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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion es determinar valores hematoldgicos y
caracteristicas morfocelulares de la tortuga motelo (Chelonoidis denticulata) en el Eco
Zooldgico San Martin en Bafios de Agua Santa — Tungurahua. Esto se llevd a cabo
mediante un disefio observacional descriptivo no experimental transversal con un enfoque
correlacional, donde se destinaron 10 tortugas motelo de apariencia sana, distribuidos
entre hembras y machos de forma equitativa, criadas en cautiverio bajo las mismas
condiciones de alojamiento, control sanitario y dietas nutricionales. Se recolectaron
muestras sanguineas mediante la puncién de la vena braquial, donde se determind valores
hematoldgicos: eritrocitos 0.65+0.16 x 10%uL, hematocrito 26.8+4.78%, hemoglobina
9.93£1.59 g/dl, volumen corpuscular medio 425.27fl, hemoglobina corpuscular media
141.76pg y concentracion de hemoglobina corpuscular media 33.33g/dl, leucocitos
2,7440,93 x 10%/uL, heterofilos 34.2%, eosindfilos 15.4%, basofilos 6.8%, linfocitos
42.8%, azurofilos 0.1%, monocitos 0.7% y trombocitos 54.8%; donde se observéd una
pequefia variacion en: valores disminuidos en eritrocitos y leucocitos, porcentajes
elevados de trombocitos, heterofilos y linfocitos. Ademas, se analizo la relacion de estos
valores entre tortugas machos y hembras, donde no se encontré diferencia
estadisticamente significativa. Por Gltimo, se describi6 la forma de las células sanguineas
donde se encontro presencia de eritrocitos inmaduros y poiquilocitos.

Palabras clave: tortuga motelo, cautiverio, valores hematoldgicos, caracteristicas
morfocelulares.
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THEME: “DETERMINATION OF HEMATOLOGICAL VALUES AND
MORPHOCELLULAR CHARACTERISTICS OF MOTELO TORTOISE
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AUTHOR: Bilbao Medrano Saskia Dayana

ABSTRACT

The objective of this research is to determine hematological values and morphocellular
characteristics of the motelo tortoise (Chelonoidis denticulata) in the San Martin Eco Zoo
in Bafios de Agua Santa — Tungurahua. This was carried out through a descriptive
observational croos sectional non design with a correlational approach, where 10 healthy
appearing motelo tortoises were allocated, equally distributed between females and
males, raised in captivity under the same housing conditions, health control and
nutritionals diets. Blood samples were collected by brachial vein puncture, where
hematological values were determined: erythrocytes 0.65+0.16 x 10%pL, hematocrit
26.8+4.78%, hemoglobin 9.93+1.59 g/dl, mean corpuscular volume 425.27fl, mean
corpuscular hemoglobin 141.76pg and mean corpuscular hemoglobin concentration
33.33g/dl, leukocytes 2.7440.93 x 10%uL, heterophils 34.2%, ecosinophils 15.4%,
basophils 6.8%, lymphocytes 42.8%, azurophiles 0.1%, monocytes 0.7% and
thrombocytes 54.8%, where a small variation was observed in: decreased values in
erythrocytes and leukocytes, high percentages of thrombocytes, heterophils and
lymphocytes. In addition, the relationship of these values between male and female turtles
was analyzed, where no statistically significant difference was found. Finally, the shape
of the blood cells was described where the presence of immature erythrocytes and
poikilocytes were found.

Keywords: motelo tortoise, captivity, hematological values, morphocellular
characteristics
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2. JUSTIFICACION

El EZSM en Bafios de Agua Santa-Tungurahua, no cuenta con estudios o registros
relacionados sobre hematologia en quelonios, ni descripciones sobre la morfologia celular
para brindar bases de datos que corroboren el estado de salud de la tortuga motelo
(Chelonoinis denticulata), que ingresan al centro, asi como las que ya se encuentran en
cautiverio.

En Ecuador se emplean estrategias para la conservacion de fauna silvestre, que se enfocan
en especies en peligro de extincion; planes de accion inmediatos como: rescate de

especies, establecer zonas de proteccion faunistica y educacion a la poblacion (4).

El campo de la hematologia en reptiles es reciente y poco conocido (2). Esta investigacion
pretende contribuir con informacion relevante al EZSM, que permita identificar
parametros sanguineos normales en el hemograma, y caracteristicas morfocelulares en las
tortugas motelo (Chelonoidis denticulata), que permitan corroborar el estado de salud de
la especie, ademas de incentivar a la comunidad cientifica a realizar mas investigaciones

futuras sobre hematologia en animales silvestres.

Se puede llevar a cabo la investigacion, debido a que se dispone de los recursos

econdmicos, humanos y revisiones bibliograficas.
3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
3.1 Directos

e Tortugas motelo de los exhibidores
e Propietarios del EZSM

e Investigadores principales del proyecto.
3.2 Indirectos

e Trabajadores que se encargan del cuidado y salud de los animales
e Clientes que visitan el EZSM

e Universidad técnica de Cotopaxi.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de los grupos vertebrados amenazados en el mundo, se encuentran las tortugas, ya
que mas de la mitad de las especies sobrevivientes se encuentran en peligro de extincion,
por diversas actividades impulsadas por el hombre (5) como: tenencia y comercio ilegal
de quelonios como mascotas, caza para el consumo de carne y recoleccion de sus huevos
como medicina, ademas de la contaminacién y cambio climatico que han afectado

significativamente el nimero de especies existentes.

En América Latina, se han realizado escasos estudios hematoldgicos y referencias de
morfologia celular en reptiles que se encuentran en cautiverio, los cuales se someten a
una variedad de factores propios del animal como estado fisiologico, edad , sexo, factores
medioambientales (temperatura, estacion y presion de oxigeno), que afectan los valores
hematoldgicos, que pueden provocar distintos tipos de patologias dificiles de diagnosticar
debido a su limitada signologia y, que en cualquier momento, provocan el deceso del
animal (6,7).

Strik, et.al. (8), menciona que la historia, el examen clinico y las pruebas complementarias
forman parte de la base de datos con las que se puede realizar el diagnostico clinico. La
hematologia representa una herramienta importante en el diagnéstico de enfermedades,

estado nutricional y factores ambientales que pueden estar afectando a un animal.

El Ministerio del Ambiente y Agua del Ecuador, junto con el EZSM realizan grandes
esfuerzos por la conservacion, valoracion y uso sustentable del patrimonio natural, sin
embargo, hasta la fecha de hoy, el EZSM no cuenta con alguna investigacion cientifica
previa, en que se haya obtenido datos hematoldgicos y caracteristicas morfocelulares para
valorar el estado de salud de la tortuga motelo (Chelonoidis denticulata); ésta
investigacion se enfoca en la realizacion de dichos examenes para ayudar a la

conservacion de la especie.



5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar valores hematoldgicos y caracteristicas morfocelulares, de la tortuga motelo
(Chelonoidis denticulata) en el Eco Zooldgico San Martin en Bafios de Agua Santa —
Tungurahua

5.2  Obijetivos especificos

e Establecer perfiles sanguineos en 10 tortugas motelo, mediante analisis de
laboratorio para registrar valores de referencia estandares en esta especie.

e Evaluar la relacion existente del factor sexo mediante los parametros
hematoldgicos para establecer dimorfismo sexual.

e Describir las caracteristicas morfoldgicas de las celulas sanguineas mediante la

observacion microscépica para determinar su forma.

6. FUNDAMENTACION CIENTIFICA TECNICA

6.1 Clasificacién taxonémica

REINO Animalia
CLASE Reptilia
FILO Chordata
ORDEN Testudines
SUBORDEN Cryptodira
FAMILIA Testudinidae
GENERO Chelonoidis

ESPECIE Chelonoidis denticulata



6.2 Nombres comunes

Geochelone denticulata, tortuga de patas amarillas, morrocoy, morrocoy de la selva o

morrocoy amazOnico, morrocoyo, morrocos montafieros, morrocoy patamarilla, motelo

(9).
6.3 Caracteristicas morfologicas

Se trata de la tortuga terrestre continental mas grande de toda América del Sur, su talla
promedio es de 40 cm'y su peso aproximado es de 15 kg (10). Caparaz6n duro y convexo,
color marrén oscuro, con escudos vertebrales y costales més claros y amarillos; mide de
50-65 cm en machos y de 65-75 cm en hembras. El plastron es mas largo que el caparazon,
y es marrén con cuadros amarillos. Tiene multiples manchas amarillas en las escamas de

las patas y en la cabeza (10,11).
6.4 Distribucion

Amaru (12), menciona que esta especie es nativa de América del Sur y tiene una amplia
zona de distribucion en paises como: Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guyana

Francesa, Guyana, Peru, Surinam, Venezuela y fue introducida en Puerto Rico.
6.5 Habitat

La tortuga motelo, es una especie terrestre que habita en las selvas tropicales, en la zona
tropical himeda y en regiones de pie de monte; no toleran bien temperaturas superiores a
los 30°, se estresan muy facilmente. En Ecuador habitan en bosques himedos de la selva
amazonica, estan presentes al interior de los bosques y nunca aparecen en zonas abiertas
(12,13).

6.6 Comportamiento

Este quelonio se considera una especie solitaria, diurna y oportunista, que no suele
reunirse en grupos excepto en época reproductiva (9). Frecuenta mucho el agua y es buen
nadador, sin embargo no se sumerge, solo se deja llevar por la corriente (14). Hay que
tener en cuenta que las tortugas se adaptan bien al cautiverio sin generar muchos

problemas.


https://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_del_Sur
https://es.wikipedia.org/wiki/Pecho

6.7 Alimentacion

Son omnivoros, su dieta se basa en frutos tropicales, hierbas, plantas y en ocasiones
insectos, gusanos y caracoles (12). En cautiverio, se administra dietas en base a sus

requerimientos nutricionales con un mayor indice proteico.
6.8 Dimorfismo sexual

Para diferenciar a un macho de la hembra se debe observar el plastron o peto, es de color
marrén con cuadros aplanados en el caso de la hembra y en el macho es concavo, el
caparazon de los machos mide de 50 a 65 cm y en las hembras entre 65 cm y 75 cm. Los
machos adultos poseen una cola mas larga y gruesa, la cloaca mas alejada de la base de
la cola, escudos anales mas amplios y cabezas méas pequefias (15-17).

Segun Avanzi (4), el caparazon cdncavo en machos se enfoca al apareamiento, que hace
que se le facilite introducir el pene en la cloaca de la hembra, sin embargo no es muy

notable.
6.9 Reproduccion y huevos

Rueda, etal. (15), sostienen que estos reptiles alcanzan la madurez sexual cuando superan
los 25 cm de longitud y si la edad estimada para un ejemplar de 10 cm es de 2,5 afios y
tardarian entre 12-15 afios para madurar. Los machos realizan movimientos
caracteristicos de la cabeza que no son efectuados por las hembras. Si una hembra no
responde a estos cabeceos, el macho olfatea la region cloacal a fin de determinar si es de
Su propia especie, en caso de estar apta para reproducirse, la inmoviliza mediante un

mordisco en la cabeza o miembros y luego copulan.

Aun cuando la tortuga motelo se aparea todo el afio, se evidencia una mayor actividad de
copula durante los meses de junio-agosto y la postura de los huevos ocurre entre agosto
y febrero. El tamafio promedio de la nidada es reducido y fluctda entre 5-8 huevos de 50
X 48mm y cascara dura, su periodo de incubacion es de 4 a 5 meses, con una temperatura
de 28 a 29 grados centigrados y con un alto grado de humedad (12,15,16).



6.10 Longevidad

Menciona Carvajal (9), que la tortuga motelo puede llegar a vivir entre 50 a 60 afos, se

debe tomar en cuenta el habitad, tipo de alimentacion y las condiciones de vida.
6.11 Amenazas

Carvajal (9), establece que la principal amenaza de esta especie es el consumo por parte
de las comunidades humanas que capturan alrededor de 14 quelonios por familia al mes.
Las hembras son mas codiciadas por tener mayor cantidad de grasa corporal y por los
huevos. Otras amenazas son la caceria para la venta como mascotas, destruccion,

fragmentacion y contaminacion de su hébitat.
6.12 Estado de conservacion

Esta especie se encuentra como vulnerable por la Lista roja de especies amenazadas de la
Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), en la lista roja de
reptiles del Ecuador, y en el apéndice Il del Convencion sobre el Comercio Internacional
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES). En Ecuador, ademas de
estudios poblacionales, se sugiere la construccién de criaderos para reducir el impacto en

las poblaciones naturales (12,15).
6.13 Mantenimiento

Esta especie se adapta bien al cautiverio, por lo que se logra su mantencién y
conservacion, siempre que se brinde el ambiente y los requerimientos nutricionales

necesarios.
6.14 Coleccidon de muestra

Ontiveros, et al. (18), mencionan que hay que tener en cuenta que en los reptiles, el
volumen total de sangre puede variar entre especies; el rango se estima entre el 5-8 % del
peso corporal 0 0.4-0.8 ml/100g de peso corporal. El volumen promedio de sangre en la
tortuga motelo es de 60-120 ml y la mayoria de los reptiles sanos, pueden tolerar una
pérdida aguda de sangre de hasta el 10% del volumen total (6-12ml) como maximo, sin
llegar alterar su salud (19).



Para mantener la muestra en el tiempo, hasta su procesamiento se utilizan tubos de vidrio,
que contienen anticoagulante. Uno de ellos es la heparina de litio a concentracion de 1-3
mg/ml, ha sido utilizada en la mayoria de los trabajos publicados hasta el momento como
anticoagulante de eleccion y ahora se ha vuelto indispensable, sin embargo su uso causa

la agregacion de leucocitos y trombocitos, lo que afecta a los recuentos celulares (20).

Se ha demostrado que otros anticoagulantes como el citrato provocan cristalizacién de la
hemoglobina en la mayoria de especies, y generan eritrolisis y alteraciones en la forma

celular que dificultan su analisis morfolégico (20).

El etilendiaminotetraacético (EDTA) produce un efecto variable en el hematocrito en
funcion de la cantidad utilizada, también puede causar hemdlisis en ciertas especies de
reptiles sobre todo en quelonios, con alteracion de valores como: hematocrito,

hemoglobina o recuento total de eritrocitos (19).

Martinez, et al. (20), recomienda que deben realizarse extracciones en condiciones y
concentraciones de anticoagulante estandarizadas, a fin de obtener resultados
comparables para distintas especies o estados fisiologicos; se debe tomar en cuenta que
todas las técnicas hematoldgicas deben ser realizadas dentro de un margen de cuatro horas

posteriores a la extraccion.
6.15 Venopuncion

En los reptiles es muy complejo observar y palpar los vasos sanguineos a simple vista,
por ello es indispensable el conocimiento de la localizacion anatémica para la
disponibilidad de los vasos sanguineos. Existen factores como el tamafio y el

temperamento del animal que influyen a la hora de decidir el lugar de extraccion (22,23).

Para la extraccion de muestras, se recomienda el uso del calibre de la aguja 22 a 23 G X
17’ con jeringa de 3 0 5 ml. El uso de anticoagulante es necesario cuando se colecta sangre
para su evaluacion hematoldgica (18). Todos los sitios de puncion venosa deben limpiarse

y prepararse de manera aséptica antes de la extraccion de la muestra (24).

Rodriguez (23), menciona que los reptiles presentan tiempos de coagulacion mayores que
las aves y los mamiferos, por lo que se puede tomar méas tiempo en la extraccion sin

compromiso de la muestra.



6.15.1 Vena yugular externa

Rodriguez (23), describe esta via como la mas indicada, debido a que el resto de vasos
sanguineos van acompafados de vasos linfaticos, los cuales pueden causar dilucién de
sangre por linfa y alterar los resultados hematoldgicos. Ademas, algunos medicos

recomiendan el uso de ketamina para evitar el estrés en las muestras.

Este método se realiza con el cuello del quelonio extendido, se utiliza una jeringuilla de
3 ml, se inserta la aguja por detras del timpano ligeramente por encima de la linea media;

se utiliza la vena derecha por ser de mayor grosor (23,25).
6.15.2 Vena subcaparacial o cervical

Se utiliza en tortugas de pequefio tamafio, debido a que en estos vasos sanguineos se
puede producir hemodilucion por la presencia de vasos linfaticos asociados. (25,26).

6.15.3 Vena braquial

Stahl (24), menciona que esta vena funciona bien para tortugas de mayor tamafo, esta
ubicada en la cara posterior del codo, la aguja se pasa perpendicular y poco profunda a la

cara posterior del codo, se aspira de manera suave.
6.15.4 Vena coccigea dorsal

Rodriguez (23), opina que esta via es mas dificil que las demas localizaciones por la
movilidad de la cola. Su éxito depende de no desviarse del punto medio de la cola y no
aplicar demasiada presion negativa, debe realizarse proximo a la base de la cola. En

tortugas de pequefio tamafio no se debe puncionar més de una vez.

Troiano (26), menciona que hay que insertar la aguja con un angulo de 90° de forma
perpendicular a la cola hasta que topemos con las vértebras, una vez ahi retiramos
ligeramente la vena. A su vez, esta técnica es mas rapida que las anteriores, no se
entorpece si el quelonio se retrae dentro del caparazon y no hay 6rganos de importancia

en la zona que puedan ser lesionados por una mala maniobra.
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6.16 Tinciones mas utilizadas
6.16.1 Wright

Se utiliza para diferenciar los tipos de células sanguineas, para tefiir y observar muestras
de orina, frotis de sangre periférica y aspirados de médula 6sea bajo microscopios 6pticos.
La solucion de Wright es una mezcla de eosina, de color rojo, y tintes de azul de metileno
27).

6.16.2 Natt & Herricks

La solucién Natt & Herricks permite el recuento directo de eritrocitos y leucocitos en
especies exclusivas de aves y reptiles. Se usa para obtener un recuento total de leucocitos
y un total de eritrocitos simultdneamente del mismo hemacitometro cargado. El
procedimiento requiere una dilucion 1:200 que se puede obtener utilizando una pipeta de
dilucion de red blood cells (RBC), o con una pipeta tradicional o micro capilares (28).

6.16.3 May Grunwald — Giemsa

Conocida también como panoptico de Pappenheim, es una técnica de coloracién
diferencial que mezcla los reactivos Giemsa y May Grinwald. La solucion May
Grunwald contiene eosina (colorante anidnico) y azul de metileno (colorante catiénico),
disueltos en metanol y la solucién Giemsa contiene eosina, azul de metileno y productos
de oxidacion de este segundo compuesto (29,30).

Segun Martinez, et al. (20), esta técnica demanda mas tiempo que otras, pero garantizan
una mejor diferenciacion de los leucocitos, trombocitos y eritrocitos inmaduros. La
extension de sangre debe realizarse sin anticoagulante e inmediatamente después de la
extraccion. De esta manera se evita las alteraciones en la morfologia de los leucocitos y
trombocitos o vacuolizacién de los monocitos. Algunos autores la catalogan como la
tincion mas utilizada debido a la calidad de su resultado, que cuenta con una resolucion

superior al resto de tinciones (29).
6.17 Hematologia

Copete (31), menciona que la hematologia estudia los elementos formes de la sangre, los
precursores en médula ésea y los analitos quimicos plasmaticos relacionados, abarcando
un analisis estructural, funcional y la determinacion de concentraciones de estos

elementos.
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6.17.1 Sangre

Garcia (32), indica que la sangre es un tejido conjuntivo liquido que recoge el organismo
transportando células y todos los elementos necesarios para realizar sus funciones vitales.
Hay dos tipos de vasos sanguineos que transportan la sangre a través de nuestro cuerpo,
las arterias llevan sangre oxigenada, la cual es bombeada desde el corazon al resto del
cuerpo y las venas que llevan la sangre sucia desde el resto del cuerpo hasta el corazén 'y

los pulmones, donde vuelve a ser oxigenada.

6.17.2 Plasma

Garcia (32), comenta que los tres tipos de componentes formes sanguineos se fabrican
mayoritariamente en la medula 6sea especialmente en la columna vertebral, costillas, la
pelvis, el craneo y el esterndn. Estas células viajan por el sistema circulatorio suspendidas
en el plasma. El plasma contiene un 90% de agua, asi como nutrientes, proteinas,

hormonas y productos de desecho.

Baldrey, et al. (33), indica que el plasma de reptil suele ser incoloro, aunque puede
aparecer ligeramente amarillo, naranja o incluso verde, debido a ciertos pigmentos en su

dieta.
6.18 Valores hematoldgicos

Su determinacion es un aliado valioso e imprescindible para diagnosticar diferentes
estados patoldgicos y respuesta a tratamientos de los individuos, asi como la evaluacion
del estado de salud de los quelonios, debido a que estas especies presentan signos clinicos
aparentes de enfermedad y son dificiles de diagnosticar debido a su estructura corporal
(8,34,35).

La interpretacion, precisa de valores de referencia para esta especie, se ve asociada a
factores intrinsecos como: la especie, edad, sexo, estado fisioldgico y factores extrinsecos
como: alimentacidn, condiciones ambientales, posicion geogréafica, estrés e incluso la

metodologia empleada para la obtencidn de muestras (35-37).
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6.18.1 Eritrocitos

Su namero en sangre periférica de reptiles es inferior al de mamiferos y aves. (20). Este
hallazgo indica una mayor capacidad en el transporte del oxigeno por parte de los
globulos rojos de aves y mamiferos, comparado con los quelonios que son animales
ectotermos. Por lo general, los valores de referencia para los recuentos eritrocitarios
oscilan desde 300.000 hasta 2.500.000 células /uL, dependiendo de la especie y del lugar
de puncion (38).

El conteo celular en los reptiles es mas complejo, debido a que sus eritrocitos son células
nucleadas y esto dificulta su registro con métodos automatizados y su posterior

interpretacion (31).
6.18.1.1 Hematocrito

Es la relacion del volumen de eritrocitos con el de sangre total, es decir, es el valor de
sangre que se compone realmente de eritrocitos. Se expresa como un porcentaje 0 una
fraccion decimal. El valor normal de la mayoria de reptiles varia entre el 15 y el 55%.
Los reptiles tienen un nivel bajo de hematocrito comparado con pequefios animales
tradicionales con valores del 25-35%, el hematocrito es usado para evaluar la salud

general y la hidratacion de los reptiles (20,39).
6.18.1.2 Concentracion de la hemoglobina

Copete (31), sefiala que la hemoglobina es el componente principal de los eritrocitos, es
una proteina conjugada especializada que sirve de vehiculo para el transporte de oxigeno
y de CO2.

La concentracion de hemoglobina de muchas especies de tortugas varia entre los 6 y 12
g/dl, sin embargo en tortugas terrestres mediterrdneas con frecuencia los valores son
inferiores a 7 g/dl (35).

6.18.1.3 Indices eritrocitarios

Martinez, et al. (20), en su investigacion afirma, que el volumen corpuscular medio
(VCM), la concentracion corpuscular media de hemoglobina (CCMH) y la hemoglobina
corpuscular media (HCM), son indices que se pueden calcular, mediante el uso de las
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férmulas estandar, una vez se han obtenido la concentracion de hemoglobina, el valor
hematocrito y el nimero total de eritrocitos. Los indices eritrocitarios ayudan a valorar la
respuesta medular ante una anemia. La respuesta regenerativa eritrocitaria en los reptiles

suele ser mas lenta que la de los mamiferos.
6.18.1.3.1 Volumen corpuscular medio (VCM)

Es el indice del tamafio del eritrocito, siendo superior al de los peces, pajaros y mamiferos.
Los intervalos para quelonios varian entre 71 a 1000 fl y para las tortugas mediterraneas
oscila entre 300 y 600 fl. (20,35).

Existe una relacién inversa entre el tamafio de los eritrocitos y el nimero total de células
circulantes; asi, a medida desciende el nimero de eritrocitos circulantes, incrementa el
VCM (20,40).

6.18.1.3.2 Concentraciéon corpuscular media de hemoglobina
(CCMH)

Es el indice que informa de la cantidad de hemoglobina en gramos que contienen 100 ml
de eritrocitos; en quelonios el intervalo oscila entre 19 - 40 g/dl, en caso de las tortugas
terrestres mediterraneas de 27 - 40 g/dl (35).

6.18.1.3.3 Hemoglobina corpuscular media (HCM)

En los quelonios, la HCM oscila entre 82 — 163 picogramos (pg) y en cuanto a las tortugas

terrestres mediterraneas entre 82 — 147 pg (35).
6.18.2 Leucocitos

Son las células que defienden al organismo de los microorganismos que lo atacan; los
valores referenciales en el recuento de leucocitos en tortugas oscilan entre 2000 - 18000
cel/ul. Cuando hay una infeccién aumentan su nimero para mejorar las defensas. Los
leucocitos se dividen en dos grupos en dependencia de su origen: los granulocitos se
desarrollan en el sistema linfatico y los agranulocitos se forman en la medula 6sea (41-
43).
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6.18.2.1 Granulares

Martinez, et al. (20), afirma que estos leucocitos poseen granulos con enzimas reactivas
como proteasas 0 perdxidos, también se debe notar que estas células son polimorfo
nucleares, es decir que tienen un nacleo segmentado que da la apariencia de tener varios

nlcleos. Con estas enzimas las células destruyen potenciales agentes patdgenos.
6.18.2.1.1 Heterofilos

Martinez (40), menciona que en la mayor parte de especies de quelonios forman el 30%
al 45% de leucocitos en la sangre periférica. Basado en estudios citoquimicos y
ultraestructurales, los heterofilos son similares a los neutréfilos del mamifero,
probablemente funcionan fagocitando bacterias y material extrafio. Desempefian un papel
significativo en la inmunidad innata en respuesta a varios estimulos inflamatorios. La
toxicidad heterofilica se puede observar en reptiles con infecciones bacterianas e

inflamatorias o necrosis; el nivel de toxicidad refleja la seriedad de enfermedad.
6.18.2.1.2 Eosinofilos

En general, las tortugas pueden representar hasta un 20% de los leucocitos, en
comparacion a los lagartos donde su indice es bajo (1). Estas células son las encargadas
de atacar a patdgenos de gran tamafio como son hongos y parasitos, también pueden atacar

a bacterias de gran tamafio (43).
6.18.2.1.3 Basofilos

Martinez (40), indica que las tortugas sanas tienen hasta un 65% de basofilos. Se relata
que el porcentaje de basofilos aumenta con ciertos hemoparasitos (hemogregarinas y
tripanosomas) e infecciones virales (iridovirus) infecciones. La funcion de los basofilos

en reptiles no es muy clara.
6.18.2.1.4 Azurdfilos

Troiano (44), menciona que estas células son unicos para las especies del reptil pero es la
célula que se observa con menos frecuencia a comparacion de las anteriores. Estas células
contribuyen con la formacion de hipoclorito y cloraminas que son bactericidas y

bacteriostaticos reactivos.
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Martinez (40), afirma que “Los azurodfilos en otras especies de reptiles ademas de
serpientes se encuentran en porcentajes bajos, y se considera que los nimeros aumentados
ocurren con méas frecuencia en estados de la enfermedad cronicos, similares a los

monocitos”
6.18.2.2 Agranulares

Las células agranulares generalmente actian con la influencia de anticuerpos y en la
defensa de la memoria. También sirven para reconocer a los antigenos y presentan el

mismo a otras células de defensa (43).
6.18.2.2.1 Monocitos

Estos aparecen en pequefio nimero en la sangre de los vertebrados inferiores y suelen
representar entre un 0-10% del diferencial leucocitario. De los reptiles estudiados, la
concentracion de monocitos muestra pocos cambios con la variacién estacional si se

compara con otras células sanguineas (1).

Los monocitos se desarrollan en macr6fagos después de dejar la sangre periférica para
ingresar dentro de los tejidos, estos aumentan ante una respuesta comun a infecciones

microbianas en reptiles (40).
6.18.2.2.2 Linfocitos

Muchas especies de reptiles sanas tienen un recuento diferencial de linfocitos mayor al
80% que de heterofilos. También varian con el sexo (las hembras pueden tener una
concentracion mas grande que los machos de la misma especie), el estado nutricional (se
produce un descenso asociado a la malnutricion), y la estacion del afio (su ndmero
disminuye en invierno y es mas elevado en el verano). Los reptiles tienen los dos tipos
principales de linfocitos (B y T) involucrados en la funcion inmunoldgica, pero las

respuestas inmunologicas de los reptiles estan influidas por el ambiente (45-47).

6.18.3 Trombocitos o plaquetas

Martinez, et al. (20), menciona que el nimero de trombocitos presentes en la sangre de

reptiles sanos, varia entre 25-350 trombocitos por 100 leucocitos.
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Cortez, afirma que el funcionamiento de los trombocitos del reptil es similar al de los
mamiferos incluso la participacion en la curacion de la herida y hemostasis; pueden tener
capacidades fagociticas. Los trombocitos activados pueden fagocitar bacterias, desechos

nacleo-proteinizados, eritrocitos, hemosiderina y melanina (40).
6.19 Morfologia celular de células sanguineas en reptiles

La clasificacidn de las células sanguineas, especificamente los leucocitos de reptiles han
sido inconsistentes, debido a los variables criterios y técnicas utilizadas para
categorizarlos. La descripcion de las caracteristicas morfoldgicas de células sanguineas
en quelonios puede ser bastante desafiante y limitada, con una gran variacion entre las
especies (48,49).

6.19.1 Eritrocitos

Los eritrocitos de los reptiles tienen una forma eliptica, con los extremos redondeados y
el nacleo, de redondo a oval, colocado en posicidn central. El citoplasma tiene una textura
uniforme y ausencia de granulos. En reptiles sanos puede encontrarse algun eritrocito en
mitosis, siendo un hallazgo anecdético. La presencia de formas diversas en la morfologia
eritrocitaria (poiquilocitos), se observa en un nimero bajo (10%) en individuos sanos. En
ocasiones, se observan eritrocitos inmaduros, son células redondas con un nucleo redondo

prominente (48-50).
6.19.2 Leucocitos

Los leucocitos varian de manera significativa en nmero y morfologia de granulos; la

concentracion relativa en la sangre periférica es variable seguin especies y géneros.
6.19.2.1 Heterofilos

Son células redondeadas, generalmente esféricas, su nimero y forma varia segun la
especie, los nucleos son excéntricos, no lobulados y varian de redondo al oval en la

mayoria de los quelonios (40,45).
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6.19.2.2 Eosinofilos

Son células redondas que poseen granulos citoplasmaticos esféricos; su nacleo en general
es central, redondo a ligeramente alongado, en algunas tortugas puede ser lobulado
(20,47).

6.19.2.3 Basofilos

En reptiles son ceélulas esféricas, la membrana citoplasmatica contienen abundantes

granulos. El nacleo puede o no estar lobulado (1,20,51).
6.19.2.4 Azurdfilos

Martinez (40), afirma que estas células son de forma redonda a ameboidea, su citoplasma
estd repleto de granulos. Los nucleos son redondos u ovales y tienen cromatinas
agrupadas. Los azurdfilos en tortugas son morfoldégicamente similares tanto a

granulocitos como a monocitos.
6.19.2.5 Monocitos

Su forma varia de redonda a ameboidea con bordes externos lisos, el citoplasma es
abundante y contiene vacuolas o finos granulos. Su nucleo es pleomérfico y puede ser
excentrico, esférico, oval o lobulado (20,52).

6.19.2.6 Linfocitos

Son células redondeadas, con escaso citoplasma. El citoplasma es homogéneo y en
general no posee vacuolas ni granulos (53). Tienden a amoldarse alrededor de células
adyacentes en la extension de sangre. Pueden presentar pseudopodia en la periferia celular
(45-47,54). Poseen un nucleo central o excéntrico, abarca casi toda la célula, de margenes
bien definidos (50).

6.19.3 Trombocitos

Troiano (44), comenta que estas células son dificiles de reconocer porque su citoplasma
suele desaparecer con las técnicas de coloracion. Estas células son de forma eliptica a
fusiforme, contienen nicleo central y oval, por lo general se encuentran agrupados y esto

hace facil su identificacion (20,38).
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6.20 Factores intrinsecos y extrinsecos que afectan al hemograma de
reptiles

Stacy, et. al. (55), afirman que la edad, el sexo, el medio ambiente y la alimentacion
pueden afectar drasticamente el hemograma del reptil con respecto a la morfologia celular

y a la concentracion celular en la sangre periférica.
6.20.1 Edad

Las tortugas juveniles entre 1 mes a 3 afios de edad en cautiverio, suelen presentar niveles
mas altos de linfocitos y porcentajes de heteréfilos mas bajos, en comparacion con las

tortugas adultas.
6.20.2 Sexo

Las tortugas machos suelen tener recuentos de glébulos rojos mas altos que las hembras
durante todo el afio (54). Segun Stacy, et al. (55), las hembras tienen porcentajes mas altos
de linfocitos que los machos de la misma especie y edad, en condiciones ambientales
idénticas.

6.20.3 Medio Ambiente

Stacy, et al. (55), menciona que varios componentes del hemograma pueden verse
afectados de manera significativa por la variacion estacional de la temperatura y otros
factores ambientales. Los efectos estacionales son multifactoriales y pueden verse
influenciados por los cambios de temperaturas y alimentacion. Por lo tanto, es dificil
aplicar patrones amplios de cambios entre especies, y cualquier inferencia extraida debe
limitarse a una especie en particular y area geogréafica. En las tortugas, los porcentajes de
linfocitos son més bajos en invierno que en los meses de verano. El nimero de monocitos
no se ve afectado de manera significativa por factores estacionales; en comparacién con
otros leucocitos la variacion estacional en la concentracion de basofilos es leve; el

porcentaje de baséfilos se ve mas afectado por la edad y regién geogréafica.
6.20.4 Contaminacion de muestras de sangre con linfa

Segun Gottdenker, et al. (56), muchos sitios de puncion venosa en reptiles estan cerca de

los vasos linféticos, de modo que los valores hematoldgicos pueden variar de manera
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significativa segun el sitio de recoleccion y la posible dilucion de la muestra de sangre

con liquido extravascular, linfa 0 ambos.

Hernandez, et al. (57), mencionan que la contaminacion linfética resulta frecuentemente
en una concentracion de Hb mas baja y un recuento de linfocitos més alto, que resultan
significativos en las muestras de la region coccigea dorsal, sitio de puncién venosa

subcarapacial o plexo venoso postoccipital de los quelonios.
7. VALIDACION DE LA HIPOTESIS

En funcidn de los resultados obtenidos en la presente investigacion se validé la hipotesis
alternativa, donde los valores hematoldgicos y caracteristicas morfoldgicas celulares en
la tortuga motelo (Chelonoidis denticulata) se encuentran dentro de los rangos y formas

establecidas.
8. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL
8.1 Localizacion y duracion

El proyecto de investigacion se realizé en el laboratorio clinico del ECZM, Parroquia
Lligua, Canton Bafios de Agua Santa, se encuentra a 40 km al este de Ambato, en la
provincia de Tungurahua con Latitud -1,3964 y Longitud: -78,4247. Forma parte del
continente de América del Sur y esta ubicado en el hemisferio sur; situado en los flancos
externos de la cordillera oriental de los Andes, en las faldas del volcan Tungurahua, a una

altitud de 1820 msnm y posee temperaturas de 19°C en promedio.

El experimento se llevo a cabo en el lapso de 58 dias, los cuéles se distribuyeron en
recoleccion de muestras, analisis en el laboratorio clinico del EZSM, registro de valores

hematoldgicos y caracteristicas morfologicas de las células sanguineas.

Figura 1 Mapa de ubicacion

@

0

Fuente: Google Mapas (58)
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8.2 Disefio de investigacion

La investigacion tendrd un enfoque observacional descriptivo debido a que se recopila,
se analiza y se presenta los datos hematoldgicos y caracteristicas morfologicas celulares
obtenidas, no experimental transversal puesto estos individuos se encuentran en un habitat
controlado, que simula su ambiente natural, donde no existe la necesidad de manipular
ninguna variable con la expectativa de que los valores estén lo mas cerca posible a la
realidad, obteniéndolos en un tiempo Unico. Por ultimo, también tiene un enfoque
correlacional debido a que se relaciond entre variables en cuanto al sexo y se analizo

buscando diferencias entre los resultados obtenidos.
8.3 Tipo de investigacion
8.3.1 Descriptiva

El proyecto de investigacion se enfoc6 en indagar los valores hematoldgicos y describir
las caracteristicas principales de las células de las tortugas motelo, logrando obtener un

registro de estos resultados.
8.4 Metodo de investigacion
8.4.1 Meétodo de observacion

Permiti6 obtener datos reales en cuanto a hematologia y morfologia celular de las tortugas

motelo. Abarcdé los dos tipos de observaciones:

Cuantitativa. - Ayudd a recopilar los datos que se centran especificamente en nimeros
y valores, como es el caso de los parametros hematolégicos. Los resultados de la
observacién cuantitativa se obtuvieron utilizando métodos de analisis estadisticos y

numéricos como el sexo de cada una de las tortugas motelo.
Cualitativa. - Permitié observar y describir las caracteristicas morfoldgicas celulares.
8.4.2 Meétodo de estudio de caso

Se enfoco en realizar un analisis profundo de los individuos, factores, etc., para lograr un
aprendizaje a partir de este analisis situacional que se presenta durante el proyecto de

investigacion.



Se destinaron 10 tortugas motelo de la especie (Chelonoidis denticulata) criadas en
cautiverio en los exhibidores del EZSM, de apariencia sana, distribuidos entre hembras y
machos de forma equitativa, en condiciones de alojamiento, control sanitario y dietas

nutricionales balanceadas a base de frutos tropicales, hierbas y plantas, de manera

8.5 Unidades experimentales

equitativa.
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8.6 MATERIALES, EQUIPOS E INSTALACIONES

8.6.1 Materiales para extraccion de sangre

Agujas 23 G X 17

Jeringas desechables de 3ml

Tubos con anticoagulante heparina de litio 4 ml
1 frasco de Alcohol 70%

1 Hielera portatil

Geles refrigerantes

Guantes

Algodon

Gradillas

Tacho para material contaminante
8.6.2 Equipos y materiales para hematologia
8.6.2.1 Para recuento de células sanguineas

Muestras sanguineas
Solucion Natt & Herrick's
Tubos de ensayo de 5ml
Piseta

Pipeta de 5-50 pL

Jeringas desechables de 5ml
Puntas de pipetas desechables
Cémara de Neubauer
Cronometro

Microscopio
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Cubreobjetos

Limpia lentes
8.6.2.2 Para el frotis sanguineo

Muestras de sangre en tubos con heparina de litio
Portaobjetos

Micropipeta de 5-50 pL

Puntas de micropipetas desechables

Marcador

8.6.2.3 Para recuento diferencial de leucocitos

Frotis sanguineo seco

Micropipeta de 100-1000 pL

Puntas de micropipetas desechables
Tincién May Grunwald

Tincidn giemsa

Agua destilada

Soporte para tincion

Cronometro

Contador manual de células sanguineas

Microscopio
8.6.2.4 Determinacion de hematocrito

Muestra de sangre en tubos con heparina de litio
Tubos capilares sin heparina

Plastilina para hematocrito

Algodon

Micro centrifuga para hematocrito

Tabla de lectura de hematocrito

8.6.3 Equipos y materiales para morfologia celular

Frotis sanguineo seco

Cubreobjetos
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Micropipeta de 100-1000 pL
Puntas de micropipetas desechables
Tincién May Griinwald

Tincion Giemsa

Agua destilada

Soporte para tincién

Cronémetro

Microscopio

Aceite de inmersién

N N N N N U N N NN

Limpia lentes
8.6.4 Instalaciones

Se utilizaron 10 tortugas motelo (Chelonoidis denticulata) del exhibidor nimero 15y los

2 laboratorios de la clinica veterinaria del EZSM.
8.7 METODOLOGIA
8.7.1 Toma de muestras

Previo a la toma de muestras, se procedio a limpiar el area a inyectar con la ayuda de
alcohol y algodon, con una jeringa de 3ml estéril y aguja calibre 23 G X 17 se realiz0 la
flebotomia. Una vez recolectadas las muestras de sangre se las coloco en tubos de

heparina-litio.
8.7.2 Manejo de las tortugas motelo para la extraccién muestras

8.7.2.1 Vena braquial

Una persona levanto a la tortuga y la coloco de manera lateral sobre sus piernas, mientras
otra persona estir6 y sujetd firmemente el miembro anterior para que la tercera persona
introduzca la aguja 23G x 1” en la cara posterior del codo y esta aguja se introdujo de
manera perpendicular y poco profunda, se procedié a aspirar de manera suave para

flebotomia.
8.8 Recoleccion de muestras de sangre

Una vez que se obtuvo la sangre por cualquiera de las vias de acceso venoso antes

mencionada, se procedié a colocar la misma en tubos de heparina-litio; la descarga de la
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sangre se realizo de forma inmediata para que no se coagule la muestra y pegada a la
pared del tubo, después se homogenizd suavemente con movimientos de 180° sin agitar
de manera brusca para evitar hemolisis. Se coloco el tubo en la gradilla y dentro de la

hielera portatil.

8.9  Preservacion de muestras

Las muestras sanguineas se mantuvieron bajo refrigeracion a una temperatura no mayor
a 9 C° dentro de una hielera portatil, se mantuvieron los tubos fijos y se evitard por
completo los movimientos bruscos evitando hemolisis, luego se procesaron de inmediato

para obtener mejores resultados.

8.10 Analisis hematoldgico

8.10.1 Recuento de células sanguineas

Una vez que se homogenizo el tubo de la muestra sanguinea con heparina — litio, con la
ayuda de una pipeta a razon de (1:200) se disolvié 20 pL de sangre con 4 ml de la tincién
de Natt & Herrick's, se dejo reposar la mezcla por 1-2 minutos, luego se humedecié con
agua los bordes de la camara para colocar el cubreobjetos y fijarlo mejor, posterior a esto
se tomd 10 pL de esta solucidn y se posiciond la punta de la micropipeta en la camara de
Neubauer pegada fijamente al borde del cubreobjetos evitando el ingreso de burbujas y
se expulsd de manera lenta la solucion, hasta cubrir el cuadrante. Se dejo reposar durante

un tiempo aproximado de 5 minutos y se realizé el conteo manual.
8.10.1.1 Recuento de eritrocitos

Para el conteo, se tomd en cuenta solo la cuadricula central de la camara; una vez ubicados
con el menor aumento de 4x, se incremento hasta llegar a los 40x en donde se contaron
los glébulos rojos que estan dentro de los cuatro cuadrados de las esquinas y el central,
ademés se contaron los que se posicionaban entre los margenes superior derecho e
izquierdo y los margenes inferior derecho e izquierdo de los cuadrantes esquineros. Los
resultados obtenidos se multiplicaron por 10.000 (diez mil), lo que di6 el valor de células
por microlitro, expresado en 10° (59).
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8.10.1.2 Recuento de leucocitos

Se procedio a leer en los 4 cuadrantes esquineros de mayor tamafio de la cdmara. El valor
que se obtuvo de este conteo se lo multiplicé por la dilucion utilizada, la cual en esta
investigacion fué de 20 y se multiplicé por una constante 2.5, es decir se multiplico el
conteo total de leucocitos por 50 y se obtuvo el valor de células por microlitro, expresado
en 102 (60).

8.10.1.3 Recuento de trombocitos

En el caso de los trombocitos se los cuenta de la misma manera que a los leucocitos (60).
En general, el conteo de estas células se complicaba al realizarlo directamente en la

camara de Neubauer, por lo que se optd por confirmar el conteo en un frotis sanguineo.
8.10.1.4 Frotis sanguineo

De inicio se homogenizdé la muestra sanguinea del tubo con heparina-litio, con
movimientos de 180°. Con ayuda de una micropipeta de 5 uL o un tubo capilar se tomo
la muestra del tubo y se colocé una pequefia gota de sangre (de unos 5 gL o0 1-2 mm de
didmetro) sobre un extremo de un portaobjeto estéril, dejando 1 cm de espacio en el borde;
con ayuda de otro portaobjetos estéril en un angulo de 45°, se procedié a distribuir y
extender la muestra de sangre sobre la superficie realizando un movimiento firme y
rapido, hasta que se obtuvo una pelicula delgada de sangre bien distribuida, es decir sin
burbujas ni espacios vacios. Al final se dejo secar el frotis al ambiente y una vez seco, en

el espacio de 1 cm se sefialé con un marcador.
8.10.1.5 Tincion May Grinwald - Giemsa

El frotis sanguineo seco se coloco sobre el soporte y con una micropipeta se lo cubrié con
1500 pL de tincion May Grinwald, dejando reposar durante 3 minutos. Transcurrido el
tiempo sin escurrir el colorante, se colocé 1000 uL de agua destilada y se dejo reposar 3
minutos mas, posterior al tiempo se escurrio todo el liquido para la siguiente tincion.

Se realiz6 una dilucion (1:10), es decir, por cada 1 ml de tincion Giemsa se colocé 9 ml
de agua destilada y a su vez, se colocd 1500 pL de esta solucion sobre el frotis sanguineo.

Se dejé actuar por aproximadamente 15-20 minutos, luego se enjuagd con un chorro
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constante de agua destilada, se limpio la parte inferior del frotis y se dejo secar al aire
libre.

8.10.1.6 Recuento diferencial de leucocitos

Una vez seco el frotis tefiido con May Grinwald-Giemsa se procedié a observar en el
microscopio, comenzando del menor al mayor aumento, recordando que para el objetivo
de 100x es necesario colocar una gota de aceite de inmersion para cuidar que no se rompa
el lente, este objetivo ayudd a distinguir los diferentes tipos de leucocitos en base a su
forma. Con ayuda del contador manual de células sanguineas, se contaron 100 células
blancas y de éstas se diferencié entre: eosindfilos, basofilos, heterdfilos, linfocitos,

monocitos y azurdfilos, obteniendo el porcentaje de cada uno de ellos.

8.10.1.7 Hematocrito

Se homogenizo el tubo de sangre con heparina-litio, se introdujo un capilar sin heparina
en el tubo logrando absorber sangre hasta tres cuartas partes del capilar, luego se sello

con plastilina del lado donde se tomd la muestra.

Posterior a esto, se llevo el capilar a la micro centrifuga, colocando el lado con plastilina
en direccidn externa teniendo contacto con el borde de la micro centrifuga y el otro lado
del capilar en direccion interna. Se centrifugd por 5 minutos a 12.000 revoluciones por
minuto que automaticamente se detuvo. Se obtuvo la muestra separada en 2 partes, una

parte amarillenta que es plasma y otra roja que son células sanguineas.

Se retird el capilar y se llevo al lector de hematocrito, se coloco la parte roja que son
celulas sanguineas en la linea de la base del lector sin contar la plastilina y la parte
amarilla que es plasma se coloc6 en la linea del borde superior, posterior a esto se realiz6
la lectura correspondiente del porcentaje de hematocrito identificando el valor mediante
la linea que cruza entre plasma y glébulos rojos.

8.10.1.8 Hemoglobina

La hemoglobina se determiné utilizando el método de estimacidn, este consistié en dividir
el hematocrito entre un rango de 3.0-3.3, para este proyecto de investigacion se tomo en

cuenta el valor de 3.0 (61).
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8.10.1.9 Indices eritrocitarios

Estos indices se obtuvieron mediante férmulas establecidas, que se presentan a

continuacion (1):

Volumen corpuscular medio (VCM), expresado en fentolitros (fl).

VCM = hematocrito x 10

N° glébulos rojos

Hemoglobina corpuscular media (HCM), expresada en picogramos (pg).

HCM = hemoglobina x 10
N° glébulos rojos

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM), expresada en gramos por
decilitro (%).

CHCM = hemoglobina x 100

Hematocrito

8.11 Analisis de morfologia celular

Para poder describir la morfologia se utilizé el frotis seco tefiido con May Grinwald—
Giemsa; se analiz6 desde el menor al mayor aumento, utilizando una gota de inmersion
sobre el cubreobjetos para el uso del objetivo 100x. Por altimo, se describi6 cada una de

las células encontradas.

9. ANALISIS DE RESULTADOS

La presente investigacion realizada en 10 tortugas motelo en cautiverio, marca el inicio
para determinar su estado de salud, como su media de los valores hematoldgicos de los
gloébulos rojos, blancos y trombocitos, ademas de la descripcion de las caracteristicas

morfologicas celulares.
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9.1 Perfil hematoldgico de 10 tortugas motelo en cautiverio en el Eco
Zooldgico San Martin — Bafios de Agua Santa

9.1.1 Perfil hematoldgico eritrocitario

En la tabla 1, se muestran los valores de la serie eritrocitaria obtenidos en el presente
proyecto de investigacion de las 10 tortugas motelo halladas en el Eco Zooldgico San

Martin en la ciudad de Bafios de Agua Santa.

Tabla N.-1 Valores de la serie eritrocitaria

VALORES DE LA SERIE ERITROCITARIA EN 10 TORTUGAS MOTELO DEL
ECOZOOLOGICO SAN MARTIN

VARIABLES | Eritrocitos | Hematocrito | Hemoglobina | VCM | HCM | CHCM
Muestra  |(x10%6/ul)] (%) (g/dl) ) | (pg) | (9/d)

1 0,59 26 8,67 440,68(146,89| 33,33

2 0,43 22 7,33 511,63|170,54| 33,33

3 0,45 22 7,33 488,89(162,96| 33,33

4 0,95 28 9,33 294,74] 98,25 | 33,33

5 0,60 29 9,67 483,33(161,11| 33,33

6 0,75 24 8,00 320,00{106,67| 33,33

7 0,56 23 7,67 410,71(136,90| 33,33

8 0,73 27 9,00 369,86|123,29| 33,33

9 0,77 38 12,67 493,51(164,50| 33,33

10 0,66 29 9,67 439,39(146,46| 33,33

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

En la tabla 2, se indica los valores de la serie eritrocitaria. Segun el valor p <0.0001 existe
diferencia estadistica para cada individuo, donde los promedios obtenidos en el presente
proyecto fueron: eritrocitos 0.65+0.16 x 10%puL, hematocrito 26.8+4.78%, hemoglobina
9.93+1.59 g/dl, por otro lado en cuanto a los promedios de los indices eritrocitarios
obtenidos fueron: volumen corpuscular medio 425.27fl, hemoglobina corpuscular media

141.76pg y concentracion de hemoglobina corpuscular media 33.33g/dl.
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Tabla N.-2 Valores de la media y desviacion estandar de la serie eritrocitaria

Variable

Media D.E. Min

Max P(bilateral)

Eritrocitos x (10/uL)
Hematocrito (%)
Hemoglobina (g/dl)
VCM (f1)

HCM (pg)

CHCM (g/dl)

0,65 0,16 0,43
26,80 4,78 22,00
8,93 1,59 7,33
425,27 75,55 294,74
141,76 25,18 98,25
33,33 0 33,33

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

0,95 <0,0001
38,00 <0,0001
12,67  <0,0001

511,63  <0,0001
170,54  <0,0001
33,33 sd

En la tabla 3, se muestra la comparacion de machos con las hembras, en donde los valores

eritrocitarios no mostraron diferencia estadistica significativa (p>0,4); sin embargo, la

media de eritrocitos, hematocrito y hemoglobina se encuentran ligeramente elevados en

relacion de machos sobre las hembras. Por otro lado, la media de VCM y HCM, se

encuentran ligeramente disminuidos de los machos sobre las hembras y el CHCM no

presento diferencia estadistica en sus promedios.

Tabla N.-3 Valores de la serie eritrocitaria con relacion el sexo

SEXO Media D.E. Min Max
HEMBRAS  Eritrocitos x (10/uL) 0,60 0,21 0,43 0,95
Hematocrito (%) 25,4 3,29 22,00 29,00
Hemoglobina (g/dl) 8,47 1,10 7,33 9,67
443,85 87,21 294,74 511,63
HCM (pg) 147,95 29,07 98,25 170,54
MACHOS  Eritrocitos x (108/uL) 0,69 0,09 0,56 0,77
Hematocrito (%) 28,2 5,97 23,00 38,00
Hemoglobina (g/dl) 9,40 1,99 7,67 12,67
406,69 66,13 320 493,51
HCM (pg) 135,56 22,04 106,67 164,5

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

9.1.2 Perfil hematoldgico leucocitario

En la tabla 4, se muestran los valores de la serie leucocitaria obtenidos en el presente

proyecto de investigacién de las 10 tortugas motelo halladas en el Eco Zooldgico San

Martin en la ciudad de Barios de Agua Santa.
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Tabla N.-4 Valores de la serie leucocitaria

VALORES DE LA SERIE LEUCOCITARIA EN 10 TORTUGAS MOTELO DEL ECOZOOLOGICO SAN

MARTIN
VARIABLES | Leucocitos | Heterofilos | Eosmofilos | Basofilos | Anwofilbs [Monocitos | Linfocitos | Trombocitos
Muestra  |(x10°3/uL) (%) (%) (%0) (%) (%0) (%0) (%0)
1 1.9 37 17 6 0 0 40 38
2 4,7 32 16 4 0 2 46 59
3 2,0 27 15 10 0 0 48 76
4 3,9 37 19 10 0 1 33 55
5 2.5 50 10 6 0 0 34 40
6 3,0 24 13 7 0 3 53 61
7 2,9 35 15 7 0 0 43 37
8 2,2 30 14 6 0 0 50 62
9 2.4 36 14 5 0 1 44 71
10 1.9 34 21 7 1 0 37 49

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

En la tabla 5, se muestra los promedios obtenidos en: leucocitos 2.74+0.93 x 10%/uL. La
distribucion celular de heterofilos 34.2%, eosindfilos 15.4%, basofilos 6.8%, linfocitos

42.8%, azurdfilos 0.1%, monocitos 0.7% y trombocitos 54.8%.

Segun el valor p <0.0001 existe diferencia estadistica significativa para cada individuo,
en los valores de heteréfilos, eosinéfilos, basofilos, linfocitos y trombocitos. Sin embargo,

no existe diferencia estadistica significativa (p>0,3) en azuréfilos y monocitos (p>0,06).

Tabla N.-5 Valores de la media y desviacion estandar de la serie leucocitaria

Variable Media D.E. Min Max P(bilateral)
Leucocitos 2,74 0,93 1,9,00 4,70 <0,0001
(x10%/uL)

Heterofilos (%) 34,20 7,05 24,00 50,00 <0,0001
Eosinofilos (%0) 15,40 3,10 10,00 21,00 <0,0001
Basofilos (%0) 6,80 1,93 4,00 10,00 <0,0001
Azurdfilos (%) 0,10 0,32 0 1,00 0,3434
Monocitos (%) 0,70 1,06 0 3,00 0,0662
Linfocitos (%0) 42,80 6,75 33,00 53,00 <0,0001
Trombocitos (%) 54,80 13,63 37,00 76,00 <0,0001

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia
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En la tabla 6, se muestra la comparacion de los valores de la serie leucocitaria en tortugas
motelo machos y hembras. Segun el valor (p >0.5), no existe diferencia estadistica
significativa para los valores de heterofilos, basofilos, eosinofilos, linfocitos, monocitos

y trombocitos.

Tabla N.-6 Valores de la serie leucocitaria con relacion el sexo

VARIABLES @ Variable Media D.E. Min Max

Leucocitos 3,00 1,24 1,90 4,70
(x10%/uL)
Heterofilos (%) 36,60 8,56 27,00 50,00

HEMBRAS  Eosindfilos (%) 15,40 3,36 10,00 19,00
Basofilos (%) 7,20 2,68 4,00 10,00
Azurofilos (%) 0,60 0,89 0 2,00
Monocitos (%) 40,20 6,80 33,00 48,00
Linfocitos (%) 53,60 15,50 38,00 76,00
Leucocitos 2,48 0,47 1,90 3,00
(x10%/uL)
Heterdfilos (%) 31,80 4,92 24,00 36,00
Eosinofilos (%) 15,4 3,21 13 21

MACHOS Basofilos (%) 6,4 0,89 5 7
Azurdfilos (%) 0,8 1,3 0 3
Monocitos (%) 45,4 6,27 37 53
Linfocitos (%) 56 13,19 37 71

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia
9.2 Morfologia celular de 10 tortugas motelo en cautiverio en el Eco
Zooldgico San Martin

9.2.1 Morfologia celular eritrocitaria

9.2.1.1 Eritrocitos
Los eritrocitos (Fig. 2) son células son elipticas con bordes redondeados, su ndcleo es
prominente, esta ubicado en el centro y tienen forma oval. Su citoplasma no posee
granulos. Los eritrocitos inmaduros, (Fig. 3) son células redondas con un nucleo
prominente que recubre la mayoria de la célula, se encuentra central. Los poiquilocitos
(Fig. 4) son eritrocitos maduros que presentan forma irregular, con un borde terminado

en punta.
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Figura 2 Eritrocitos normales Figura 3 Eritrocitos inmaduros
(Chelonoidis denticulata) May (Chelonoidis denticulata) May
Griinwald- Giemsa 100X Grinwald- Giemsa 100X
Fuente: Directa Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia Elaborado por: Bilbao Saskia

Figura 4 Eritrocitos anormales (poiquilocitos) (Chelonoidis denticulata) May
Griinwald- Giemsa 100X

5

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

9.2.2 Morfologia celular leucocitaria
9.2.2.1 Leucocitos

Los heterdfilos (Fig. 5) son células que en la mayoria de los casos fueron amorfas, con
bordes irregulares ya que el citoplasma contiene granulos fusiformes. Su ndcleo se

encontrd de redondo a oval y excéntrico, de igual manera con bordes irregulares.

Los eosinofilos (Fig. 6) son células redondas a ovales, poseen granulos citoplasmaticos
esféricos, su nucleo se localizaba en posicion excéntrico, es redondo a ligeramente

alongado, en algunos casos se encontraba lobulado. Sus bordes se encuentran lisos.

Los basofilos (Fig. 7) son células esféricas, el citoplasma contienen abundantes granulos.
El ndcleo en la mayoria de las células se encontraba lobulado.

Los azurdfilos (Fig. 8) son células de forma irregular generalmente redondas, sin bordes
lisos, su ndcleo es de forma oval con cromatinas agrupadas y su citoplasma se encuentra

repleto de granulos. Son morfolégicamente similares a los monocitos.
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Los linfocitos (Fig. 9) son células redondas con bordes externos lisos, poseen un nucleo

central que cubre la mayoria del citoplasma y no contiene granulos.

Los monocitos (Fig. 10) son células de forma redonda, su citoplasma es abundante con

vacuolas o granulos diminutos y su nucleo es pleomorfico y excéntrico, por lo general se

encontraba indentado.

Figura5 Heterofilo (Chelonoidis
denticulata) May Grinwald- Giemsa
100X

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

Figura 6 Eosinofilo (Chelonoidis
denticulata) May Grinwald- Giemsa

100X
—~ ~

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

Figura7 Basofilo  (Chelonoidis
denticulata) May  Grinwald-
Giemsa 100X

—

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

Figura 8 Azuroéfilo (Chelonoidis

denticulata) May Griinwald-

Giemsa 100X
"

o

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

Figura9 Linfocito (Chelonoidis
denticulata) May  Grinwald-
Giemsa 100X

2

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

Figura 10 Monocito  (Chelonoidis
denticulata) May  Grinwald-
Giemsa 100X

(=

&'

<
Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia
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9.2.3 Morfologia celular trombocitaria
9.2.3.1 Trombocitos

Los trombocitos (Fig. 11) son células de forma eliptica o fusiformes con ndcleo central y
oval. Su citoplasma es escaso y casi no se lo puede observar. Estas células tienden
agruparse (Fig. 12).

Figura 11 Trombocito (Chelonoidis Figura 12Trombocitos agrupados
denticulata) May Grinwald- Giemsa (Chelonoidis  denticulata) May

100X Griinwald- Giemsa 100X
’ \ ™

| 'o}s >
ol

Y @hP

Fuente: Directa Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia Elaborado por: Bilbao Saskia

_
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10. DISCUSION

En la ciudad de Bafios de Agua Santa, no se han realizado estudios similares sobre
hematologia y caracteristicas morfocelular de las tortugas motelo (Chelonoidis

denticulata).

En el presente proyecto de investigacion se obtuvo valores de la serie eritrocitaria, como
eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, VCM, HCM y CHCM, que se encuentran dentro
de los rangos de variacién. Resultados similares se reportaron en estudios de la misma
especie Chelonoidis denticulata, descrito por Cevallos (1) y Cabrera, et al. (52), esto se
puede deber a que son de la misma especie. Sin embargo, al comparar el promedio de
globulos rojos obtenidos en la presente investigacion de (0.65+0.16 x 106/uL); con
estudios de otros testudineos como Chelonoidis chilensis chilensis donde Troiano, et al.
(3), obtiene un promedio de 0.74 x 106/uL (= D.S. 0.07) y con Geochelone Carbonaria
donde Baldrey, et al. (33), un promedio de 2,05 x 106/uL (£ D.S. 2.83), indican una media
elevada; cabe recalcar que el resto de valores de la serie eritrocitaria se mantienen dentro

de los rangos.

Algunos autores como Lavin, et al. (35-37), mencionan que la interpretacion de valores

de referencia para las distintas especies, se ve asociada a factores intrinsecos como la
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especie, edad, sexo, estado fisiologico y también por factores extrinsecos como
alimentacion, condiciones ambientales, posicion geografica, estrés y técnica de toma de
muestra, lo que se pretende aplicar en éste estudio, debido a que se trata con individuos

en cautiverio que comparten factores Unicos.

Los valores de la serie leucocitaria en el presente proyecto de investigacion, con respecto
a los promedios obtenidos de globulos blancos 2.74+0.93 x 103/uL en relacion a los datos
obtenidos por Cabrera, et al. (52), que fueron 7.82 x 103/uL (= D.S. 3.66), se encuentran
disminuidos, debido al lugar de venopuncion, factores de estrés y actividad muscular de

la tortuga. Sin embargo, estos resultados se encuentran dentro de los rangos.

En el caso de heterofilos 34.2% y linfocitos 42.8% se reportaron con el mayor porcentaje
de las células leucocitarias, siendo valores comunes en las muestras evaluadas, resultados
similares obtuvo Cabrera, et al. (52), en heteréfilos 55.6% y linfocitos 25.5 %, ademas
de, Valdez, (63) heterdfilos 62% y linfocitos 43.6 %, siendo el mayor porcentaje obtenido
con respecto a los demas leucocitos en la misma especie de tortuga (Chelonoidis
denticulata). El resto de los resultados obtenidos en la distribucion celular, en eosinofilos,
basofilos, monocitos, azurdfilos se encuentran dentro de los rangos de variabilidad. Sin
embargo, al igual que la serie eritrocitaria, los valores denominados normales estan
sujetos a varios factores tanto extrinsecos como intrinsecos, al momento de interpretar y

presentar resultados.

Los trombocitos obtenidos presentaron un valor elevado del 54.8%; Martinez, et al. (20),

mencionaron que el uso de heparina causa agregacion de trombocitos, afectando el
recuento celular; ademas, el estrés durante el manejo y la toma de muestra sanguinea
también pueden alterar los valores. Por otro lado, en esta investigacion se realiz6 un
conteo de trombocitos cada 100 leucocitos mediante frotis sanguineo, lo que pudo elevar
el conteo.

El sexo no tiene influencia significativa sobre los valores hematoldgicos obtenidos en el
presente estudio, estos resultados coinciden con los resultados obtenidos por Troiano, et
al. (3), en su investigacién de la tortuga terrestre (Chelonoidis chilensis chilensis). Sin
embargo, Montilla, et al. (37), mencionan diferencias significativas en el recuento de
glébulos rojos, hematocrito y hemoglobina en tortugas marinas (Chelonia mydas), esto
puede deberse a que los machos fueron sometidos a técnicas de capturas por buceo en
redes causandoles estrés, y las hembras se encontraban en ovoposicién, donde se evitd
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causar el menor estrés posible. Rodriguez (64), también demuestra dimorfismo sexual

para tortugas marinas de la familia Podocnemididae.

La morfologia de los eritrocitos, leucocitos con su distribucion celular y trombocitos se
relacionan con la descripcion realizada por Corrales, et al. (63), en su estudio de
morfologia celular sanguinea de la tortuga roja (Rhinoclemmys pulcherrima). Sin
embargo, en uno de los animales se encontrd la presencia de eritrocitos inmaduros que en
general, se presentan en animales jovenes o cuando se encuentran en periodo de muda,
ademas se encontrd entre 3 a 5 eritrocitos poiquilocitos, siendo normal su hallazgo en
esas cantidades (20,35).

11. IMPACTOS (TECNICOS, AMBIENTALES O SOCIALES)
11.1 Impacto técnico

La presente investigacion aporta informacion relevante sobre valores hematolégicos y
morfologia celular de tortugas motelo, los cuales pueden ser utilizados por otros centros
como parametros y morfologia referenciales, ademas de ser una base para futuras

investigaciones.

11.2 Impacto ambiental

Al obtener los resultados de esta investigacion, se reveld una buena salud de las tortugas,
aportando con un impacto ambiental positivo al momento del manejo sanitario que es
muy importante cuidando la salud de los trabajadores del Zooldgico. Ademas, que gracias
a esta investigacion se evita el uso de medicamentos en estos quelonios que se encuentran

Sanos.

En cuanto al impacto ambiental negativo, se debe a los materiales utilizados para la
realizacion de esta investigacion, los cuales fueron mayores en relacién al nimero de
muestras procesadas.

11.3 Impacto social

Crear conciencia en la gente que visita los zool6gicos, dando a conocer que la mayoria
de los animales que se encuentran en peligro de extincion se debe a actividades
impulsadas por el hombre como: la tenencia o trafico ilegal de estos quelonios como

mascotas, caza para su consumo, contaminacion del medio ambiente, entre otros.
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12. CONCLUSIONES

Se generd un registro de datos hematoldgicos de la tortuga motelo en condiciones
de cautiverio mediante andlisis de laboratorio, que pueden servir como guia
referencial de valores confiables para los centros que manejan esta especie,
teniendo en cuenta que los valores obtenidos van de la mano con factores
intrinsecos y extrinsecos.

Se evaluo la relacion existente de los valores hematologicos entre tortugas motelo
machos y hembras, donde no hubo diferencia significativa.

Se observd y describid la forma de las células sanguineas de las tortugas motelo
mediante la observacion microscopia de los frotis sanguineos, las cuales tienen
escasas diferencias morfolégicas dentro de lo establecido, en relacion a otras

tortugas.
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Anexo 3 Hoja de vida del estudiante

HOJA DE VIDA
INFORMACION PERSONAL
Nombres y apellidos: Saskia Dayana Bilbao Medrano
Estado Civil: Soltera
Nacionalidad: Ecuatoriana
Lugar de Nacimiento: Quito
Fecha de Nacimiento: 25 de agosto de 1995
Cédula de Identidad: 1718727645
Teléfono: 0987999508
Direccion: Quito, Urb. San Francisco 2, Conjunto 5, Casa 4.
Correo electronico: saskiabilbaol2@gmail.com
INFORMACION ACADEMICA
Estudios primarios Unidad Educativa F.A.E N.- 1
Estudios secundarios Unidad Educativa F.A.E N.- 1

Bachiller en Quimico Biodlogo
Estudios superiores Universidad Técnica de Cotopaxi
Proceso de Medica Veterinaria y Zootecnista

REFERENCIAS PERSONAL

Renan Bilbao 0987512657
Karen Bilbao 0958720372



TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS

Anexo 6 Recoleccién y
homogenizacién de la muestra
sanguinea con heparina-litio

Anexo 4 Limpieza del area a
inyectar
R

Anexo 7 ldentificacion de tubo y

Anexo 5 Puncion de la vena !
preservacion de las muestras

braquial

T

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

RECUENTO DE CELULAS SANGUINEAS

Anexo 8 Dilucién de muestra Anexo 9 Colocacion de

la

sanguinea en tincion solucion en camara de
Natt & Herrick's: Neubauer

o'

w




Anexo 10 Cuadrantes para Anexo 13 Cuadrantes para
conteo de eritrocitos, 4x conteo de leucocitos, 4x

Anexo 11 Margenes para el Anexo 14 Eritrocitos y

Neubauer 40x

Anexo 12 Eritrocitos validos e

i Anexo 15 Conteo de trombocitos
invalidos para el conteo, 40x

mediante frotis sanguineo

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia



HEMATOCRITO

Anexo 16 Toma de muestra
sanguinea con capilar

Anexo 18 Micro centrifugado de
hematocritos

Anexo 17 Sellado del
capilar con plastilina

! o P
: R

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia

RECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

Anexo 20 Realizacién de frotis Anexo 21 Tincion de frotis

sanguineo sanguineo con May Griinwald
| y 1




Anexo 22 Tincién del mismo frotis Anexo 23 Enjuague del frotis
con solucion Giemsa con agua destilada

Anexo 24 Observacion mediante
microscopio y uso del contador
manual de células sanguineas

i ~——

Fuente: Directa
Elaborado por: Bilbao Saskia
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