié a colocar una red de carga en el borde la
piscina, la cual fue levantada por dos investigadoras cuando el individuo se encontraba
encima de esta. Una vez fuera de la piscina, la tortuga fue colocada sobre una superficie
plana y restringido su movimiento por dos investigadores. Mientras que un tercer
investigador buscaba la presencia de lesiones en la piel. En el caso de poseer lesiones
se tomo con ayuda de una jeringa y un tubo con EDTA 1 ml de sangre de la vena dorsal
yugular. Todas las tortugas revisadas por presencia de lesiones fueron marcadas en el
caparazon con un ungiento blanco de éxido de zinc y se llevo registro de las tortugas
gue se tomd muestra de sangre. Posteriormente se levant6 la red y la tortuga fue
devuelta a la piscina. Se tomaron un total de 15 muestras, todas fueron posterior a su
obtencion rotuladas y colocadas en una caja térmica a 4 °C (Bluvias & Eckert, 2010).

2.3 Preparacion de la muestra

Para las dos zonas de estudio las muestras obtenidas fueron centrifugadas, por
15 minutos a 1500 x g, al terminar el trabajo de campo. Posterior a la centrifugacion se
extrajo el plasma de la muestra, este fue separado en dos partes. Una parte del plasma
fue usado para la identificacion de la enfermedad mediante la técnica RT- PCR y otra
parte para el analisis por MALDI-Tof (Turkish biochemichal society, 2017). Las muestras
para identificacion de la enfermedad por RT-PCR fueron refrigeradas a — 20 °C, mientras

gue las usadas para MALDI-ToF a — 80 °C hasta su andlisis (Schock et al., 2013).

2.4 ldentificacion del grupo de estudio

Mediante el analisis por la técnica de RT-PCR se comprob¢ la presencia de FP,
GP o LETD en la muestra analizada (Sadie Shea Coberley, 2002). En total se analizaron
por RT-PCR 100 muestras, de las cuales se escogi6 para cada enfermedad 10 muestras
positivas y adicionalmente 10 muestras con ausencia de las tres enfermedades como

grupo control. Las 40 muestras fueron analizadas por la técnica de MALDI-ToF, mediante
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la cual se pudo identificar los biomarcadores y perfiles metabdlicos relacionados a cada
enfermedad (Pusch & Kostrzewa, 2005).

2.5 Extraccion de metabolitos

Se empled el método de Bligh & Dyer para la extraccion de lipidos. Para lo cual
se empezo con la mezcla en un tubo Eppendorf (capacidad 2 mL) (3810X, Eppendorf,
Alemania) de 75 pL de plasmay 562 pL de CH;OH/CHCI; (en proporcion de 2:1), esta
mezcla se homogenizé por 20 segundos y se la incubd por 1 hora en un agitador a 900
RCF. Posteriormente se agreg6 156,2 pL de H20 con el objetivo de inducir la separacion
de fases. Se centrifug6 la muestra a 17.500 RCF por un tiempo de 10 minutos a 20 °C,
por lo que se pudo recoger 150 L de la fase inferior de CHCI;. Se realiz6 la segunda
etapa de extraccion en la fase acuosa superior con CH3;OH/CHCI;. Dichas fases
organicas se juntaron y se centrifugaron al vacio por 1 hora a 20 °C. Los lipidos extraidos
se resuspendieron en 10 pL de CH3;OH/CHCI3/H20 (en proporcion 60:30:4.5) (Gil et al.,
2018), seguido de aplicacion de 2 uL del extracto a la placa de MALDI-ToF (Montani et
al., 2012).

2.6 Obtencion de datos por MALDI — ToF MS

Para el andlisis de MALDI-ToF se coloco 2 uL del extracto, obtenido en el proceso
anterior, en la placa objetivo de metal y se cubri6 esto con 1 pL de acido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB 0,5 M, Sigam-Aldrich, St. Louis, Missouri, United States), que
previamente habia sido disuelto en metanol al 90% (Montani et al., 2012). EI DHB 0,5 M
actua como matriz y absorbe la mayor parte de la energia emitida por el laser; esto ayuda
en la ionizacion de las moléculas de lipidos y metabolitos de masa baja (Fuchs & Schiller,
2008). Una vez la muestra se encontraba seca, la placa de metal fue insertado en el
analizador MALDI-ToF. El equipo utilizado fue un espectrometro de masas Q-TOF
(Synapt HDMS, Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts, Estados Unidos). Mediante
el cual se obtuvieron espectros de masas en modo de iones positivos, los cuales fueron
generados por desorcion de laser de 200 Hz en estado soélido en un rango de 100 a 1000

m/z en el modo de reflector (Montani et al., 2012).
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2.7 Andlisis de datos

Se utilizé el software Flexanalysis (Bruker Daltonics-Alemania) en el cual se
pudieron observar una lista de iones y sus intensidades que posteriormente fueron
exportadas a una hoja de calculo Excel (Microsoft, Redmond, Washington, United States)
(los datos usados fueron hipotéticos). ElI software MetaboAnalyst 2.0
(http://www.metaboanalyst.ca) fue utilizado para procesar los datos, posteriormente se
realiza el analisis de estadistica multivariada, mediante analisis de componentes
principales (PCA), el cual permite identificar grupos de metabolitos responsables de
alguna caracteristica que cause alteracidon metabdlica significativa en la muestra del
individuo afectado. Para este proyecto, buscamos la asociacion entre las enfermedades
y sus respectivos perfiles metabdlicos. Por medio del software Simlipid 4 (Premier
Biosoft-EE.UU.) y la base de datos Lipid Maps (http://www.lipidmaps.org), los iones
pudieron ser identificados por subclases de metabolitos; el programa y la base de datos
en linea ofrecen registros para poder identificar los diferentes metabolitos encontrados
en cada muestra asociados a sus enfermedades (Valeria et al., 2019).

Con el objetivo de identificar la abundancia relativa de los metabolitos

encontrados, se realizé el analisis por heatmap.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Analisis de muestras de sangre

El andlisis de las muestras de sangre de tortugas afectadas por las tres
enfermedades estudiadas y las del grupo control permitio identificar la formacion de
grupos en base a los perfiles de metabolitos encontrados mediante MALDI-ToF, como
puede ser observado en la figura 3.8. Se obtuvieron 7 metabolitos a partir del PCA que
presentaron potencial como biomarcadores, el grafico obtenido (Fig. 3.8) indica que los
metabolitos encontrados son responsables por diferencias fisiopatologicas entre los
grupos de tortugas afectadas por diferentes enfermedades. Cada punto de la gréfica
indica una muestra y cada color corresponde a un grupo. Cada componente principal

corresponde a un conjunto de metabolitos que explica la diferencia entre los grupos.
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Figura 3.8. Score Plot del analisis de componentes principales
(PCA).
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Ademas, se aplico el analisis por heatmap para estudiar las abundancias relativas
de cada metabolito en cada muestra de este conjunto de datos hipotéticos (que
representan los hechos cientificos encontrados en la literatura). Esta imagen (Fig. 3.9)
indica que las diferencias observadas por el PCA corresponden a las diferencias de
intensidades de los metabolitos en diferentes enfermedades. Este dato sugiere que
metabolitos son importantes para la detecciéon de condiciones fisiopatologicas antes

mismo de la presentacion de sintomas.
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Figura 3.9. Anédlisis por Heatmap.

3.1.1 Fibropapilomatosis

Como resultado del andlisis de muestras de sangre de individuos de C.
mydas que padecen de FP se obtuvo niveles altos de fosfatidilcolina (PC) y
fosfatidiletanolamina (PE), ademas de niveles bajos de fosfatidilserina (PS), como puede
ser observado en la figura del heatmap (Fig. 3.9). Estos tres fosfolipidos se encuentran
en la membrana celular y se determiné en estudios del desarrollo de tumores que a
medida que el tumor crece las concentraciones tanto de PC como PE en el organismo
aumentan. Adicionalmente, se conoce que PC posee un rol importante en la proliferacion
celular (Glunde, 2016). Mientras que PS ha sido identificado como un marcador de

apoptosis (Montani et al., 2012).
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En un caso de estudio similar en el que se analizé biopsias de individuos de
C. mydas en cautiverio y en libertad, se identific6 como signos relacionados al desarrollo
temprano de FP: la proliferacion de fibroblastos en la capa papilar de la dermis y la leve
proliferacion de queratinocitos en el estrato germinativo. La epidermis normal tiene un
grosor de 4 a 7 células, mientras que los tumores poseen un grosor de hasta 30 células
(Gerl & Vaux, 2005). Adicionalmente, se identific6 como signo del desarrollo temprano
de tumores viscerales, relacionados a FP, la proliferacion extensiva de fibroblastos
(Herbst et al., 1999).

Los tres fosfolipidos encontrados en las muestras analizadas se encuentran
relacionados a procesos de proliferacion celular y apoptosis que ocurren en el desarrollo
temprano de FP, debido a esto se determiné niveles anormales a PC, PE y PS como

posibles biomarcadores de la enfermedad.

3.1.2 Enfermedad de parche Gris

Por medio de los resultados de las muestras de sangre de tortugas que
padecen esta enfermedad se obtuvieron niveles altos de prostaglandina E2 (PGE2) y
prostaglandina F2 (PGF2), esto puede ser observado en la figura del heatmap (Fig. 3.9).
Las prostaglandinas (PG) son lipidos derivados del é&cido araquidénico que se
encuentran involucrados en la respuesta inflamatoria. En condiciones normales su
produccion en los tejidos es baja, pero en tejidos inflamados la produccién incrementa

de forma muy rapida (Ricciotti et al., 2011).

Entre los signos clinicos de GP se encuentra las manchas o parches grises
irregulares en el caparazoén, la piel, la superficie conjuntival del ojo y/o el péarpado,
adicionalmente en algunos casos se presentan papulas (Calvache & Gémez, 2006). A
nivel histopatolégico, estas papulas y parches grises presentan acantosis e
hiperqueratosis de la epidermis (Lutz & John, 1997). La epidermis de estos quelonios se
encuentra formada por tres capas: la capa cornea, la cual esta altamente queratinizada,
la capa intermedia rica en lipidos conformada a su vez por el estrato lucido, estrato
granuloso y estrato espinoso, y finalmente se encuentra el estrato germinativo

conformado por células cuboides que fabrican queratina (Calvache & Gomez, 2006).

19



Cuando se lleva a cabo el proceso de acantosis se produce un
engrosamiento del estrato espinoso, esto generalmente se debe a una hipertrofia de las
células o un aumento significativo de las mismas; por lo general se asocia con la
hiperqueratosis, siendo esta un engrosamiento del estrato corneo (Guido & Aleman,
2011). Al presentarse estas anomalias, se observa que las células de ambas capas

contienen cromatina marginada y nucleos con cuerpos de inclusion basofilicos.

Las papulas y parches grises caracteristicos de GP se encuentran
involucrados con procesos de acantosis e hiperqueratosis de la epidermis, estos
procesos suelen estar acompafiados de inflamacion. Debido a esto y a los resultados
obtenidos se determiné niveles altos de PGE2 y PGF2 como posibles biomarcadores de
la enfermedad.

3.1.3 Enfermedad de pulmoén-ojos-traquea

Del andlisis de muestras de sangre de individuos de C. mydas positivos
para la enfermedad de LETD se obtuvo niveles altos de PG y glicerofosfocolinas (GPC),
esto puede ser observado de forma gréfica en el heatmap (Fig. 3.9). Como se mencion6
en los resultados obtenidos para GP, las prostaglandinas se encuentran involucrados en
la respuesta inflamatoria. Estos lipidos contribuyen al desarrollo de los signos principales
de inflamacion, estos son: enrojecimiento, dolor, aumento de la temperatura e hinchazon
(Ricciotti et al., 2011). Con respecto a las glicerofosfocolinas se obtuvo niveles altos de
1-palmitoil-2-glutaril-sn-glicero-3-fosfocolina (PGPC) y 1-palmitoil-2- (5'-oxo-valeroil) sn-
glicero-3-fosfocolina (POVPC), estos lipidos inflamatorios se encuentran involucrados en

procesos de necrosis (Dempsey, 2017).

En un estudio realizado por el instituto de medio ambiente e higiene animal
de la cuidad Stuttgart en Alemania se identific6 como signos clinicos caracteristicos de
LETD: conjuntivitis, traqueitis, estomatitis, faringitis y neumonia (Marschang et al., 2009).
Estos signos clinicos se encuentran involucrados con un proceso inflamatorio, por
ejemplo: la conjuntivitis se refiere a la inflamacion de la conjuntiva, esta es una
membrana mucosa que se encuentra sobre la superficie externa del ojo (Benson, 2020).
Mientras que faringitis es la inflamacion de las membranas mucosas de la orofaringe

(Schaefer., 2020), la traqueitis es la inflamacion de la traquea, la cual puede afectar
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organos circundantes como la laringe y los tubos bronquiales (Blot et al., 2017) y
estomatitis se refiere a la inflamacion y presencia de Ulceras en las estructuras que
conforman la boca como las encias, lengua, labios, paladar y mucosas de las mejillas
(O’Brien, 2009). En cambio, la neumonia es una repuesta inflamatoria por parte de los
alvéolos cuando el tejido se encuentra infectado (Boston University, 2020).
Adicionalmente el instituto de medio ambiente e higiene animal de la cuidad Stuttgart
determind la presencia de material necrético en los 0jos, glotis y trAquea de tortugas que
padecen de LETD (Marschang et al., 2009).

Por lo tanto, los altos niveles de PG y GPC obtenidos en las muestras de C.
mydas que padecen de LETD se encuentran relacionados a los procesos inflamatorios
y de necrosis que se llevan a cabo en esta enfermedad y se los identific6 como posibles

biomarcadores.

3.2 Aportaciéon del método en la conservacion de C. mydas en el Ecuador

El método disefiado combina la bioinformatica con técnicas de andlisis de alto
rendimiento, con el objetivo de analizar de manera rapida y completa los metabolitos de
una muestra biolégica. Adicionalmente se debe mencionar que posee una alta
sensibilidad, permite un diagndstico temprano, requiere poca cantidad de muestra y no
es indispensable muestrear gran cantidad de individuos para obtener resultados certeros
(Zhang et al., 2020).

Estas caracteristicas permiten que el método sea ideal para ser implementado en
un monitoreo del estado de salud de C. mydas, permitiendo conocer en un futuro préximo
la incidencia de FP, GP y LETD en la poblacién de tortuga verde del Ecuador continental
y de las islas Galapagos. El diagnostico de estas enfermedades permite que sean
consideradas como amenazas en Plan Nacional para la Conservacion de Tortugas
Marinas del Ecuador y su estudio el desarrollo de tratamientos mas efectivos,

permitiendo aumentar las probabilidades de supervivencia de los individuos afectados.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Para poder contribuir a la conservacion de C. mydas se disefi6 un método de
metabolémica que proporciona el diagnéstico de enfermedades asociadas a HV,
mediante la técnica analitica de espectrometria de masas MALDI-ToF, pudiendo detectar
eficazmente metabolitos asociados en el proceso de apoptosis, necrosis o respuesta
inflamatoria. Para ello se realiz6 una revision bibliografica pudiendo disefiar dicho
método que consistid en: captura y toma de muestra, preparacion de las mismas,
evaluacion molecular para poder confirmar la presencia del virus por RT-PCR y
determinacién de perfiles metabolomicos mediante graficos para obtencion de
biomarcadores; de manera tal que se obtienen resultados rapidos y con alta sensibilidad.

Asi, se concluye que:

1. El disefio del método de metabolémica permitié descubrir biomarcadores; siendo
eficaz para el diagnéstico de enfermedades tales como FP, GP y LETD, que se
desarrollan en C. mydas encontradas tanto en cautiverio como en libertad,
pudiendo reducir el porcentaje de mortalidad de esta especie. Por medio de la
técnica MALDI-ToF se logré tener espectros reflejados en graficos que se

introdujeron en bases de datos para identificar los metabolitos asociados

2. Se identificaron biomarcadores metabdlicos en muestras de sangre de C. mydas
asociados a procesos fisiopatolégicos para cada enfermedad. Para FP se
encontré niveles altos de fosfatidilcolina y fosfadiletanolamina ademas de niveles
bajos de fosfatidilserina, metabolitos involucrados en el proceso proliferacion
celular y de apoptosis. La enfermedad de GP estd implicada en procesos
inflamatorios por lo que se obtuvo niveles altos de prostaglandinas PGE2 y PGF2,

de la misma manera para la enfermedad de LETD se obtuvo niveles altos de
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prostaglandinas ademas de glicerofosfocolinas tales como PGPC y POVPC, en

respuesta a procesos de necrosis.

El método disefiado aporta con informacion al Plan Nacional para la Conservacion
de Tortugas Marinas del Ecuador, permitiendo incluir a las enfermedades
identificadas como parte de las amenazas de la especie C. mydas, de manera tal
que los individuos afectados puedan ser tratados y asi aumentar las
probabilidades de supervivencia de esta especie que se encuentra en peligro de

extincion.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda:

1. Realizar el muestreo en caso de que sea posible en el agua y en un tiempo
menor a 5 min, de manera tal que las tortugas no se vean afectadas por el

procedimiento.

2. Colocar las muestras de sangre inmediatamente posterior a su obtencion en
una caja térmica, evitando su alteracibn por las altas temperaturas

ambientales.

3. Considerar los resultados del estudio para el desarrollo de tratamientos mas

efectivos para combatir estas tres enfermedades.

4. Implementar en el Plan Nacional para la Conservacion de Tortugas Marinas
del Ecuador un monitoreo anual del estado de salud de C. mydas, permitiendo
conocer la incidencia de FP, GP y LETD en la poblacién de esta especie en el

Ecuador.
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