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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue establecer los pardmetros hematoldgicos:
eritrograma, leucograma, recuento plaquetario y proteinas en las tortugas de
pantano Chelydra acutirostris y Kinosternon leucostomum en cautiverio. El
estudio se realiz6 en el Zoo Bioparque Amaru en Cuenca - Ecuador, a 2400-
2500 m.s.n.m; en 60 quelonios semiacuaticos de pantano, 30 de cada especie;
las tortugas se consideraron aparentemente sanas al momento de la recoleccion
de la muestra. La muestra de sangre se obtuvo por venopuncion de la vena
supcarpacial en las Kinosternon leucostomum y de la coxigea en las Chelydra
acutirostris, y fue procesada en el Laboratorio de anfibios y reptiles del Bioparque
Amaru. Los resultados fueron analizados en el programa estadistico infostat, se
estimaron los estadisticos basicos, e intervalos de confianza al 95% siendo los
mas relevantes en ambas especies los valores de VCM, HCM, GR, y los
porcentajes de basdfilos, monocitos, eosinodfilos, heterdfilos y linfocitos. Se
realizd el coeficiente de correlacion el cual mostré correlaciones fuertes y
directas entre el Hto y la Hb, fuertes entre el Hto y Hb con el VCM y la HCM,
medias e inversas entre el porcentaje de basdfilos con el porcentaje de
monocitos, fuerte e inversa de los GR con el VCM y la HCM, del porcentaje de
heterdéfilos con el porcentaje de basofilos. Por medio de la comparacién para
muestras independientes de Mann Whitney observamos diferencia estadistica
de los parametros: Hto, Hb, VCM, HCM, proteinas, porcentaje de heterdfilos y
eosindfilos; porcentaje y valor absoluto de basdfilos y linfocitos entre ambas
especies. Los valores descritos pueden estar influenciados por la temperatura
ambiente de 13 — 22°C mostrando una posible anemia macrocitica por

brumacion/ prehibernacion o letargia por frio.

Palabras clave: Hematologia. Quelonias. Tortugas de barro. Tortugas de agua

dulce. Chelydra acutirostris. Kinosternon leucostomum.
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ABSTRACT

The objective of this study was to establish the hematological parameters:
erythrogram, leukogram, platelet count and proteins in the mud turtles Chelydra
acutirostris and Kinosternon leucostomum in captivity. The study was carried out
at the Zoo Bioparque Amaru in Cuenca - Ecuador, at 2400-2500 m.a.s.l.; in 60
semi-aquatic swamp chelonians, 30 of each species; the turtles were considered
apparently healthy at the time of sample collection. The blood sample was
obtained by venipuncture from the supcarpacial vein in Kinosternon leucostomum
and from the coccygeal vein in Chelydra acutirostris, and was processed at the
Amphibian and Reptile Laboratory of Bioparque Amaru. The results were
analyzed in the statistical program infostat, the basic statistics and 95%
confidence intervals were estimated, being the most relevant in both species the
values of VCM, HCM, GR, and the percentages of basophils, monocytes,
eosinophils, heterophils and lymphocytes. The correlation coefficient showed
strong and direct correlations between Hto and Hb, strong correlations between
Hto and Hb with VCM and HCM, medium and inverse correlations between the
percentage of basophils with the percentage of monocytes, strong and inverse
correlations of RBCs with VCM and HCM, and of the percentage of heterophils
with the percentage of basophils. Using Mann Whitney independent samples
comparison we observed statistical difference of the parameters: Hto, Hb, VCM,
HCM, proteins, percentage of heterophils and eosinophils; percentage and
absolute value of basophil and lymphocytes between both species. The values
described may be influenced by the ambient temperature of 13 - 22°C showing a

possible macrocytic anemia due to brumation/prehibernation or cold lethargy.

Key words: Hematology. Chelonians. Mud turtles. Freshwater turtles. Chelydra

acutirostris. Kinosternon leucostomum.
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Hto: hematocrito
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GB: glébulos blancos
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LAC: largo ancho del caparazon.

LRC: largo recto del caparazoén.

UICN: International Union for Conservation of Nature
K.l.: Kinosternon leucostomum.

C.a.: Chelydra acutirostris.
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1. INTRODUCCION

Ecuador posee una gran biodiversidad de fauna, gran parte de la cual esta en
peligro o amenaza de extincion por diversas causas, entre ellas la degradacion
y fragmentacion de sus ecosistemas a mano del hombre. Las tortugas de
pantano Chelydra acutirostris y Kinosternon leucostomum que llegan al Zoo
Bioparque Amaru provienen del trafico ilegal de vida silvestre y vienen con
distintas lesiones y patologias causadas por el mal manejo y cuidado de sus

captores.

Los analisis de muestras sanguineas son formas practicas no invasivas y no
letales de conocer el estado de salud de las tortugas en cautiverio o libres (Peter
M. DiGeronimo, 2018). Los pardmetros hematologicos y la bioquimica sanguinea
son herramientas utiles al momento de manejar, prevenir y tratar enfermedades
en los animales y sus poblaciones; por lo cual, es de gran importancia establecer
valores hematoldgicos especificos para cada especie de tortuga (Lewbart GA,
2018) debido a que el conteo y la morfologia celular varian enormemente entre
las més de 8000 especies de reptiles, y entre individuos de la misma familia
(Nicole I. Stacy A. R., 2011). Ademas, la interpretacién precisa de los
hemogramas debe considerar las respuestas frente a condiciones fisiologicas
y/o ambientales como edad, sexo, estado reproductivo, dieta, clima, posicién
geografica e incluso las fases preanaliticas, analitica y postanalitica del método
utilizado (Alfredo José Montilla, 2014). El estudio tanto de animales sanos como
de enfermos ya sea en cautiverio o en vida libre pueden proporcionar una gran
ayuda al momento de establecer un plan de manejo y conservacion de especies
en peligro de extincién, siendo de gran importancia describir dentro de la
investigacioén los factores anteriormente mencionados para que se dé el uso y la
interpretacion adecuada de los parametros hematoldgicos utilizados (Feiyan
Zhang, 2011).

Existen estudios similares en varias familias de Chelonias y se cuenta con
valores referenciales hematologicos y serolégicos de distintas especies de
tortugas (Nantarika Chansue, 2011; Williams, 2012; Giulia Andreani E. C., 2014;

Flora Beatriz Neves De Carvalho De Icaza Oehlke 13
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Giulia Andreani E. C., 2014; Pu-Yu Yang, 2014; Mufioz-Pérez JP, 2017; Justin
F. Rosenberg, 2018; J. Jill Heatley, 2020). Sin embargo a nivel mundial y local
hasta la fecha existen pocos estudios hematolégicos en tortugas en comparacion
a los que se han reportado en mamiferos; ademas, existen muchas especies sin
parametros hematolégicos establecidos, algunos imprecisos 0 no nombran

aspectos externos como el clima que podrian alterar los resultados investigados.

La escasa informacion sobre pardmetros hematoldgicos de estas dos especies
genera un inconveniente al momento de realizar la evaluacion clinica veterinaria;
por lo que, con esta investigacion se generd informacion local con el fin de
elaborar una base de datos de valores hematolégicos encontrados en las
tortugas Chelydra acutirostris y Kinosternon leucostomum, en cautiverio en
Cuenca-Ecuador. Estas especies estan dentro de las consideradas vulnerables
y amenazadas de extincion en el Ecuador; por lo cual, su rehabilitacion y
reintroduccion es de gran necesidad e implica un elevado valor ecolbgico para

el pais.

Flora Beatriz Neves De Carvalho De Icaza Oehlke 14
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1.1.1.

1.1.2.

UNIVERSIDAD DE CUENCA

1.1. Objetivos

Objetivo general.

Establecer los pardmetros hematologicos en las tortugas de pantano
Chelydra acutirostris y Kinosternon leucostomum que permanecen en el

Zoo Bioparque Amaru en Cuenca-Ecuador.

Objetivos especificos

Determinar los componentes de los parametros hematoldgicos basicos en
las tortugas Chelydra acutirostris y Kinosternon leucostomum en

cautiverio dentro del Zoo Bioparque Amaru.

Analizar las correlaciones entre los pardmetros hematologicos de las

tortugas Chelydra acutirostris y Kinosternon leucostomum.

Comparar los valores hematolégicos entre las tortugas Chelydra

acutirostris y Kinosternon leucostomum.

1.2. Preguntade investigacion

¢ Existe diferencia entre los parametros hematolégicos de las especies Chelydra

acutirostris y Kinosternon leucostomum en cautiverio?

Flora Beatriz Neves De Carvalho De Icaza Oehlke 15
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2. REVISION DE LITERATURA

Tortugas

Las tortugas o quelonios son criaturas sorprendentes, consideradas fosiles
vivientes desde su aparicion 225 millones de afios atras (Young, 2004), sus
caracteristicas fisicas no han sufrido mayores variaciones, convirtiéndolas en un
éxito de la evolucibn que les ha permitido superar diversas catastrofes
incluyendo la destruccién de los dinosaurios y muchas otras especies (Avanzi,
2016); sin embargo, la aparicion del Homo-sapiens (humanos) y su rapido
crecimiento y desarrollo en areas urbanas ha causado que sus habitats se vean
disminuidos, sean cazadas para el consumo y fuertemente traficadas a nivel
global (Don Moll, 2004). Esto ha ocasionado que la mayor parte de ellas estén
consideradas como vulnerables, en riesgo de extincidon o extintas (IUCN, 2020).
Los quelonios son facilmente reconocibles, presentan una coraza formada
aproximadamente por 60 huesos dérmicos (O'Malley, 2007) y revestidos por
materia cérnea-escamas (Lema, 2002), estd compuesta de una parte dorsal
convexa llamada espaldar o caparazén y una parte inferior aplanada llamada
plastron o peto (Fuentes, 2003). La forma del caparazon indica el habitat al que
pertenecen. Las especies terrestres tienen un caparazén mas abombado y las
especies acuaticas uno mas aplanado, ademas la presencia de membrana
interdigital sugiere habitos acuaticos (Martha Lucia Calderon Espinosa, 2019).
La rigidez corporal impuesta por esta estructura protectora se ve compensada
por una mandibula aserrada fuerte con musculos abductores potentes que les
da la capacidad de generar mordiscos con una fuerza extraordinaria (O'Malley,
2007) y un cuello de notable movilidad que se pliega en el plano sagital o en el
plano horizontal dependiendo de la familia a la que pertenecen (J.C. Fontanilla,
2000).

Las tortugas forman parte del reino Animalia, de la clase Reptilia, del orden
Testudines y son clasificadas dentro de 14 familias (John Legler, 2013), se las
puede encontrar en tierra, rios y mares, a lo largo de todos los continentes a
excepcion de la Antartida (Franklin, 2007). Las Chelonias juegan un papel

importante en los ecosistemas acuaticos y terrestres, por ejemplo: en la

Flora Beatriz Neves De Carvalho De Icaza Oehlke 16
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dispersion de semillas, el ciclo de minerales y almacenando carbono (Craig B.
Stanford, 2020).

El Ecuador posee 35 especies de tortugas, las mismas estan dentro de la lista
de especies vulnerables, en peligro critico de extincion y no evaluadas (Torres-
Carvajal, 2020).

Anatomia
Sistema Tegumentario

La piel de las tortugas varia de lisa y sin escamas a gruesa y escamosa. Como
en los demas reptiles las mudas ocurren periddicamente, pero a diferencia de
los lagartos y serpientes la muda se da por partes, en algunos casos es mal

interpretada y se genera un diagnostico erréneo de hongos en las escamas.

Sistema musculo-esquelético.

Figura 1: Esqueleto de las Chelonias. (1) Mandibula (2) Craneo (3) Vértebras Cervicales (4)
Humero (5) Radio y Cubito (6) Huesos carpianos (7) Coracoides (8) Escapula (9) Caparazén (10)
Plastrén (11) Union del caparazon (12) Vértebras Lumbares (13) Vértebras Sacras (14) Vértebras
Coccigeas (15) ileo (16) Pubis (17) Tibia y Peroné (18) Huesos tarsales. Fuente: Libro Medicine
and Surgery of Tortoises and Turtles 2004.

Caparazon. - La coraza de las tortugas esta formada generalmente por 59
huesos: 50 del caparazon: 19 huesos pares (38 huesos) y 12-13 huesos impares,
y 9 del plastrén: 4 huesos pares (8 huesos), y 1 impar (Jeanette Wyneken, 2007).
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La parte interna del caparazoén esta formado por placas dermato-6seas y huesos

modificados de las cintura axilar y pelviana, las vértebras toracicas, sacras y las
costillas (O'Malley, 2007). La capa ésea esta recubierta por una capa epitelial
gueratinizada, generalmente formada por un promedio de 38 escamas en el
caparazon y 16 en el plastron; sin embargo, esto puede variar segun la especie
y la forma del caparazon (Jeanette Wyneken, 2007). Las tortugas producen
nuevos escudos queratinizados con cada periodo de crecimiento y retienen
(terrestres) o mudan (semiacuaticas y acuaticas) las escamas anteriores. Los
escudos crecen hacia afuera desde su nucleo central y cada afio se forma un
nuevo escudo debajo del escudo anterior formando un nuevo anillo similar a los

anillos de crecimiento de los arboles (Stephen J. Divers S. J., 2019).

Vértebras. - Las tortugas tienen 18 vértebras pre-sacras: 8 cervicales y 10
troncales (presentan uniones con las costillas que a su vez se fusionan con las
placas dermato-6seas). Las vértebras cervicales y caudales son independientes

permitiendo el movimiento y flexibilidad del cuello y la cola (O'Malley, 2007).

Cinturas de los miembros. - Las cinturas toracica y pélvica estan encajadas en
las costillas y actian como pilares verticales de refuerzo sobre los que se
sustenta el caparazéon. Se unen al plastron y al caparazén por medio de
musculos pectorales y pélvicos en forma de abanico, estos son las masas
musculares mas grandes de las tortugas y son extremadamente poderosos.
Entre la base de los miembros y el caparazon se deposita la grasa, es por esto
gue a los animales obesos se les dificulta la retraccion de la cabeza y la
respiracion (O'Malley, 2007).

La cintura toracica esta formada por el epiplastron (clavicula), el entoplastron
(interclavicula), la escapula, el acromion y el coracoides, mientras que la cintura
pélvica estd conformada por los huesos ilion, isquion y pubis que confluyen en
el acetabulo (O'Malley, 2007).

Extremidades. - El hiumero y el fémur son cortos con las epifisis engrosadas,

los huesos del carpo y tarso estan fusionados para aumentar la fortaleza de las

extremidades, las cuales estan recubiertas de escamas, la mayoria de las
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tortugas presentan cinco fuertes y afiladas garras que les permite excavar y
defenderse (O'Malley, 2007).

Organos Internos
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Figura 2: Organos internos. Fuente libro Current therapy in reptile medicine and surgery,
traduccion Flora Neves.

Las tortugas a diferencia de otras especies animales como los mamiferos poseen
una cavidad Unica llamada cavidad celomica donde se encuentran todos los
organos, esta no esta dividida en térax y abdomen debido a que los quelonios
no poseen musculo diafragmético (Millefanti, 2016).

Los pulmones se encuentran unidos dorsalmente al periostio del caparazéony a
las cinturas toracica y pelviana ocupando un gran espacio en la mitad dorsal de
la cavidad celémica, este volumen o espacio se ve reducido a la quinta parte
cuando estos animales retraen la cabeza y extremidades (O'Malley, 2007).
Ventralmente se encuentran separados por el septum horizontale, que esta
unido al higado, estobmago, y tracto intestinal (Stephen J. Divers S. J., 2019). Los
pulmones estan unidos a una traquea doble de anillos completos que se bifurca

a nivel del cuello. Son esponjosos y estan divididos por 3 a 11 cdmaras/l6bulos
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de tabiques de tejido conectivo dependiendo de la familia a la que pertenecen
(Millefanti, 2016).

El corazén se encuentra en el plano medio, ligeramente caudal a la cintura
toracica en la cavidad pericardica (O'Malley, 2007), esta dividido en tres
cavidades: dos auriculas y un ventriculo que a su vez esta dividido en tres

cavidades: pulmonar, venosa y arterial (Millefanti, 2016).

El higado es muy grande y ocupa la mitad anterior de la cavidad celémica junto
con el corazén y los musculos pectorales (Marta Avanzi, 2019), esta dividido en
2 l6bulos: derecho e izquierdo, en caso de estar presente la vesicula biliar se

encuentra junto al l6bulo derecho (O'Malley, 2007).

El estbmago se encuentra en la porcién ventral izquierda, caudal al higado. Es
simple (camara Unica) con paredes gruesas, consta de un esfinter
gastroesofagico izquierdo y uno pilérico en el centro, y presenta dos curvaturas
mayores y menores (O'Malley, 2007) (Stephen J. Divers S. J., 2019). Produce
enzimas digestivas de forma similar a la de los mamiferos (Marta Avanzi, 2019)
ya que posee una valvula gaso-esofagal y una pilérica (Stephen J. Divers D. R.,
2005).

El intestino delgado es relativamente corto, levemente complejo y absorbe
nutrientes y agua. Se une con el intestino grueso en la valva ileo-célica (Stephen
J. Divers S. J., 2019).

El intestino grueso es el principal sitio de fermentacion bacteriana en las
tortugas herbivoras, incluye el ciego, colon ascendente, transverso vy
descendente. El ciego no esta bien desarrollado, es mas una expansion del colon
proximal y no tiene unién mesentérica. El colon ascendente y descendente tienen
pequefias uniones mesentéricas y el colon transverso tiene una mayor area de
unidn mesentérica al estbmago dandole una mayor movilidad dorsoventral. El

colon termina en el coprodeo de la cloaca (Stephen J. Divers S. J., 2019).
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Los rifiones estan simétricamente dispuestos detras del acetabulo en la parte
caudal del caparazon, son grandes, aplanados y lobulados (O'Malley, 2007). Los
uréteres son cortos y vacian su contenido a la vejiga urinaria, de aqui el
contenido pasa a la uretra que desemboca en el urodeo ventral y por medio del
antiperistaltismo la orina se mueve de forma anterior al coprodeo y colon donde

el agua puede ser reabsorbida (John Chitty, 2013).

La cloaca es una estructura tubular corta de gran diametro que termina en el
orificio cloacal (John Chitty, 2013), esta compuesta por tres compartimientos: el
coprodeo que recibe las heces, el urodeo donde desemboca la orina y el
proctodeo que es una camara comun de recogida antes de la evacuacién (Marta
Avanzi, 2019).

Sistema reproductor

Tortugas macho. - presentan en la cavidad celémica caudal (John Chitty, 2013)
dos testiculos amarillos-blanquecinos, alargados de forma oval, asociados al
polo craneoventral de los riflones (O'Malley, 2007). Los conductos deferentes
discurren paralelos a los uréteres hasta la cloaca (O'Malley, 2007). El proctodeo
esta modificado en la parte ventral y engrosado para formar el pene, este es
anico e impar a diferencia de otros reptiles como las serpientes y lagartos que
poseen dos hemipenes, y no esta atravesado por la uretra (Millefanti, 2016). El
pene esta compuesto de dos pares de haces de tejido fibroso, este tejido es muy
vascularizado y aumenta de tamafio al penetrar en la cloaca de la hembra, una
vez acabada la cOpula el pene regresa a su posicidon dentro de la cloaca, gracias

al musculo retractor (O'Malley, 2007).

Tortugas hembra. - presentan dos ovarios, craneales a los rifiones y su tamafio
dependera del momento de actividad folicular en el que se encuentre (John
Chitty, 2013). El esperma puede ser almacenado en el Gtero incluso por algunos
afos después de la copula, de esta manera las tortugas pueden fertilizar sus
huevos al momento de la puesta (O'Malley, 2007). Los foliculos pasan

directamente a través de la porcion glandular al a&rea magna donde se agrega la
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albumina, luego pasan a la zona de la glandula del cascar6n donde este se
adhiere, estos huevos son depositados en el &rea vaginal hasta el momento de
la deposicion (John Chitty, 2013). El sexo de estos huevos dependera de la
temperatura de incubacion, de esta manera si las temperaturas son altas
naceran mas hembras y si son frias nacerdn mas machos, es por esto que el
calentamiento global juega un papel critico en las distintas especies de tortugas

terrestres, acuaticas y marinas (Northland College, 2015).

Dimorfismo sexual. - en los quelonios puede verse en la coloracion, el tamafio
de la cola o las garras, y la forma y tamafio del caparazén dependiendo de cada
especie. La forma mas utilizada para determinar el sexo de las tortugas es por
medio del tamafio y forma de la cola ya que en muchas especies el macho tiene
una cola mas alargada y gruesa debido a la presencia del pene dentro de la
cloaca y el orifico cloacal estard méas distante del caparazén (Stephen J. Divers
D. R., 2005).

Organos de los sentidos

Los ojos y la vision. - Los quelonios presentan una membrana nictitante bien
desarrollada, y poseen parpados funcionales y fisuras palpebrales al igual que
los mamiferos, en ellas el parpado inferior es mas largo y mévil (John Chitty,
2013) (O'Malley, 2007). Las tortugas tienen buena visién a colores ya que
poseen tanto conos como bastones y en algunas especies se ha descrito vision
ultravioleta (John Chitty, 2013).

El olfato. - Esta bien desarrollado, y se presume que es un estimulo importante
al momento de alimentarse (John Chitty, 2013), est4 asentado en la cavidad
nasal como el érgano de Jacobson, sin embargo en los quelonios este érgano
no se observa como una bolsa sino como un area concreta de epitelio olfatorio
(O'Malley, 2007).

El oido y la audicidén. - No poseen un oido externo (oreja), pero se puede

apreciar la escama timpanica facilmente, ubicadas posterior a los ojos en forma

Flora Beatriz Neves De Carvalho De Icaza Oehlke 22



5&% UNIVERSIDAD DE CUENCA
=

de un pequefio circulo, el hueso de la columela auris o bastoncillo transfiere las
vibraciones desde el timpano al interior del oido (Stephen J. Divers S. J., 2019).
Los quelonios tienen una audicion débil y solo escuchan sonidos de frecuencia
baja, con un rango de audicién entre los 50 y 1500 Hz comparado al humano
gue puede escuchar de 20 a 20000 Hz (O'Malley, 2007).

Cavidad oral y sentido del gusto. - No poseen dientes, pero poseen un fuerte
pico corneo con bordes afilados formado por la unién de dos mandibulas, esta
resistente estructura les permite arrancar pedazos de su comida. La lengua de
los quelonios es gruesa y carnosa con numerosas papilas gustativas y no puede
ser protruida fuera de la cavidad oral (O'Malley, 2007).

Tortugas acuaticas- semiacuaticas

El intervalo de vida de las tortugas acuéticas en su medio natural no se conoce
con especificidad; sin embargo, en cautiverio tienen un intervalo de vida entre
los 25 y 30 afios (Millefanti, 2016).

Las tortugas son animales heliotermos, es decir necesitan de la temperatura
ambiente para regular su temperatura corporal, la cual varia entre los 22 y 33°C,
por esta razén es comun verlas tomando sol si el clima esté frio, o bajo sombra

o dentro del agua si el clima es muy caliente (O'Malley, 2007).

Los quelonios de agua dulce estan bien adaptados a la vida acuatica y aunque
su principal forma de respiracién es pulmonar, pueden soportar amplios periodos
de apnea incluso durante algunas semanas (las tortugas acuaticas en letargo
natural durante la época fria se sumergen en el barro del fondo de los lagos, rios,
o estanques) (Millefanti, 2016) y utilizan su metabolismo anaerobio a través de
la respiracidn epitelial, faringea o cloacal. Esto es posible porque las tortugas
consiguen asimilar el oxigeno disuelto en el agua bombeada desde el exterior,
la faringe se cubre por una mucosa particularmente vascularizada, y la cloaca
posee unos discretos sacos anales y cloacales muy vascularizados, la abertura
ritmica de la cloaca forma una corriente débil hacia el interior de la misma (Marta

Avanzi, 2019). Los quelonios nadan moviendo sus extremidades de forma
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alternada o caminan sobre el fondo de las lagunas, rios o pantanos (O'Malley,
2007).

Otra particularidad de las tortugas acuaticas es que eliminan sobre todo uratos y
amoniaco por medio de su sistema urinario, no urea como los mamiferos
(Millefanti, 2016).

Principales amenazas de las tortugas semi-acuaticas

Las poblaciones de Chelonias estdn declinando de manera abrupta debido a
pérdida del habitat, alto consumo humano para: comida (huevos y carne de
tortuga), medicina tradicional (grasa y aceite como cicatrizante y bronceador),
produccion de joyeria, gafas, peines, y adornos (el caparazon), y el trafico ilegal
(animales de coleccion). La contaminacion del agua por insumos agricolas,
petréleo y residuos de la mineria (mercurio, cianuro y plomo), el cambio del
volumen, fluidez y ruptura de aproximadamente 48% de los rios del planeta por
mano del hombre y el calentamiento global, también han tenido un importante
impacto en las tortugas a nivel mundial; finalmente, la falta de estudios biologicos
y veterinarios sobre las especies se convierten en otro factor predisponente a la
amenaza de extincion de estos especimenes puesto que sin informacién no se
pueden tomar medidas de cuidado, proteccion y precaucion de las tortugas y sus
habitats (Bonilla M.A., 2012) (Craig B. Stanford, 2020) .

El trafico ilegal de especies implica un rubro alto dentro del mercado negro a
nivel mundial, llegando a ser la cuarta actividad ilegal mas desarrollada luego del
trafico de personas, armas y drogas (Lehmacher, 2016). Debido a su gran
biodiversidad, el Ecuador es un punto clave en el trafico nacional e internacional
de diversas especies de faunay flora. Entre el 2003 y 2014 el MAE registro 4165
reptiles, 2331 mamiferos ,1881 aves, 440 peces y 413 anfibios traficados
(Ecologia EI Universo, 2017). Entre los reptiles mas traficados estan las
Chelonias, consideradas dentro de los vertebrados como el grupo de mayor
riesgo de extincién debido a que de las 365 especies que existen en el mundo el

61% se encuentra amenazada o en riesgo critico llegando a considerarse
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extintas (Alarcon, 2018). Las tortugas de pantano Kinosternon leucostomum y
Chelydra acutirostris se encuentran dentro de la lista roja y amarilla de animales
en peligro de extincion y vulnerables del Ecuador respectivamente, y pertenecen
a los alarmantes nameros del trafico ilegal de fauna mencionados anteriormente.
(Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2017).

Tortuga Chelydra acutirostris

Figura 3: Tortuga Chelydra Acutirostris. Espécimen nimero 6.

También conocida como tortuga mordedora o tortuga caiman, originalmente fue
descrita por el aleman Wilhelm Karl Hartwich Peters en 1862 como una variante
de la Chelydra serpentina a partir de un holotipo de un neonato en las cercanias
de Ecuador, sin embargo, evidencias genéticas la categorizaron como una
especie verdadera e independiente. Es mejor conocida como mordedora debido
a su comportamiento agresivo al sentirse amenazada fuera del agua (Adriana
Caterine Regalado Tabares, 2012). En la actualidad se encuentra dentro de la
lista roja del Ecuador como especie vulnerable (Ministerio del Ambiente del
Ecuador, 2017), y no esta evaluada en la categoria global de la UICN
(International Union for Conservation of Nature), se la puede observar en
pantanos, rios, lagunas, sistemas de riego, estanques y arroyos pequefos en
Colombia, Ecuador, Honduras, Nicaragua y Panamé (Adriana Caterine Regalado
Tabares, 2012). En Ecuador se la ha reportado en Esmeraldas, Manabi, Guayas,
Los Rios, Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas. Sus regiones naturales
son el bosque humedo tropical del Choco y el Bosque Piemontano occidental
(Torres-Carvajal, 2020).
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Las tortugas mordedoras son una especie relativamente grande, llegando a

superar los 12kg, la longitud del caparazon varia entre 31,9 a 34,5cm, tiene forma
ovalada, con 24 placas marginales, 5 vertebrales y 8 costales, en los adultos
tiene un color pardo oscuro, con un patron de lineas que irradian sobre cada
escudo (Adriana Caterine Regalado Tabares, 2012), por otro lado, el plastron es
muy reducido, de color amarillento, en forma de cruz dejando expuestas gran
porcion de las extremidades y partes blandas (Ministerio del Ambiente del
Ecuador, 2017). La cabeza es alargada y ancha con un hocico angosto y
puntiagudo (maxilar con poderoso gancho apical), el mentén consta de 1 o 2
pares de barbillas submandibulares, su cola es ancha y larga, sus extremidades

son grandes, y robustas terminando en grandes garras (Bonilla M.A., 2012).

Poseen una alimentacion omnivora, consumen vegetacion acuatica, pequefios
vertebrados, y en algunas ocasiones carrofia (Adriana Caterine Regalado
Tabares, 2012).

Amenazas: Disminucion de su territorio, desecacion de areas pantanosas,

contaminacion del agua con agroquimicos, alta comercializacion y consumo de

su carne y huevos (Bonilla M.A., 2012).

Tortuga Kinosternon leucostomum

Figura 4: Tortuga Kinosternon leucostomum. Espécimen ndamero 1

Conocida como tortuga taparrabo o cajita, se encuentra dentro de los animales
en peligro de extincion de la lista roja del Ecuador, y como no evaluada en la
UICN (Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2017). Se la puede observar

compartiendo territorio con la tortuga Chelydra acutirostris en pozos, pantanos,
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rios entre otros medios semiacuaticos en Belice, Costa Rica, Colombia, Ecuador,

Guatemala, Honduras, México, Nicaragua y Panama (Alan Giraldo, 2012). En
Ecuador se la observa en el Bosque Humedo Tropical del Chocd, Bosque
Piemontano Occidental y el Bosque Deciduo de la costa, se la ha reportado en
Esmeraldas, Guayas, Los Rios, Sto. Domingo de los Tséchilas, Pichincha y
Canar (Torres-Carvajal, 2020).

Es una tortuga pequefia con una longitud recta de caparazon (LC) de 16 cm,
éste es liso, de color café oscuro con negro (Ministerio del Ambiente del Ecuador,
2017). El plastron tiene una coloracion café amarillenta, es ancho y posee dos
|6bulos o escudos, uno anterior y uno posterior, moviles, lo que permite que la
tortuga pueda ingresar de manera completa dentro de su concha para protegerse
de sus depredadores, la cabeza tiene 2 colores; café oscuro en la region dorsal
y amarillo en la region ventral y maxilar; su cuello también posee ambos colores,
pero las lineas van desvaneciéndose con la edad y transformandose en puntos
(Bonilla M.A., 2012). Al igual que la tortuga mordedora su alimentacién es
omnivora, esta incluye pequefios moluscos e insectos, peces y renacuajos,
hojas, frutos, vegetacion acuatica y en algunos casos carrofia (Alan Giraldo,
2012).

Amenazas: consumo humano y el trafico ilegal (Bonilla M.A., 2012).

Hematologia en reptiles

La hematologia es una excelente herramienta diagndstica para conocer el
estado de salud de nuestros pacientes, debido a que los cambios fisiol6gicos o
patolégicos de la mayoria de tejidos y 6rganos se reflejan de manera directa o

indirecta en la sangre (Silva, 2019).

Para obtener mejores resultados se recomienda realizar el analisis hematoldgico
justo después de la extraccion de sangre debido a que exposiciones prolongadas
a los anticoagulantes generan cambios morfologicos en las células y aumenta
los artificios como manchas celulares. No se recomienda el uso de EDTA para
la recoleccion de muestra de sangre en reptiles debido a que puede ocasionar

hemolisis especialmente en los Quelonios (Vickie Joseph, 2015). La Heparina a
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razén de 1-3 mg/ml se considera el anticoagulante de eleccién en reptiles,
principalmente en Quelonios (Silvestre, 2006).

Para extraer la sangre en los reptiles se debe seleccionar de manera correcta el
punto de venopuncién para no causar linfodilucién (artificio habitual en las
muestras de sangre) debido a que su sistema linfatico esta mas desarrollado que
el venoso, presentando vastas redes linfaticas plexiformes y cisternas que
ocupan el lugar de los linfonodos de los mamiferos, los principales troncos
linfaticos son el yugular, subclavio, lumbar y torécico. El volumen sanguineo
normal de los reptiles es del 5-8 % de su peso corporal, y se puede extraer hasta
un 10 % de este volumen para analisis hematolégicos y bioquimicos de sangre
(O'Malley, 2007). Para la mayoria de reptiles se recomienda el uso de agujas de
calibres 27G a 22G vy jeringas de 3mL para preservar la integridad celular y
minimizar la activacion trombocitaria ya que el flujo pasa de forma lenta por la
aguja a la jeringa con una presion de aspiracion baja (Stephen J. Divers S. J.,
2019).

Técnica de recuento: se recomienda realizarla de forma manual debido a la
presencia de eritrocitos y trombocitos nucleados que dificulta la interpretacion de
los resultados obtenidos con contadores automatizados (A. Martinez-Silvestre,
2011).

Identificacidn celular: se la realiza en el frotis sanguineo tefiido, utilizando la
tincion de Diff-Quik (Silvestre, 2006).

Eritrocitos

Los eritrocitos o globulos rojos (GR) de los reptiles son mas largos que los de las
aves y mamiferos, pero menores que los de anfibios (Vickie Joseph, 2015).
Tienen una forma eliptica con extremos redondeados y un nucleo redondo a oval
en posicién central, con un intervalo de vida de 600-800 dias (J. Jill Heatley,
2020). En animales sanos se puede encontrar eritrocitos en mitosis. La deteccion
de morfologia anémala, binuclear o actividad mitética nos pueden indicar que el

animal presenta una respuesta regenerativa marcada que puede deberse a una
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anemia por hibernacion prolongada, una enfermedad inflamatoria importante, o
malnutricion. Por otro lado, si se observan eritrocitos inmaduros (células
redondas ligeramente irregulares con un ndcleo redondeado grande y citoplasma
basofilico) puede tratarse de animales en periodo de muda, jovenes, o infectados

por hemoparasitos (A. Martinez-Silvestre, 2011).

Los reptiles tienen bajos valores de eritrocitos (300.000 - 2;500.000 Cel/uL)
(Douglas R. Mader, 2014) debido a que existe una relaciéon inversa entre el total
de GR y el tamafio de los mismos. Las Chelonias tienen los eritrocitos mas
grandes entre los reptiles (VCM >500) y como resultado un nidmero menor de
eritrocitos (500.000 Cel/uL) (Stephen J. Divers S. J., 2019). En la especie
Chelydra serpentina se han reportado intervalos de 154.166 - 530.000 Cel/pL
(Cicek, 2014)
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Figura 5: GR Chelonia Mydas

Fuente: Current therapy in reptile medicine and surgery (Douglas R. Mader, 2014).
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Figura 6: GR Binucleado

Fuente: Medicine and surgery of tortoises and turtles (Stuart McArthur, 2004).
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Figura 7: GR inmaduro y maduro

Fuente: Medicine and surgery of tortoises and turtles (Stuart McArthur, 2004).

Leucocitos

Los leucocitos o glébulos blancos (GB) pueden ser clasificados como
granulocitos (heterofilos, eosindfilos, basdfilos) y células mononucleadas
(linfocitos, monocitos, azurdfilos) (Nicole I. Stacy A. R., 2011) cumplen un papel
de defensa contra agentes infecciosos. Factores excéntricos (temperatura,
época del afio, estresores, capturas e inmovilizaciones, hibernacion) y distintos
agentes patdégenos pueden causar un efecto marcado en el leucograma de los
reptiles (Campbell, 2014). La cuenta manual de leucocitos sigue siendo la mas
aceptada y usada; sin embargo, tiene un error inherente de aproximadamente
20 % aun si se utiliza personal experimentado, por esto se recomienda que en
las investigaciones se especifique el método utilizado, estado del espécimen y
de ser posible ciertos caracteres intrinsecos y extrinsecos del animal. (Stephen
J. Divers S. J., 2019)

Hetero6filos: son células grandes y redondeadas, funcionalmente equivalentes
al neutrofilo de los mamiferos, normalmente son las mas abundantes (Vickie
Joseph, 2015). La diferencia entre neutréfilos y heterdéfilos radica en la
produccion de Peroxidasa y Fosfatasa é&cida; enzimas generadas por los
neutréfilos para desintegrar material necrotico; Los heterdfilos de los reptiles
dependen del método no oxidativo de fagocitosis y contienen B-defensinas que
contiene un amplio espectro de actividad contra agentes infecciosos, debido a
esto los reptiles no producen un material purulento liquido y si una pus caseosa
(Stephen J. Divers S. J., 2019) (Bassert, 2016). En algunas tortugas consta de
un nucleo lobulado; sin embargo, en la mayoria de las especies su nucleo es

ligeramente excéntrico y no lobulado, su citoplasma tiende a ser granulado y se
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tifie de color naranja brillante, puede haber algunos granulos opacos en la misma
célula (Silvestre, 2006). Incrementos significativos en el recuento puede indicar
enfermedades inflamatorias, especialmente infecciosas o con dafio tisular. Si
ademas se presentan heterofilos inmaduros podemos asociarlo a una respuesta
inflamatoria con etiologia infecciosa. La presencia de un nucleo lobular en las
especies que no lo poseen indica una inflamacién severa (A. Martinez-Silvestre,
2011).

H .
e il

Figura 8: Heterdofilo

Fuente: Clinics in laboratory medicine journal (Nicole I. Stacy A. R., 2011).

Eosinofilos: son células redondas con un ndcleo muy excéntrico y un
citoplasma muy granulado, con una respuesta positiva a la tincibon magenta-
eosinofilica de Diff Quik (DQ) (Silvestre, 2006); en algunas especies de tortugas
pueden representar hasta un 20% de los leucocitos. Un aumento en su recuento
puede indicar hibernacion, infecciones parasitarias, estimulacion del sistema

inmune (A. Martinez-Silvestre, 2011).

8 .

Figura 9: Eosinoéfilo sano

Fuente: Medicine and surgery of tortoises and turtles (Stuart McArthur, 2004).
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Figura 10: Eosinofilo maduro y un eosindfilo inmaduro.
Fuente: Clinics in laboratory medicine journal (Nicole I. Stacy A. R., 2011).

Basofilos: son células redondas, pequefias en comparaciéon con los eosinofilos,
sus granulos son redondos y fuertemente tefidos, llegando en muchas
ocasiones a enmascarar su nacleo céntrico. Contienen Histamina y su funcién
es similar a la de los basdfilos en los mamiferos (Vickie Joseph, 2015) (Bob
Doneley, 2018). Un numero alto de basdfilos en los reptiles se ve relacionado a
la presencia de parasitos principalmente intestinales, e infecciones virales y en
algunas especies se lo ha relacionado con el Invierno (A. Martinez-Silvestre,
2011); sin embargo, en algunos quelonios como la tortuga de desierto Gopherus
agassizii puede ser equivalente al 40 % de los leucocitos, en las tortugas
Chelydra serpentina y Trachemys es normal encontrar un valor elevado y en la
especie acuatica Pseudemys ruiventris es el tipo celular predominante (J. Jill
Heatley, 2020). Se ha reportado valores elevados desde 40-65 % en especimenes
sanos de algunos quelonios (Stephen J. Divers S. J., 2019), por ejemplo, en las
tortugas Chelydra serpentina se ha reportado valores de hasta 50-63 % de la

férmula leucocitaria (Perpifian, 2008).

Figura 11: Basdfilo sano.
Fuente: Medicine and surgery of tortoises and turtles (Stuart McArthur, 2004).
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Figura 12: Basdfilo roto (sano).
Fuente: Current therapy in reptile medicine and surgery (Douglas R. Mader, 2014).

Monocitos: son las células blancas de mayor tamafio en la sangre periférica, su
forma varia desde redonda a ameboide, con un nucleo pleomorfico (oval,
redondeo o lobulado) (A. Martinez-Silvestre, 2011), tienen capacidad fagocitaria
y estan presentes en enfermedades inflamatorias crénicas (Vickie Joseph,
2015). Su aumento puede deberse a hibernacion, estomatitis, nefritis crénica, y
hepatitis granulomatosa. En caso de observar eritro-fagocitosis y leuco-
fagocitosis se puede asociar con anemia (A. Martinez-Silvestre, 2011). Su
disminucién indica trastornos de médula ésea, radiacion o enfermedades
autoinmunes (Stuart McArthur, 2004) (Bob Doneley, 2018).

20.0 wm

Figura 13: Monocito

Fuente: Current therapy in reptile medicine and surgery (Douglas R. Mader, 2014).

Azurofilos: son células sanguineas especificas de los reptiles. Se las ve
generalmente en cocodrilos y ocasionalmente en tortugas. Son
morfologicamente similares a los granulocitos y monocitos. Son células redondas
con un borde citoplasmatico marcado, su citoplasma es de un color gris-azulado
con algunos pequefios granulos azurofilos a morados. El nucleo es redondo a

oval exceéntrico y ligeramente pleomorfico. Existe diferencia de conceptos de
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autores sobre su contabilizacion, por lo cual se recomienda hacer su conteo de
forma separada en serpientes y lagartos y junto con los monocitos en otros

reptiles (Nicole I. Stacy A. R., 2011).

Linfocitos: son pequefios con escaso citoplasma, en los reptiles pueden ser
confundidos con los trombocitos (Vickie Joseph, 2015), en ocasiones se pueden
observar adheridas a otras células, su nucleo es circular, situado céntricamente.
Su aumento puede deberse al sexo (hembras de algunas especies tienen un
ndamero mayor), edad (en la especie de tortuga marina Caretta careta se aprecia
un aumento en tortugas mas viejas), época del afio (Verano) o a una
estimulaciéon del sistema inmune a causa de inflamacion, infecciones
parasitarias, viricas, neoplasias, cicatrizacion de heridas (Stuart Mc. Arthur,
2004) (William J. Reagan, 2008). Su disminucion se debe a enfermedades
cronicas inmunosupresoras, estrés, malnutricion crénica, hibernacién, anorexia,

0 muestra contaminada (A. Martinez-Silvestre, 2011).

P

Figura 14: Linfocito.
Fuente: Medicine and surgery of tortoises and turtles (Stuart McArthur, 2004)

Trombocitos o plaquetas

Son las segundas células mas abundantes en sangre periférica, su principal
funcion es la hemostasia (Vickie Joseph, 2015). Son elipticas con un nucleo oval
céntrico, su citoplasma es casi transparente. Debido a su funcion de cicatrizacién
y coagulacion tienden a agregarse, en algunos reptiles se ha observado que
pueden transportar oxigeno para cubrir las necesidades cuando existen pérdidas
eritrocitarias (Sobotta, 2008) (A. Martinez-Silvestre, 2011). Su aumento puede

deberse a hemorragias, infecciones o anemia hemolitica, y su disminucion esta
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relacionada con enfermedades de la médula 6sea, cirrosis, deficiencia de

vitamina B12 o anemia aplasica.
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Figura 15: 2 trombocitos.
Fuente: clinics in laboratory medicine journal (Nicole I. Stacy A. R., 2011).

Hematocrito

Denominado en inglés Packed Cell Volume (PCV) para diferenciar el realizado
en maquinas (no recomendado) del centrifugado (recomendado); es el volumen
ocupado por los hematies contenidos en 100 ml de sangre, es decir indica la
cantidad de eritrocitos por volumen de sangre, Se expresa en porcentaje
(Calendaria Juste de Santa-Ana, 2015) (Stephen J. Divers S. J., 2019).

El hematocrito (Hto) normal de los reptiles varia entre 15-55 %, valores
superiores indican hemoconcentracion por edad avanzada, Otofio,
deshidratacién, anemia no regenerativa, y valores menores al 10 % indican la

necesidad de una transfusion sanguinea (A. Martinez-Silvestre, 2011).

Hemoglobina

Proteina conjugada de los eritrocitos que se encarga del transporte de Oxigeno,
puede ser determinada por contadores automaticos, espectrofotometros
(Calendaria Juste de Santa-Ana, 2015) o por medio de la férmula de relacién
hematocrito/hemoglobina, tomando en cuenta que el valor del hematocrito por
1000 es aproximadamente tres veces el valor de la (Hb) expresada en g/L (S.
Mitchell Lewis, 2007), esta relacion consiste en calcular la Hb al dividir el Hto

para un factor entre 3 y 3,3, esta es una proporcion matematica que solo se
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cumple si los individuos estan sanos por lo cual en pacientes con anemia o con
eritrocitos alterados puede dejar de cumplirse (Mariela Forrellat-Barrios, 2010).
Sus intervalos observados son generalmente bajos de 5.1-12.0 g/dL (Stephen
J. Divers S. J., 2019), y generalmente los valores son menores a 10 g/dL (ELLIS,

2013)

Hematocrito (Hto)

3033

(Mariela Forrellat-Barrios, 2010)

Parametros eritrocitarios

Son parte del conteo sanguineo completo y sirven para diagnosticar afecciones
en GR, y diferenciar tipos de anemia (U.S. Department of Health and Human

Services & National Institutes of Health, 2020).

Volumen corpuscular medio (VCM): es el tamafio promedio de los GR. Los
valores publicados varian entre 160- 950 fl (ELLIS, 2013), y en la mayoria de
reptiles el MCV de eritrocitos maduros varia de 200-1200 fl; en Chelonias se
puede apreciar intervalos mayores de 500 fl (Douglas R. Mader, 2014). Se

calcula mediante la siguiente formula:

Hematocrito (%)
VCM = x10
# GR (CellL)

(Rodney Rhoades, 2009)

Hemoglobina corpuscular media (HCM): indica el peso/cantidad de
hemoglobina por GR. En los reptiles los rangos van entre 60.2—-270.8 pg con una
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media de 125.5 + 46.8 pg (Stephen J. Divers S. J., 2019). Para su célculo se

utiliza la siguiente férmula:

Hemoglobina en sangre x 10

HCM =

# GR (CellL)

(Rodney Rhoades, 2009)

Concentracion de Hemoglobina corpuscular media (CHCM): es la cantidad
de hemoglobina relativa al tamafio de la célula por GR. En los reptiles los valores
oscilan entre 20% and 40% (g/dl) (ELLIS, 2013) con una media de 31.1 + 4.0
g/dl, también se describen rangos entre 22.5 — 39.3 g/dl (Stephen J. Divers S. J.,

2019) Se la obtiene por la siguiente férmula:

Hemoglobina en sangre x100

CHCM =

Hematocrito

(Rodney Rhoades, 2009)

Proteinas

El analisis de la proteina en el plasma sanguineo se realiza de manera similar
que, en otras especies por medio del refractémetro, el principio por el cual se
utiliza este método se debe al hecho de que las proteinas en una solucion
(plasma) causan un cambio en el indice refractivo, el cual se considerara como

el valor proporcional de proteinas totales (Feldman, 2004).

Las proteinas totales incluyen cientos de proteinas que son sintetizadas
principalmente en el higado, ellas mantienen la presion oncotica que preserva el
volumen de liquidos corporales, protegen el organismo de patdégenos y ayudan

a la coagulacion y transporte de hormonas y sustancias : acidos biliares, acidos
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grasos libres, medicamentos (J. Jill Heatley, 2020). Sus valores se incrementan
en casos de deshidratacion, enfermedades cronicas, o lipemia, y vitellogenosis
en hembras (Stephen J. Divers S. J., 2019), y disminuyen en casos de
desnutricion, disfuncion hepatica, enfermedad renal, desordenes gastricos (mala
absorcion, mala digestién) e infeccion parasitaria (Vickie Joseph, 2015). La
concentracion total de proteinas en reptiles sanos oscila entre los 3-7 g/dl (30-70
g/L) sin embargo difiere segun la especie y se ha observado valores de 20 g/L

en tortugas aparentemente sanas (Douglas R. Mader, 2014).

En la mayoria de reptiles se considera hiperproteinemia en valores mayores a
los 70g/L e hipoproteinemia con valores menores a los 30 g/L. Los reptiles en
cautiverio pueden exhibir mejores concentraciones en los valores de proteina
totales en comparacion a las mismas especies en vida silvestres debido a
periodos prolongados de dietas en alta cantidad proteica (Douglas R. Mader,
2014)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Biologicos

e 30 tortugas Chelydra acutirostris
e 30 tortugas Kinosternon leucostomum.

e 60 muestras de sangre total

3.1.2. Fisicos (insumos o consumibles)

e Mascarilla

e Guantes

e Cajas plésticas grandes

e Algododn

e Hisopos

e Jeringas de 3ml con aguja 23Gx1 (azul)
e Tubos pequeiios con heparina

e Lapiz

e Corrector no toxico.

3.1.3. Quimicos y Reactivos

e Tincién de Diff Quik
e Diluyente de Natt & Herrick

3.1.4. Material de laboratorio y equipos

e Camara de Neubauer
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e Micro hematocrito
e Porta objetos

e Pipeta de Thomson
e Centrifuga

e Microscopio

e Refractémetro

3.1.5. Material de oficina

e Computadora

e Camara fotografica

e Programa estadistico
e Reqistros

e Libreta de apuntes

3.2. Métodos

3.2.1. Area de estudio

La presente investigacion se realizé en el Zoo Bioparque Amaru localizado en el
cantén Cuenca, provincia del Azuay, parroquia Paccha, ubicado a 11 km del
centro de la ciudad de Cuenca, conectado por la Autopista Cuenca-Azogues, en
las coordenadas: -2.894023, -78.95690; a 2400 - 2500 m.s.n.m.
La temperatura de Cuenca generalmente variade 7 °C a 17 °C y rara vez baja a
menos de 5°C o sube a mas de 23°C. El Bioparque posee una superficie de 6.25
hectareas y una poblacion de alrededor de 1.500 animales silvestres entre
mamiferos, aves, reptiles y anfibios, distribuidos en cinco bioregiones (Region
Andina, Bosque Seco, Amazonia, Islas Encantadas y Africa Salvaje). Se utiliz6
el &rea de cautiverio y exposicion de reptiles, el laboratorio de anfibios y reptiles

del Bioparque para realizar el estudio hematoldgico.
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Figura 17: Area y divisiones del Zoo Bioparque Amaru.

Fuente: Zoo Bioparque Amaru.
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3.2.2. Unidad de andlisis

La muestra constd de un total de 60 especimenes (30 tortugas Chelydra
acutirostris y 30 tortugas Kinosternon leucostomum) aparentemente sanas

mantenidas en cautiverio dentro de las instalaciones del Bioparque.

3.3. Metodologia

3.3.1. Toma de Muestra

Se realiz6 la captura de 2 a 4 individuos por dia, fueron trasladados al laboratorio
de anfibios y reptiles del Zoo Bioparque Amaru en donde se realizé un examen
morfométrico y fisico objetivo general de los mismos para confirmar su aparente
estado de salud. Se esperd entre una y dos horas y se realizé la extraccion de la
muestra sanguinea de la vena coccigea en las tortugas Chelydra acutirostris y
de la subcarpacial en las tortugas Kinosternon leucostomum con una jeringa de
3ml con aguja de calibre 23Gx1, la sangre obtenida se depositd en tubos de
heparina de 1ml para su posterior analisis.

Al momento de realizar el muestreo las temperaturas fluctuaron entre 13°C los
dias mas frios y 22°C los mas calidos. Las temperaturas fueron tomadas dentro
y fuera de los tortugarios, segun su area de cautiverio. Los 60 especimenes
utilizados en este estudio fueron marcados en su caparazon con corrector no

toxico y devueltos a su area de cautiverio.

3.3.2. Hematocrito

Por capilaridad se colocé la sangre en el microttbulo y luego fue centrifugado a
1200 G, 11.000 r.p.m. por 5 min, luego se coloco el microtabulo sobre la tabla o
carta de lectura de hematocritos (Europa Labware) y se observé el valor

porcentual del hematocrito.
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3.3.3. Proteinas

Se coloc6 una gota del plasma sanguineo contenido en el microtibulo en la
paleta de solidos totales del refractdmetro manual (ADE advanced optics RHC-
30), cerramos la tapa plastica para que se disperse el plasma sobre el prismay

se procedi6 a observar el nivel de proteinas de la muestra.

3.3.4. Recuento celular y féormula
3.3.4.1. Frotis sanguineo y tincion de Diff Quik

En el portaobjetos previamente marcado con el nimero de la tortuga se colocé
una gota de sangre y se realiz6 el extendido del frotis sanguineo utilizando otro
portaobjeto en 45°. Una vez seco se procedié a la tincion en donde se realizaron
8 - 10 inmersiones en cada reactivo de la tincion de Diff Quik (fijador, Eosina,
Basofila blue), y un enjuague final para eliminar el excedente, una vez seco se
observo al microscopio con lente de 40X y se procedio al conteo de las células
para determinar la formula leucocitaria y los trombocitos, procedimientos que se

describen posteriormente

3.3.4.2. Recuentos de glébulos rojos y blancos: Camara de Neubauer

Se tomaron 995 microlitros de la Solucién de Natt & Herrick con una pipeta
automaética, con el fin de no contaminar esta solucion dicha cantidad se coloco
en un recipiente aparte, con la pipeta de Thomson se absorbié hasta 0,5 0 0,2
(dependiendo del tipo de numeracion de la pipeta) de sangre y se completd hasta
llegar al 1 0 101 con Solucién de Natt & Herrick consiguiendo una dilucion de
1:200; luego de 1-3 minutos se eliminé las primeras 3 gotas y se colocé la cuarta
gota en la camara de Neubauer, finalmente se procedio al conteo con el lente de

40X en el microscopio.
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El resultado obtenido de GR fue multiplicado por 10.000, y el resultado de GB
por 200 para obtener el numero de eritrocitos y leucocitos por microlitro

respectivamente.

3.3.4.3. Férmula leucocitaria- Recuento de glébulos blancos en el frotis
sanguineo

Se realiz6 el conteo de 100 GB para obtener la formula leucocitaria porcentual o
relativa, con el valor obtenido por medio de una regla de tres simple se obtuvo la

formula leucocitaria absoluta.

3.3.4.4. Recuento de Trombocitos

Se realizé el conteo de los trombocitos presentes en 10 campos del frotis
sanguineo con el lente de 100X, y el promedio obtenido se multiplicé por 20.000
para obtener el nUmero de células por microlitro. Ademas de la técnica descrita
como método de andlisis objetivo de la normalidad en la cantidad de trombocitos
se realizé la observacion del frotis completo segun lo sugerido y explicado en el
webinar “Hematologia en especies no domésticas” dictado por Nicole I. Stacy de
la Universidad de Miami (2020). Con este tipo de conteo, el investigador
determina si el nimero de trombos es normal, aumentado o disminuido

permitiendo conocer de forma objetiva si existe alguna alteracién en su conteo.

3.3.4.5. Hemoglobinay Parametros eritrocitarios (VCM, HCM, CHCM)

Fueron obtenidos mediante las férmulas descritas por Rodney Rhoades, (2009).

3.4. Andlisis estadistico

Para el andlisis de las variables en estudio, los datos registrados fueron
introducidos en el programa informatico de Microsoft Excel y posteriormente

analizados en el programa estadistico infostat.
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Para el Objetivo Especifico 1 se realizaron los estadigrafos de tendencia central,
media y mediana y los de dispersion: desviacion estandar, error estdndar de la
media y el coeficiente de variacion, cuartiles Q1 y Q3 vy los intervalos de

confianza al 95%.
En el Objetivo Especifico 2 se determiné si las variables siguen la distribucion
normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk y si existia correlacion entre las

variables utilizando la correlaciéon de Spearman.

Finalmente, para el Objetivo Especifico 3 se realiz6 la prueba de comparacion

de muestras independientes de Mann-Whitney.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros hematologicos de las tortugas Kinosternon leucostomum se
aprecian en las tablas 1 ala 4 y de las tortugas Chelydra acutirostris pueden ser

observados en las tablas 5 a la 8.

Tabla 1. Hto, GR, Hb y parametros eritrocitarios de las tortugas

Kinosternon leucostomum en cautiverio (n=30)

. . . . IC 95%

Parametro Min Max Media | Mediana | CV E.E T LS
Hto (%) 15 27 21,43 20 14,3 | 0,56 20,29 22,58
GR (Cel/uL) | 190.800 | 534.000 | 411.800 | 419.000 | 24,9 | 18.735 | 373.482 | 450.118
Hb (g/dl) 5 9 7,2 7 12,3 | 0,16 6,87 7,53
VCM (fl) 362 1048 563,7 511,5 355 | 36,6 488,9 638,4
HCM (pg) 121 349 187,9 170,5 355 | 12,2 163,0 212,7
CHCM (g/dl) 33 33 33 33 0,0 0 33 33

CV (Coeficiente de Variacién), E.E. (Error Estandar), IC (Intervalo de confianza), LI (limite
inferior), LS (limite superior).

Con relacion al Hto, la media encontrada es de 21,43 % similar a la reportada
por Edwar J. Acero (22.38+3.41%) en su investigacion: Valores hematol6gicos
de Amazona amazonica, Amazona ochrocephala, Cebus apella, Cebus albifrons,
Saimiri sciureus, Saguinus leucopus, Geochelone carbonaria, Boa constrictor y
Kinosternon leucostomum en el Centro de Recepcién y Rehabilitacion de Fauna
Silvestre del Dama CRRFS (2004); sin embargo, difiere de la media obtenida en
el Zoo de Cali (28,88 %, valores aun no publicados), compartidos por Juliana
Pefia, jefa del Area de Salud (base de datos Kinosternon leucostomum 2009-
2018); esta variacion podria deberse a que las tortugas examinadas estan en
dos zonas geograficas diferentes con una temperatura ambiental distinta y se
consideraria como un factor que afecta indirectamente este parametro. Por otro
lado, los valores minimo y maximo del Hto reportados por A. Martinez-Silvestre,
(2011) son de 15-55 %:; y se observa que el valor minimo coincide con la presente
investigacion, mientras que el maximo difiere, esto probablemente porque el
autor indica los valores referenciales de todos los reptiles tomando en

consideracion un compendio de diferentes especies lo que corrobora la
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importancia de determinar los parametros hematoldgicos de cada especie en

particular.

En la Hb se observa una media y mediana cercanas, lo cual indica un centro
claro de los datos, que estadisticamente avala la consistencia y confianza de los
resultados. Con relacion a los valores minimos y maximos de Hb, HCM y CHCM
los resultados coinciden con lo descrito para Chelonias por Douglas R. Mader, &
Stephen J. Divers, (2014). De la misma manera los valores de HCM (pg) y los
CHCM (g/dl) se encuentran dentro de los intervalos de valores descritos en
reptiles 60.2—270.8 pg y 20-40 g/dl por Stephen J. Divers, & Scott J. Stahl, (2019)

respectivamente.

Los limites inferior y superior en el IC 95 % del parametro VCM son mayores a
los descritos por Edwar J Acero (283,07-346,85 fl) y los del Zoo de Cali (177-238
fl); con relacion a la media, valor minimo y valor maximo coinciden con los
descritos para Chelonias (500fl); al igual que el intervalo referencial que coincide
con los valores de los reptiles publicados (Douglas R. Mader, & Stephen J. Divers
2014). Se conoce que el VCM es un parametro eritrocitario que se obtiene
mediante férmula y que depende de la determinacion del Hto y el conteo de GR;
por lo que la diferencia en los LI y LS podria deberse a los métodos de obtencion
de los parametros hematoldgicos, en esta investigacion el Hto se obtuvo por
centrifugacion y se realizé el conteo manual de los GR, debido a que son los
métodos mas recomendados en reptiles; sin embargo se debe considerar que
existe un error de hasta el 20% en los conteos manuales pudiendo ocasionar
variaciones en los resultados (Stephen J. Divers S. J., 2019). Al observar el valor
de la media de GR obtuvimos un resultado menor al reportado por Edwar J.
Acero (0.73+0.133 108/uL) y el descrito para Chelonias 500.000 Cel/uL por
Stephen J. Divers 2019; sin embargo, se encuentra dentro de los valores
descritos para reptiles 300.000 — 2,500.000 Cel/uL por Douglas R. Mader, &
Stephen J. Divers, (2014) y es superior al descrito por el Zoo de Cali. El valor del
VCM puede verse aumentado por varios factores, pero al relacionarlo con los
GR y en vista de que no se encontraron hemoparasitos y los animales
muestreados no demostraban signos de anorexia, esta disminucion parcial de
GR en conjunto con el aumento de VCM podria deberse a una anemia

macrocitica causada por la constante exposicion a temperaturas entre 13y 22°C
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lo que les lleva a un estado ciclico de brumacion/letargia por frio, ocasionando

en las noches y dias con temperaturas bajas una disminucion casi total del
metabolismo provocando bradipnea y bradicardia fisioldgicas y la alimentacion
pasa a segundo plano; ademas, las tortugas antes de entrar en brumacién dejan
de consumir alimentos por dias o hasta semanas lo que implica que no habria
aporte de biomoléculas organicas ni minerales como la Vitamina B12. En este
estado existe un aporte menor de Oxigeno ocasionando la alteracién en el VCM
y en los GR lo que genera anemia macrocitica fisiol6gica. Se debe considerar
gue los animales muestreados debido al frio ingresaban y salian del estado de
brumacién/letargia lo que pudo ocasionar esta anemia macrocitica y que a largo

plazo se pueden sumar un conjunto de otras patologias.

Tabla 2: GB y férmula leucocitaria de las tortugas Kinosternon leucostomum

en cautiverio (n=30)

Parametro Min Max Media Mediana | CV E.E T IC 95%LS
GB (Cel/uL) 14800 | 39800 | 26013,3 23600 25,2 | 1198 | 23.563 | 28.464
Het % 25 49 36,47 37 14,5 | 0,96 34,5 38,43
Het (Cel/pL) 5412 18228 9553,9 8847 32,4 | 564,8 8399 10709
Eos % 3 15 9,07 9 32,2 | 0,53 7,97 10,16
Eos (Cel/uL) 820 5580 23715 2199 44,1 | 1911 1981 2762
Baso % 24 51 37 36 199 | 1,34 34,26 39,74
Baso(Cel/uL) | 5476 16224 9523,1 8719 28,7 499 8503 10544
Mon % 4 14 8,83 9 34,9 | 0,56 7,68 9,99
Mon (cel/pL) 880 4368 2299,7 2316 435 | 182,6 1926 2673
Linf % 5 15 8,6 8,5 28,3 | 0,44 7,69 9,51
Linf(Cel/uL) 888 5970 2253,1 2267 42,5 | 174,6 1896 2610

En el conteo de GB, la media encontrada en esta investigacion es superior a la
descrita por Edwar J. Acero (6343,18 + 1830,98 10%/uL), y la reportada por el
Zoo de Cali (13148 Cel/uL), esta diferencia y aparente aumento se explica al
observar la formula leucocitaria, considerando la temperatura baja a la que estan
expuestas como causante principal. Pero se encuentra dentro del rango
descritos en reptiles sanos <30.000 Cel/uL (Douglas R. Mader, & Stephen J.
Divers, 2014).

Flora Beatriz Neves De Carvalho De Icaza Oehlke 48




AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA
=

Las medias del porcentaje de heterdéfilos y 95 % de intervalo de confianza del
porcentaje de linfocitos que se obtuvieron en esta investigacion son inferiores a
las obtenidas por Edwar J. Acero (47.31+13.35 % heterofilos 10,11-25,79 %
linfocitos); y por el Zoo de Cali (69,02% heterdfilos; 10-14% linfocitos); sin
embargo, la media del porcentaje de heteréfilos se encuentra dentro de lo
descrito por Douglas R. Mader, & Stephen J. Divers, (2014) en los reptiles.

Al 95% de confianza el % de eosindéfilos es mayor que el descrito por Edwar J
Acero (3.131£4.96 %) y estan dentro de los parametros descritos por A. Martinez-
Silvestre et al. (2011) en reptiles (<20 %), lo mismo ocurre con el porcentaje de
basofilos que es superior a lo que obtuvo Edwar J Acero (23.75+10.38 %) vy el
Zoo de Cali 95% IC (4-6 %) y se encuentran dentro del pardmetro establecido en
Chelonias (< 65 %) (Stephen J. Divers, & Scott J. Stahl, 2019). La media del
porcentaje de monocitos también es superior al investigado por Edwar J Acero
(4.22+4.92 %) y el Zoo de Cali (1-2 %) ademas estos se encuentran cercanos al
limite superior descrito en reptiles sanos 0-10 % (Stephen J. Divers, & Scott J.
Stahl, 2019).

Al analizar cada porcentaje de leucocitos vemos que existe un posible aumento
en los eosindfilos, baséfilos y monocitos; y, un aparente descenso en los
heterdfilos y linfocitos. Al haber realizado la toma de muestra de animales
aparentemente sanos se asume el clima como principal agente causal de la
posible alteracidn leucocitaria puesto que coincide con el patrén leucocitario de
hibernacion/brumacion. Los valores reportados son de utilidad para animales

encontrados en areas frias.
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Tabla 3: Trombocitos y proteina plasmatica de las tortugas Kinosternon

leucostomum en cautiverio (n=30)

. . . IC 95%
Parametro Min Max Media Mediana CcvVv E.E
LI LS
Tromb # 30000 | 48000 | 39133,3 40000 13,8 | 985,8 | 37117 | 41150
Prot (g/L) 33 55 46,87 45 13,1 1,12 44 57 49,16

La media de los trombocitos coincide con la establecida para los reptiles 25-350
por cada 100 GB (Douglas R. Mader, & Stephen J. Divers, 2014); utilizando este
célculo nuestra media es de 150 trombocitos por cada 100 GB. Otra manera de
determinar los trombocitos es de forma subjetiva segun la cantidad de coagulos
en el frotis (disminuido, normal o aumentado), los pardmetros que obtuvimos

estan dentro de lo considerado como normal.

Los valores de proteinas al 95% de Intervalo de confianza coinciden con el rango
descrito por (Douglas R. Mader, & Stephen J. Divers, 2014) para Chelonias (20-
70 g/L); sin embargo, son inferiores a los encontrados por el Zoo de Cali (60-70
g/L), esto podria deberse a que se utlizaron dos técnicas diferentes para
determinar estos valores, en la presente investigacion se utilizo el refractometro
manual (proteinas plasmaticas) mientras que en el Zoo de Cali se realiz6 por
espectrofotometria (proteina sérica); también debe considerarse factores

externos (dieta, manejo, temperatura y areas del terrario).

Tabla 4: Hto, GR, Hb y pardmetros eritrocitarios de las tortugas Chelydra

acutirostris en cautiverio (n=30)

3 . ) ) IC 95%
Parametro Min Max Media | Mediana| CV E.E T s
Hto (%) 15 45 26,73 25 26,54 1,3 24,08 29,38
GR (Cel/yL) | 176400 | 624000 | 362960 | 366200 | 31,23 | 20698 | 320627 | 405293

Hb (g/dl) 5 15 8,94 8,33 26,24 | 0,43 8,06 9,81
VCM (fl) 321 2551 839,03 740 54,72 | 83,82 | 667,61 | 1010,46
HCM (pQ) 107 850 279,73 247 54,69 | 27,93 | 222,61 | 336,86
CHCM (g/dl) 33 33,33 33,29 33,33 0,34 0,02 33,24 33,33
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El LIy LS con un intervalo de confianza del 95% del hematocrito obtenido en la
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presente investigacion es mayor a los descritos en la especie Chelydra
serpentina (14-33 %) (Andrea C. Apalasca et al, 2019) en su investigacion
Health Assessment Of Free-Ranging Chelonians In An Urban Section Of The
Bronx River, New York publicada en el Journal of Wildlife Diseases, y al
porcentaje descrito para la tortuga Macrochelys temminckii (22,1-24,4 %), en la
publicacion Exotic Animal Laboratory Diagnosis Book, (J. Jill Heatley, & Karen
Russell, 2020); y, es menor a los valores obtenidos en el Zoo de Cali (base de
datos Chelydra acutirostris 2002-2018) con una media de 28,88%; esta
diferencia podria deberse a factores externos como el clima y que las muestras
en esta investigacion fueron tomadas en un periodo de tiempo corto en relaciéon
a las del Zoo de Cali gue son un compendio de muestras extraidas durante mas
de una década. Por otro lado, el valor minimo y maximo, se encuentran dentro
de los parametros descritos en los reptiles 15-55 % (A. Martinez-silvestre, 2011).
La media de la Hb descrita en esta investigacién es similar a la indicada para
Chelonias <10g/dl (Douglas R. Mader, & Stephen J. Divers, 2014), y reptiles 5,1-
12 g/dl (Stephen J. Divers S. J, 2019) y 9,01 g/dl por el Zoo de Cali. De la
misma manera el intervalo de confianza del 95% del CHCM se encuentra dentro
del intervalo establecido por Stephen J. Divers S. J, (2019) realizado en reptiles
(20-40 %) y son cercanos a los compartidos por el Zoo de Cali (29-33 g/dI).

El VCM se halla dentro del intervalo descrito para los reptiles (160-1200 fl); sin
embargo, es superior al encontrado en el Zoo de Cali (216,51-440,51 fl) y la
media es mayor a la descrita por Douglas R. Mader, & Stephen J. Divers, (2014)
en las Chelonias (500 fl). El intervalo de confianza al 95% de la HCM es superior
a la descrita por Stephen J. Divers S. J, (2019) en los reptiles (60.2—270.8 pg).
Este aumento en los valores de VCM y HCM nos indica una aparente anemia
macrocitica la cual podria tener una relacion directa a la brumacioén/letargia por
frio recurrente o continua en vista de las bajas temperaturas a las que estan
expuestas.

La media de los GR es menor al expuesto por el Zoo de Cali (814,500 Cel/uL) y
menor al valor descrito en las Chelonias (500.000 Cel/uL); sin embargo, los
valores minimos y maximos son cercanos a los descritos por Cicek, (2014) en
las tortugas Chelydra serpentina (154.166-530.000 Cel/uL). Considerando los
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parametros incrementados de VCM y HCM; y la aparente disminucién de los GR
se puede indicar que existe una aparente anemia macrocitica, la cual podria
deberse a las bajas temperaturas lo que induce al animal a entrar en estivacion
con futura letargia por frio o brumacion, esto disminuye su metabolismo para

hacer frente a las bajas temperaturas.

Tabla 5: GB y formula leucocitaria de las tortugas Chelydra acutirostris

en cautiverio (n=30)

. . . . IC 95%
Parametro Min Max Media Mediana Ccv E.E T s
GB (Cel/pL) 10000 | 44600 26067 27400 37,6 1789 | 22407 | 29726
Het % 18 58 31,67 29 27,37 1,58 28,43 34,9
Het (Cel/uL) 2754 14016 | 8152,2 8094 42,22 628 6867 9438
Eos % 2 38 13,93 12 60,96 1,55 10,76 171
Eos (Cel/uL) 864 10640 | 3458,87 3118 67,28 425 2590 4328
Baso % 5 50 26,1 26 48,26 2,3 21,4 30,8
Baso (Cel/uL) | 1582 15228 | 6737,4 5872 62,16 765 5174 8301
Mon % 2 17 7,77 7 48,02 0,68 6,37 9,16
Mon (Cel/uL) 306 7582 | 2070,13 2034 70 265 1529 2611
Linf % 6 42 20,53 18 40,82 1,53 17,4 23,66
Linf (Cel/uL) 1296 15164 | 5648,07 4626 65,7 678 4262 7034

Al 95% de nivel de confianza, el limite superior de los GB se encuentra dentro
de los pardmetros descritos para reptiles <30.000 Cel/puL (Douglas R. Mader, &
Stephen J. Divers, 2014); sin embargo, el intervalo de la presente investigacion
fue mayor al encontrado en las tortugas Macrochelys temminckii descritas por J.
Jill Heatley, & Karen Russell (2020) 11,2-13,4 x103/uL y lo compartido por el Zoo
de Cali en las Chelydra acutirostris (7.197-11.318 Cel/uL). Las diferencias de los
resultados obtenidos se pueden deber a que los estudios se realizaron en varias
especies en el caso de la tortuga Macrochelys temminckii y al periodo de tiempo
de la toma de muestras, sin embargo, no se descarta que el incremento de los
leucocitos se deba a una respuesta fisiologia debido a factores externos como la
temperatura.

El porcentaje de heterdfilos con un intervalo de confianza de 95 % descrito en
esta investigacion es inferior al reportado en las tortugas Macrochelys temminckii
37-43 % (J. Jill Heatley, & Karen Russell, 2020) y los datos no publicados
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compartidos por el zoo de Cali en Chelydra acutirostris (64-74 %); sin embargo,
es superior al encontrado en Chelydra serpentina 3-30 % (Andrea C. Apalasca.
et al, 2019) Sin embargo, se encuentra dentro de los parametros establecidos
para los reptiles (0-40 %). Con relacion al porcentaje de linfocitos los valores
encontrados fueron menores a los descritos por Andrea C. Aplasca et al, (2019)
31-70 %, y los de la especie Macrochelys temminckii 20-25 % expuestos (J. Jill
Heatley, & Karen Russell, 2020), sin embargo, fueron superiores a los
determinados por el Zoo de Cali (14-20 %). Segun Stephen J. Divers, & Scott J.
Stahl, (2019) los linfocitos en los reptiles corresponden hasta un 80 % del total
de leucocitos.

Los LIy LS en el intervalo de confianza al 95 % del porcentaje de eosindfilos son
inferiores a los encontrados por J. Jill Heatley, & Karen Russell, (2020) en las
tortugas Macrochelys temminckii (20.2-24.5 %) y superior al compartido por el
Zoo de Cali (2-7 %); sin embargo, se encuentra dentro del parametro descrito en
las Chelonias por A. Martinez et al (2011) (<20 %). Con respecto al porcentaje
de basdfilos, el reportado en esta investigacion fue mayor al descrito por J. Jill
Heatley, & Karen Russell, (2020) realizado en las tortugas Macrochelys
temminckii (6.5-10.8 %) y al encontrado por el Zoo de Cali (12-19 %); sin
embargo, se encuentran dentro de lo reportado en Chelonias <65 % (Stephen J.
Divers S. J., 2019). En cuanto al porcentaje de monocitos el valor fue mayor al
del Zoo de Cali 5-7 %; y, se encuentra dentro de lo publicado en reptiles sanos
0-10 % (Stephen J. Divers, & Scott J. Stahl, 2019). Las diferencias en los
resultados de porcentajes de los distintos tipos de leucocitos encontrados en esta
investigaciéon con los reportados en varias publicaciones, podrian deberse a que
los parametros fueron determinados en distintas especies; sin embargo, tienen
relacion directa con el patrén de alteracion leucocitaria secundario a las bajas
temperaturas.

Al contrarrestar los resultados hematolégicos que nos indican una posible
anemia macrocitica con los GB que sugiere una aparente alteracion leucocitaria
por bajas temperaturas, se podria indicar que la temperatura ambiental al
parecer ha ocasionado periodos de brumacion/letargia recurrente; sin embargo,
estos parametros podrian ser los considerados como referenciales para estas

especies en estas condiciones ambientales.
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Tabla 6: Trombocitos y proteina plasmatica de las tortugas Chelydra

acutirostris en cautiverio (n=30)

. . . ) IC 95%
Parametro Min Max Media Mediana CVv E.E T S
Tromb # 20000 | 68000 38867 39000 27,75 1969 | 34839 | 42894
Prot (g/L) 35 88 65,9 66,5 16,28 1,96 61,89 | 69,91

La media de los trombocitos concuerda con lo descrito para los reptiles 25-350
por cada 100 GB (Douglas R. Mader, & Stephen J. Divers 2014), utilizando este

célculo nuestra media es de 150 trombocitos por cada 100 GB. De la misma

manera los LI y LS del Intervalo de confianza 95 % de las proteinas se

encuentran dentro de lo establecido por el mismo autor para los reptiles (30-70
g/L) y las Chelonias (20-70g/L).

Los resultados obtenidos en base al objetivo 2 se observan en las tablas 7 a la

12.

Tabla 7: Analisis de normalidad de Shapiro Wilks de los parametros

hematoldgicos de las tortugas Kinosternon leucostomum

Variable Media D.E. W P (unilateral D)
Hto (%) 21,43 3,06 0,85 0
Prot (g/L) 46,87 6,14 0,88 0,01
Hb (g/dl) 7,2 0,89 0,85 0
VCM (FI) 563,67 200,18 0,8 0
HCM (pg) 187,87 66,62 0,8 0
CHCM (g/dI) 33 0 INF 1
GR (Cel/uL) 411800 102616,78 0,84 0
GB (Cel/uL) 26013,33 6563,42 0,92 0,12
% Heterofilo 36,47 5,27 0,98 0,91
# Heterofilo 9553,93 3093,43 0,92 0,09
% Eosindfilo 9,07 2,92 0,95 0,43
# Eosindfilo 2371,53 1046,78 0,93 0,2
% Basofilo 37 7,35 0,90 0,02
# Basofilo 9523,07 2733,04 0,91 0,07
% Monocito 8,83 3,09 0,90 0,02
# Monocito 2299,73 1000,37 0,92 0,1
% Linfocito 8,6 2,43 0,94 0,27
# Linfocito 2253,13 956,52 0,87 0
Tromb (Cel/uLl) |39133,33 5399,45 0,92 0,08

p < al alfa 0,05 se rechaza la hipétesis nula, comportamiento no normal, no paramétrico
p > al alfa 0,05 no se rechaza hipétesis nula, comportamiento normal o paramétrico
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Tabla 8: Analisis de normalidad de Shapiro Wilks de los parametros

hematoldgicos de las tortugas Chelydra acutirostris

Variable Media D.E. W P (unilateral D)
Hto (%) 26,73 7,1 0,89 0,01
Prot (g/L) 65,9 10,73 0,97 0,74
Hb (g/dl) 8,93 2,34 0,89 0,01
VCM (F) 839,03 459,08 0,82 0,00
HCM (pg) 279,73 152,99 0,82 0,00
CHCM (g/dI) 33,29 0,11 0,4 0,00
GR (Cel/uL) 362960 113369 0,95 0,48
GB (Cel/uL) 26066,67 9800,4 0,93 0,16
% Heterdfilo 31,67 8,67 0,88 0,01
# Heterofilo 8152,2 3442,18 0,91 0,05
% Eosindfilo 13,93 8,49 0,87 0,00
# Eosindfilo 3458,87 2327,17 0,87 0,00
% Basdfilo 26,1 12,6 0,93 0,21
# Basdfilo 6737,4 4187,84 0,89 0,01
% Monocito 7,77 3,73 0,93 0,19
# Monocito 2070,13 1449,19 0,85 0,00
% Linfocito 20,53 8,38 0,91 0,04
# Linfocito 5648,07 3710,85 0,88 0,01
Tromb (Cel/ulL) 38866,67 10785,5 0,97 0,76

p < al alfa 0,05 se rechaza la hip6tesis nula, comportamiento no normal, no paramétrico
p > al alfa 0,05 no se rechaza hipétesis nula, comportamiento normal o paramétrico

Considerando la variacion en la normalidad de comportamientos segun la prueba

de Shapiro Wilks, se realizd la prueba de Coeficiente de Correlacion de

Spearman.

Tabla 9: Correlacion de Spearman de los parametros hematoldgicos:

GR, HTO, HB, parametros eritrocitarios, trombocitos y proteinas totales

de las tortugas Kinosternon leucostomum en cautiverio (n=30)

Kinosternon _I Fuerte \ Medio

variable 1 variable 2 Spearman Pvalue

Hto% Hb 0
Hto% VCM 0,42 0,02
Hto% HCM 0,42 0,02
VCM [GR | -0,69| 0
HCM |GR | -0,69 | 0
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Tabla 10: Correlacion de Spearman de los parametros hematoldgicos:
GR, HTO, HB, parametros eritrocitarios, trombocitos y proteinas totales

de las tortugas Chelydra acutirostris en cautiverio (n=30)

Chelydra _ Fuerte \ Medio

Variable 1 Variable 2 Spearman Pvalue

Hto% Hb 0
Hto% VCM 0,71 0
Hto% HCM 0,71 0
Hb VCM 0,71 0
Hb HCM 0,71 0
VCM [GR . -082] 0
HCM GR . 082 0

La relacion muy fuerte y directa del Hto con la Hb en ambas especies se debe a
que el primero indica la cantidad de GR por volumen de sangre y el segundo es
la proteina que se encuentra dentro de los GR, encargada de transportar el
Oxigeno; por ende, el valor del hematocrito siempre indica de forma indirecta la
cantidad de Hb; por lo que mediante la férmula descrita por Mariela Forrellat-
Barrios, (2010) se puede extraer el valor de la Hb a partir del Hto.

El Hto y la Hb tienen una correlacién positiva fuerte con el VCM y la HCM debido
a que todos miden parametros de los glébulos rojos, el VCM indica el tamafio del
eritrocito y el HCM la cantidad de hemoglobina presente en un GR.

Existe una relaciéon inversa fuerte entre el total de GR, el VCM y la HCM, siempre
gue el VCM aumenta se ve disminuido el total de glébulos rojos y viceversa; esta
alteracion en conjunto con el aumento de la HCM nos indica la existencia de
distintas patologias, principalmente anemia por déficit de Vitamina B12 que

produce GR megaloblasticos y explicaria el VCM aumentado.
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Tabla 11: Correlacion de Spearman de los pardmetros hematoldgicos:
trombocitos, GB y férmula leucocitaria de las tortugas Kinosternon

leucostomum en cautiverio (n=30)

Kinosternon _I Fuerte Medio
variable 1 variable 2 Spearman Pvalue
Het % Bas % -0,76 0
Bas % Mon % -0,46 0,01

Tabla 12: Correlacion de Spearman de los pardmetros hematoldgicos:
trombocitos, GB y formula leucocitaria de las tortugas Chelydra

acutirostris en cautiverio (n=30)

Chelydra _ Fuerte Medio
variable 1 variable 2 Spearman Pvalue
Het % Bas % -0,48 0,01
Bas % Mon % -0,55 0

Existe una correlacion fuerte y negativa entre el porcentaje de heterdfilos y
basdfilos, esto se explica porque al estar expuestas a bajas temperaturas se
genera un descenso de los heterdfilos y un aumento de los basofilos fisioldgicos
(Douglas R. Mader, 2014; A. Martinez-Silvestre, 2011; Novovesky, 2019);
ademas, al realizar el conteo para la féormula leucocitaria siempre que un valor
de un tipo de leucocito se eleva, los otros disminuyen para compensar y obtener
el 100%.

El porcentaje de basdfilos con el porcentaje de monocitos presentan una relacion
media inversa, aunque fisiol6gicamente ambos aumentan en invierno/brumacion
y en la determinacion de los parametros hematoldgicos ambos se encontraron
elevados o cerca del limite superior, se puede explicar que su relacion es inversa
ya que los diferentes tipos de leucocitos deben aumentar o disminuir para cumplir
con el 100% del conteo en la formula leucocitaria.
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Los resultados obtenidos en base al objetivo 3 se observan en la tabla 13.

Tabla 13: Comparacion entre los parametros hematolégicos obtenidos

en Chelydra acutirostris (c.a.) Y Kinosternon leucostomum (k.1.).

Mann-withney Clasificacion por Especie

Variable 1 | 2 |n1|n2|Medial|Media2| DE1 | DE2 Medl'a”a Medz'a“a W zo(gg
Hto (%) Ca |kl|30[30] 26,73 | 2143 | 71 3,06 25 20 1143 0,00
Prot (g/l) Ca. |kl.|30[30] 659 | 4687 | 10,73 | 6,14 66,5 45 1318 0,00
Hb (g/dI) Ca.|kl|30[30] 8,87 7,2 233 | 0,89 8 7 11275 0,00
VCM (F) |C.a |kl[30]30] 839,03 | 563,67 | 459,08 | 200,18 | 740 5115 |11185 0,00
HCM (pg) |C.a |kl [30]30] 279,73 | 187,87 | 152,99 | 66,62 247 1705 | 11185 0,00
CHCM (g/dl) |C.a |kl [30]30] 33 33 0 0 33 33 NF NF
GR (Celiul) |C.a. |kl |30]30] 362960 | 411800 | 113369 | 102617 | 366200 | 419000 | 7915 0,07
GB (Cellul) |C.a.|kl[30]|30]26066,7|26013,3] 9800,4 |6563,42| 27400 | 23600 | 917,5 0,97
9% Heterdfilo | C.a. | kl.|30|30| 31,67 | 36,47 | 867 | 527 29 37 694 0,00
#Heterdfilo | C.a. |kl.|30]30] 8152,2 | 9553,03 | 3442,18 | 3093,43 | 8094 8847 816 0,14
9% Eosinéfilo | C.a. | kl.|30[30| 13,93 | 9,07 | 849 | 2,92 12 9 1103,5 0,01
# Eosinéfilo | C.a. | k.I.| 30|30/ 3458,87 | 2371,53 | 2327,17 | 1046,78 | 3118 2199 | 1038 0,07
% Basofilo | C.a. |kl.|30[30| 26,1 37 12,6 | 7,35 26 36 687 0,00
# Basofilo C.a |kl |30]30] 6737,4 |9523,07 | 4187,84 | 2733,04 | 5872 8719 719 0,00
% Monocito | C.a. | kl.|30[30] 7,77 | 883 | 3,73 | 3,00 7 9 825 0,18
#Monocito | C.a. | k.I.|30]30]2070,13 | 2299,73 | 1449,19 | 1000,37 | 2034 2316 823 0,17
% Linfocito | C.a. | k.I.|30|30| 2053 | 86 8,38 | 243 18 8,5 1329 0,00
#Linfocito | C.a. | k.I.| 30|30/ 5648,07 | 2253,13 | 3710,85 | 956,52 | 4626 2267 | 12185 0,00
(Té‘;?ut}) C.a.|kl.| 30|30 |38866,7 | 39133,3 | 10785,5 | 5399,45 | 39000 | 40000 | 884,5 0,65

Segun los resultados obtenidos podemos afirmar que existe diferencia

estadisticamente significativa entre ambas especies en

los parametros

hematolégicos: Hto, Hb, VCM, HCM, proteinas, porcentaje de heterdéfilos y

eosinofilos; porcentaje y numero de basdfilo y linfocitos. Esto demuestra que al

ser dos especies pertenecientes a zonas pantanosas semi-acuaticas y diferentes

en comportamiento y tamafo, existen diferencias y semejanzas en los

parametros hematoldgicos, corroborando asi la importancia de determinar en

todas y cada una de las especies animales estos valores que nos permiten

confirmar su estado de salud.
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5. CONCLUSIONES

Se determinaron los Parametros hematoldgicos para las especies Kinosternon
leucostomum y Chelydra acutirostris en cautiverio, varios de ellos coincidieron
con los descritos para reptiles y Chelonias; sin embargo, algunos parametros
difieren con publicaciones realizadas en otras especies de tortugas y otras

condiciones ambientales.

Se presentan correlaciones fuertes y directas entre Hto y Hb; y, fuertes y medias

entre los otros pardmetros eritrocitarios en ambas especies.

Existe una relacion inversa fuerte y media entre el conteo de glébulos blancos

con los porcentajes segun la formula leucocitaria en ambas especies.

Se encontré diferencia estadisticamente significativa entre ambas especies en
los parametros hematoldgicos: Hto, Hb, VCM, HCM, proteinas, porcentaje de
heterdfilos y eosindéfilos; porcentaje y numero de baséfilos y linfocitos;
demostrando la importancia de tener valores referenciales para cada especie y
considerando la influencia de las condiciones ambientales para su

determinacion.
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6. RECOMENDACIONES

Al no existir mayores datos de las especies, los datos reportados sirven como
base para futuras investigaciones abriendo campo para médicos veterinarios y

bi6logos interesados.
Realizar nuevas investigaciones de hematologia en Chelydra acutirostris y

Kinosternon leucostomum considerando otras variables como alimentacion, la

época del afio, temperatura de exposicion y brumaciones controladas y dirigidas.
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8.

ANEXOS

Anexo 1: Parametros hematoldégicos de las tortugas taparrabo (Kinosternon

leucostomum) en cautiverio.

Pardmetros hematoldgicos de las tortugas Kinosternon leucostomum en cautiverio a 2500 m.s.n.m. (n=30)

Variable

Hto (%)

Prot (g/l)

Hb (g/dL)
VCM (FI)
HCM (pg)
CHCM (g/dl)
GR (Cel/ul)
GB (Cel/ul)
% Heterdfilo
# Heterdfilo
% Eosinofilo
# Eosinofilo
% Basofilo

# Basdfilo

% Monocito
# Monocito
% Linfocito
# Linfocito
Tromb (Cel/ul)

Min

15

33

5

362
121
33
190.800
14800
25
5412
3

820
24
5476
4
880

5

888
30000

Max Media

27 21,43
55 46,87

9 7,2
1048 563,67
349 187,87
33 33

534.000  411.800
39800 26013,33

49 36,47
18228  9553,93
15 9,07
5580  2371,53
51 37
16224  9523,07
14 8,83
4368  2299,73
15 8,6

5970  2253,13
48000 39133,33

Mediana

20

45

7
511,5
170,5
33
419.000
23600
37
8847
9
2199
36
8719
9
2316
8,5
2267
40000

cv

14,27
13,1
12,32
35,51
35,46
0
24,92
25,23
14,45
32,38
32,25
44,14
19,86
28,7
34,94
43,5
28,25
42,45
13,8

D.E.

3,06
6,14
0,89
200,18
66,62

0
102.616,78
6563,42
5,27
3093,43
2,92
1046,78
7,35
2733,04
3,09
1000,37
2,43
956,52
5399,45

E.E

0,56
1,12

0,16
36,55
12,16

0
18.735,18
1198,31
0,96
564,78
0,53
191,12
1,34
498,98
0,56
182,64
0,44
174,64
985,8

Q1

20

45

7

410
137
33
363.600
22000
33
7018
7
1624
32
7178
6
1390
7
1694
34000

1C 95%

Q3 LI LS
25 20,29 22,58
50 44,57 49,16
8 6,87 7,53
601 488,92 638,41
200 162,99 212,74
33 33 33
491.600 373.482,27 450.117,73
31.200  23.562,51 28.464,15
40 34,5 38,43
12172 8398,83 10709,04
11 7,97 10,16
2786 1980,66 2762,41
39 34,26 39,74
11726 8502,53 10543,6
11 7,68 9,99
3024 1926,19 2673,28
10 7,69 9,51
2664 1895,96 2610,31
42000 37117,15 41149,52

Min (minimo), max (maximo), media, mediana, CV(coeficiente de Variacion), D.E. (desviacion

estandar), E.E. (Error estandar), Q1 y Q3 (cuartiles 1 y 3), LI (limite inferior con
confianza del 95% ), LS (Limite superior con intervalo de confianza al 95%)
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Anexo 2: Parametros hematologicos de las tortugas mordedoras (Chelydra
acutirostris) en cautiverio

Variable
Hto (%)
Prot (g/1)
Hb (g/dL)
VCM (Fl)
HCM (pg)
CHCM (g/dl)
GR (Cel/ul)
GB (Cel/ul)
% Heterofilo
# Heterodfilo
% Eosindfilo
# Eosindfilo
% Basofilo
# Basofilo
% Monocito
# Monocito
% Linfocito
# Linfocito
Tromb (Cel/ul)

Pardmetros hematoldgicos de las tortugas Chelydra acutirostris en cautiverio a 2500 m.s.n.m. (n=30)

Min
15
35
5
321
107
33
176400
10000
18
2754
2
864
5
1582
2
306
6
1296
20000

Max Media Mediana

45 26,73 25

88 65,9 66,5

15 8,94 8,33
2551 839,03 740
850 279,73 247
33,33 33,29 33,33

624000 362960 366200
44600 26066,67 27400

58 31,67 29
14016 8152,2 8094
38 13,93 12
10640 3458,87 3118
50 26,1 26
15228 6737,4 5872
17 7,77 7
7582 2070,13 2034
42 20,53 18

15164  5648,07 4626
68000 38866,67 39000

cv
26,54
16,28
26,1
54,72
54,69
0,34
31,23
37,6
27,37
42,22
60,96
67,28
48,26
62,16
48,02
70
40,82
65,7
27,75

D.E.
7,1
10,73
2,33
459,08
152,99
0,11
113368,66
9800,4
8,67
3442,18
8,49
2327,17
12,6
4187,84
3,73
1449,19
8,38
3710,85
10785,47

E.E
1,3
1,96
0,43
83,82
27,93
0,02
20698,19
1789,3
1,58
628,45
1,55
424,88
2,3
764,59
0,68
264,58
1,53
677,5
1969,15

Ql
22
59
7,33
546
182
33,33
291600
16000
27
5832
10
1696
16
2960
5
1064
16
2888
30000

Qa3
30
70
10
918
306
33,33
432400
32600
36
10304
17
4416
35
9520
10
2544
24
8280
46000

LI

1C 95%

LS
24,08 29,38
61,89 69,91
8,06 9,81
667,61 1010,46
222,61 336,86
33,24 33,33
320627,46 405292,54
22407,14  29726,19
28,43 34,9
6866,87 9437,53
10,76 17,1
2589,89 4327,85
21,4 30,8
5173,63 8301,17
6,37 9,16
1529 2611,27
17,4 23,66
4262,41 7033,72
34839,31 42894,03

Min (minimo), max (maximo), media, mediana, CV(coeficiente de Variacion), D.E. (desviacion
estandar), E.E. (Error estandar), Q1 y Q3 (cuartiles 1 y 3), LI (limite inferior con intervalo de

confianza del 95% ), LS (Limite superior con intervalo de confianza al 95%)
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Anexo 3: Correlacion de Spearman de los parametros hematolégicos Hto, Hb,
VCM, HCM, CHCM, proteinas, y trombocitos de las Kinosternon leucostomum

en cautiverio.

Kinosternon _ Fuerte ‘ Medio
Variable1 |Variable2 |Spearman |Pvalue
Hto% Prot -0,15 0,43
Hto% | Hb 0
Hto% VCM 0,42 0,02
Hto% HCM 0,42 0,02
Hto% CHCM 0 1
Hto% GR 0,26 0,17
Hto% Tromb 0,18 0,34
Prot Hb -0,17 0,38
Prot VCM -0,49 0,01
Prot HCM -0,49 0,01
Prot CHCM 0 1
Prot GR 0,29 0,12
Prot Tromb 0,03 0,88
Hb VCM 0,39 0,03
Hb HCM 0,39 0,03
Hb CHCM 0 1
Hb GR 0,28 0,14
Hb Tromb 0,14 0,45
VCM HCM 1 0
VCM CHCM 0 1
VCM GR -0,69 0
VCM Tromb 0,02 0,9
HCM CHCM 0 1
HCM GR -0,69 0
HCM Tromb 0,02 0,93
CHCM GR 0

CHCM Tromb 0

GR Tromb 0,11 0,55
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Anexo 4: Correlacion de Spearman los parametros hematologicos GB,
heterdfilos, eosindfilos, linfocitos, basoéfilos, monocitos, y trombocitos de las
Kinosternon leucostomum en cautiverio.

Kinosternon _ Fuerte ‘ Medio

Variablel |Variable2 |Spearman |Pvalue

Tromb GB -0,22 0,25
Tromb Het % 0,18 0,35
Tromb Eos % 0,46 0,01
Tromb Bas % -0,08 0,68
Tromb Mon % -0,19 0,32
Tromb Linf % -0,19 0,32
GB Het % 0,13 0,51
GB Eos % 0,02 0,9
GB Bas % -0,23 0,22
GB Mon % 0,04 0,83
GB Linf % 0,02 0,9
Het % Eos % 0,16 0,4
Het % Bas % -0,76 0
Het % Mon % 0,15 0,44
Het % Linf % -0,14 0,47
Eos % Bas % -0,35 0,05
Eos % Mon % -0,1 0,61
Eos % Linf % -0,37 0,04
Bas % Mon % -0,46 0,01
Bas % Linf % -0,13 0,51
Mon % Linf % 0,09 0,63
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Anexo 5: Correlacién de Spearman de los parametros hematoldgicos Hto, Hb,
VCM, HCM, CHCM, proteinas, y trombocitos de las Chelydra acutirostris en

cautiverio.

Chelydra _ [Muyfuerte ] Fuerte [ Medio
Variable 1 |Variable2 |Spearman |Pvalue
Hto% Prot -0,01 0,95
Hto%  |Hb I o
Hto% VCM 0,71 0
Hto% HCM 0,71 0
Hto% CHCM 0 1
Hto% GR -0,23 0,22
Hto% Tromb -0,02 0,91
Prot Hb -0,01 0,95
Prot VCM -0,04 0,85
Prot HCM -0,04 0,85
Prot CHCM 0 1
Prot GR 0,03 0,86
Prot Tromb 0,11 0,57
Hb VCM 0,71 0
Hb HCM 0,71 0
Hb CHCM 0 1
Hb GR -0,23 0,22
Hb Tromb -0,02 0,91
VCM HCM 1 0
VCM CHCM 0 1
VCM GR 0
VCM Tromb -0,02 0,92
HCM CHCM 0 1
HCM GR 0
HCM Tromb -0,02 0,92
CHCM GR 0

CHCM Tromb 0

GR Tromb 0,04 0,83
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Anexo 6: Correlacion de Spearman de los parametros hematolégicos GB,
heterdfilos, eosindfilos, linfocitos, basofilos, monocitos, y trombocitos de las
Chelydra acutirostris en cautiverio.

Chelydra Fuerte ‘ Medio

Variable 1 |Variable2 |Spearman |Pvalue

Tromb GB 0,02 0,91
Tromb Het % -0,16 0,41
Tromb Eos % 0,45 0,01
Tromb Bas % -0,27 0,14
Tromb Mon % -0,02 0,93
Tromb Linf % 0,28 0,14
GB Het % -0,06 0,76
GB Eos % -0,21 0,27
GB Bas % -0,06 0,76
GB Mon % 0,08 0,67
GB Linf % 0,34 0,06
Het % Eos % -0,22 0,24
Het % Bas % -0,48 0,01
Het % Mon % 0,27 0,14
Het % Linf % -0,33 0,08
Eos % Bas % -0,16 0,4
Eos % Mon % -0,36 0,05
Eos % Linf % -0,23 0,23
Bas % Mon % -0,55 0
Bas % Linf % -0,33 0,08
Mon % Linf % 0,39 0,03
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Anexo 7: Tabla de referencia de las células hematolégicas encontradas en
Chelonias tefiidas con Diff Quik. Fotos de autoria propia, e informacion
recopilada de toda la bibliografia utilizada en esta investigacion.

Célula (Tincion Diff-Quick) Funcion Aumento Disminucion

Eritrocitos (GR) Transporte de Oz y CO2 Deshidratacion, Hemorragias,

! hipoxia (aumento Anorexia,
‘ Binucleado compensatorio por | Hemoparasitos,

altura), Anemia (anemia
Enf. de la médula macrocitica puede
i L osea, deberse a hibernacion/
‘ Mitosis Inflamacion Brumacion prolongaday)
(aumento de
- binucleacion y
r ‘ mitosis).
. Inmaduro
. il
Maduro
Heterofilos Fagocitaria, respuesta Daiio tisular Infecciones, Septicemia,
inmune similar a los (infeccion e Invierno, Brumacion/

(.

neutrofilos de mamiferos
(NO producen peroxidasa y
fosfatasa acida)

inflamacion), stress,
traumas, neoplasias,
Verano

letargia por frio

Eosindfilos

"
o
-‘.
7.
SR |
o

hipersensibilidad y
parasitemia, se han
observado casos de
fagocitosis.

Parasitosis,
inflamaciones,
estimulos del
sistema inmune,
Invierno, Brumacion/
letargia por frio

se la ha relacionado con
la estivacion, y la
migracion de la tortuga
carreta carreta. sin
embargo no se conoce
su significancia.

Basofilos

,v

»

h 4
i

,

Similar a en los mamiferos,
(reacciones inmunolagicas,
alergias, liberacion de
histaminas), sin embargo
faltan mas estudios.

Hemoparasitos,
Infecciones virales,
inflamacion del
tracto respiratorio,
parasitos
intestinales, necrosis
tisular, Invierno,
Brumacion/ letargia
por frio.

No se conoce su
significancia.
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Monocitos.

T
d

Fagocitaria, inflamaciones
cronicas

Estomatitis, nefritis
crénica, hepatitis
granulomatosa,
fibropapiloma,
anorexia (aumento
de vacuolizacion) ,
Invierno, Brumacion/
letargia por frio

Trastornos de la medula
osea, enfermedades
autoinmune.

Inmunidad linfocitos T
(respuesta inmune)
linfocitos B
(Inmunoglobulinas)

Linfocitos

Hembras y jovenes,
Inflamaciones,
Heridas en procesos
de cicatrizacion,
parasitismo

Blefaritis, estomatitis,
muestras contaminadas
con linfa, anorexia,
enfermedad
linfoproliferativa,
inmunosupresion,
estrés cronico,

Invierno, Brumacion/
letargia por frio.

Trombocitos. Hemostasis, coagulacion y
cicatrizacion, pueden ser
usadas como stem cells hay
reportes fagocitosis y ser
llamadas a la piscina de
eritrocitos, en casos graves
de pérdidas eritrocitarias
pueden transportar oxigeno.

Anemia hemolitica,
hemogregarinas,
infecciones,

Anemia aplasica,
enfermedad de médula
dsea, cirrosis, deficiencia
de vitB12.
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Anexo 8: Causas de aumento y disminucion de los parametros hematoldgicos
Hto, proteina, Hb, VCM, HCM, CHCM

prehibernacién/brumacion,
deshidratacion.

Parametro Aumento Disminucion

hematolégico

Hematocrito (PCV) Machos, adultos edad | Posthibernacion/
avanzada, prefiez, | brumacion, enfermedad

cronica o degenerativa,
pérdida de sangre, mala
nutricion, anemia,
contaminacion de la
muestra.

prehibernacién/brumacion.

Proteina Deshidratacion, Desérdenes metabdlicos
inflamacion crénica (higado, rifiones o tracto
gastrointestinal), parasitos,
malnutricion,
sobrehidratacion.
hemoglobina Invierno Anemia, intoxicacion por
prehibernacién/brumacioén, | zinc.
deshidratacion
VCM Enfermedad hepética, | Respuesta  regenerativa
anemia macrocitica, | (anemia).
adultos edad avanzada,
hipotiroidismo, hipoxia
Invierno
prehibernacién/brumacion.
HCM Anemia hipercromica, | Anemia por deficiencia de
macrocitica, (déficit de Vit | hierro
Bi2 , 4cido félico) adultos
edad avanzada Invierno
prehibernacién/brumacion,.
CHCM Adultos-edad  avanzada, | Respuesta
gravidez, Invierno | regenerativa(anemia),

anemia por deficiencia de
hierro.
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Anexo 11: Hoja de campo y laboratorio

Hoja de campo

Fecha:

Tortuga#:

Especie: Kinosternon leucostomum; Chelydra acutirostris.

Examen fisico y morfolégico/estado general de

LCC: LAC: LRC Peso:

Evaluacién tegumento.

| animal.

Sexo: M H

Si;

No.

Notas/Observaciones:

Lesiones presentes:
"‘,‘ 4 "\ ,” ks f
» ,.) N\ Y
| e R

Evaluacion Cabeza.

Ojos: Normal; Anormal
Narinas: Normal; Anormal
Cavidad Oral: Normal; Anormal

Muestra para exdmenes de Laboratorio.

Sitio/lugar de puncidn: Subcarpacial; Coccigea.

Tubo de heparina 1ml (_ ). Jeringa (__). Limpieza de la zona (__) Muestra sin

contaminacion (__) Marcaje del animal (_ )
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Tortuga#:

Hoja de laboratorio

ORDEN: hematocrito, frotis, tincion Nath and Henrik, observaciéon del hematocrito,
observacion de proteina, tincion del frotis Diff Quik, observacion camara de Neubauer
Nath and Henrik, observacion del frotis tefiido.

hto | Prot | GR GB Het Eos Bas | Mon Linf Trom
(%) | (9/dl) | (Cel/uL) | (Cel/uL) | (%) (%) | (%) | () (%) (Cel/uL)
F. Absoluta

Neubauer: GR= GRX10.000 GB= GBX200

Frotis: Formula leucocitaria %

Trombocitos: con el aumento de 100X los 10 campos del frotis dividir el resultado para
10 (promedio de la cuenta) y multiplicarlo para 20.000 dando células por mililitro.

Campo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL
Trombos
Considerado Disminuido Normal Aumentado
En la computadora, célculos:
HGE 11000
Formula leucocitaria absoluta= regla de 3
X et
Hematocrito (Hto) Hematocrito (%)
Hb = VCM = X 10
3033 # GR (CellL)
Hemoglobina en sangre x 10 Hemoglobina en sangre %100
HCM = CHCM =
# GR (CellL) Hematocrito
Flora Beatriz Neves De Carvalho De Icaza Oehlke 80



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Anexo 12: Aprobacién de la investigacion por el MAAE

Previo al trabajo de campo y segun lo establecido por el Ministerio del Ambiente
y Agua las investigaciones realizadas en especies silvestres deben contar con la
aprobacion del permiso de recoleccion de muestra emitido por el area de
biodiversidad de la entidad, razén por la cual realicé el tramite respectivo que me
permitio ejecutar mi trabajo de investigacion.
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