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RESUMEN: La tortuga terrestre Chelonoidis chilensis es una especie propia de la Argentina, el Paraguay y el sur
de Bolivia. El objetivo del presente trabajo fue determinar los valores hematolégicos de las tortugas Chelonodis
chilensis que viven en cautiverio en las ciudades de Asuncién y San Lorenzo, Paraguay. Se obtuvieron muestras
de sangre: 1mL de sangre con heparina so6dica de un total de 40 animales del Jardin Botdnico y Zoolégico de
Asuncion y de animales que acudian a consultar en el Hospital Veterinario “Prof. Dr. José Vicente Nufiez” de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, de la Universidad Nacional de Asuncion. Los hemogramas fueron realizados
por métodos manuales en el Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria de la misma Universidad. Se
determin6 promedio y desviacién estdndar DE de las distintas variables utilizando el paquete estadistico
Infostat versién estudiantil. Los resultados encontrados fueron los siguientes. Para la serie roja, promedio y
DE, recuento de eritrocitos 0,31 x 106 * 0,14 / uL, Hematocrito 17 = 5,47 % y Hemoglobina 4,4 + 1,7 g/dL.
Volumen Corpuscular Medio (VCM) 581 + 157,21 fL, Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media
(CHCM) 26 * 4,97 g/dL, Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) 147 + 42,52 pg. En cuanto a la serie blanca,
promedio y DE Leucocitos totales 5.330 + 4437 /uL. Formula leucocitaria: heteréfilos 66 + 22,47 %; linfocitos
26 + 21,01 %; eosindfilos 5 + 6,92 %; monocitos 2 + 2,68 %; y baséfilos 1 + 2,87 %. Recuento de trombocitos
33.000 £ 15788 /uL, y Proteina Total fue de 3,1 + 1,23 g/dL. Los resultados de esta investigacién serviran como
herramienta de comparacion para la evaluacién clinica y del estado general de las tortugas terrestres en
nuestro medio.
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ABSTRACT: The tortoise Chelonoidis chilensis is a specie of Argentina, Paraguay and southern Bolivia. The aim
of this study was to determine the hematological values of Chelonodis chilensis turtles living in captivity in the
cities of Asuncion and San Lorenzo, Paraguay. Blood samples were obtained: 1 mL of blood with sodium
heparin from a total of 40 animals of the Botanical Garden and Zoo of Asuncion and animals that came to
consult at the Veterinary Hospital "Prof. Dr. José Vicente Nuifiez "of the Faculty of Veterinary Sciences, National
University of Asuncion. Blood counts were performed by manual methods in Veterinary Clinical Pathology
Laboratory of the same University. Average and standard deviation of the different variables was determined
using the statistical package Infostat student version. The results were as follows. For the red series, average
and SD, erythrocyte count 0.31x 106 + 0.14 / uL, Hematocrit 17 + 5.47% and Hemoglobin 4.4 + 1.7 g / dL. MCV
Mean Corpuscular Volume 581 + 157.21 fL, Corpuscular hemoglobin concentration MCHC 26 + 4.97 g / dL,
HCM 147 + 42.52 pg. As for the white series, average and standard deviation total leukocyte 5330 + 4437 / uL.
Leukocyte formula: heterophil 66 * 22.47%; lymphocytes 26 + 21.01%; eosinophil 5 + 6.92%; monocytes 2
2.68%; and basophils 1 + 2.87%. Platelet count 33,000 + 15788.26 / uL,, and Total Proteinwas 3.1+ 1.23 g / dL.
The results from this investigation will serve as a tool for the comparison and clinical evaluation of the tortoises
in our médium and their general health status.
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INTRODUCCION

Chelonoidis es un género de tortugas
terrestres endémicas en las Islas Galdpagos, América
del Sur y en la parte mas meridional de América
Central. Durante muchas décadas, se colocaron en la
especie Chelonoidis chilensis (Gray, 1870) todas las
tortugas sudamericanas que iban desde el Chaco
seco de Bolivia, Paraguay y norte de Argentina hacia
el sur hasta la regién monte de la Patagonia nortefia
(Argentina) (1). Es mayormente encontrada en
Argentina, pero también en Bolivia y Paraguay (2).
Hasta ahora, es debatido el nimero de especies en el
complejo Chelonoidis chilensis, algunos autores
reconociendo tres especies C. chilensis, C. petersiy C.
donosobarrosi (3), otros autores dos especies C.
petersilas del nortey C. chilensis las del sur (4) o una
solaespecie C. chilensis (5).

La variabilidad genética observada en el
complejo sudamericano Chelonoidis chilensis apoya
la existencia de una sola especie C. chilensis (Gray
1870) (1, 6), con una gran variabilidad fenotipica (6),
siendo C donosobarrosi (Freiberg, 1973) y C. petersi
(Freiberg, 1973) sindnimos de C. Chilensis.(1).

Las hembras alcanzan 32 cm de largo y los
machos 26 cm. Tanto en el tamafio y coloracion
general como en el disefio de las placas, la especie
muestra una enorme variacion fenotipica. Las patas
son de color grisaceo oscuro con fuertes escamas
corneas. Es una especie fundamentalmente
herbivora, pues se alimenta con hojas, pastos, frutas,
tubérculos, y cactus. Complementa su dieta con
algunos invertebrados, en especial, caracoles(4).

En cuanto a su situacion de conservacidn, las
poblaciones de C. chilensis estadn incluidas en al
Apéndice Il de la Convencién sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora (CITES) (6).En él se mencionan especies que no
necesariamente estan amenazadas con la extincion,
pero en las que el comercio debe ser controlado para
evitar su uso incompatible con la supervivencia (7),y
son consideradas vulnerables por las Comisiones de
Conservacion dela UICN (Unién Internacional parala
Conservacion de la Naturaleza, Lista Roja 2011) (6).
Se considera a una especie “vulnerable” cuando no
esta criticamente en peligro, pero enfrenta un alto
riesgo de extincion en el medio salvaje, en un futuro a
mediano plazo (8).
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Los factores mas relevantes que ponen en
riesgo la integridad de sus poblaciones son la caza
extractiva multipropésito (predominantemente
mascotismo) y la reduccién, modificaciéon y
destruccion del habitat porla expansion de la frontera
agricola. (6, 2). En Argentina a partir del aflo 2012 se
laasigno ala categoria vulnerable (9) sin que mediara
alguna mejora evidente de la situacion. (6). En
Paraguay, su estado de conservacién es de
“Preocupacion Menor” (10).

A este panorama, debe agregarse el
desconocimiento de la biologia y ecologia de las
poblaciones presentes en Argentina. El escaso
conocimiento existente hasta el momento se basa
mayormente en observaciones realizadas sobre
ejemplares en cautividad y a trabajos y observaciones
realizados a campo en localidades puntuales de su
distribucion. Pocos trabajos han sido publicados
acerca de la densidad o abundancia relativa de
Chelonoidis chilensis en Argentina y nada se sabe del
Chaco Seco de Paraguay y Bolivia (6).

Los estudios fisiolégicos de animales
silvestres que se mantienen en cautiverio o que han
sido capturados recientemente son muy importantes
para obtener detalles sobre la naturaleza de la especie
en cuestidn, que puede utilizarse como herramienta
de diagnéstico. La sangre es uno de los primeros
sistemas estudiados. Tiene la capacidad de
transportar gases (principalmente oxigeno) y
nutrientes, y también para eliminar los residuos
metabolicos (11).

Un recuento sanguineo completo consiste en
una evaluacion de una variedad de parametros que
permiten obtener informacién sobre el estado
general y la salud del animal y que ayuda en la
identificacion de patologias, particularmente las
relacionadas con la volemia y las infecciones. Cuando
se compara con otros vertebrados, hay poca
informacion disponible en la literatura sobre la
hematologia delosreptiles (12).

El objetivo del trabajo fue determinar los
valores hematoldgicos en tortugas terrestres de la
especie Chelonoidis chilensis, en cautiverio en las
ciudades de Asunciény San Lorenzo, Paraguay.

MATERIALESY METODOS

El tipo de estudio fue observacional,
descriptivo y de corte transversal. El mismo fue
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realizado entre el mes de marzo del afio 2015 hasta el
mes de junio del afio 2016. Las muestras sanguineas
fueron obtenidas de los animales del Jardin Botanico
y Zoolodgico de Asuncidn, de animales que acudian a
consultar al consultorio de animales exdticos y
silvestres en el Hospital Veterinario “Prof. Dr. José
Vicente Nufiez” de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, de la Universidad Nacional de
Asuncidn.

La poblacién enfocada fue de 40 tortugas
terrestres de la especie Chelonoidis chilensis,
aparentemente sanas, con un peso igual o mayor a
0,5Kg.

Antes de la obtenciéon de la muestra, los
animales fueron inspeccionados, y se realizé una
anamnesis completa sobre el animal, su historial, su
alimentacidn, su habitat en cautiverio. Se identifico el
sexoy pesode cadaanimal.

En los chelonios la venipuncién puede ser
hecha preferenciamente de las venas yugulares,
coccigea o subcarapacial (13). Se realiz6é la
venopunciéon del seno subcarapacial en todos los
animales, (Figura 1) con el fin de uniformizar los
resultados.

Figura 1. Extraccién de muestra sanguinea del seno
subcarapacial

El volumen de las muestras consistié en 1 mL
de sangre, y como anticoagulante se utilizé heparina
sodica (0,75mg) colocada previamente en la jeringa.
Debido a la rapida coagulacion de la sangre reptil, se
realiz6 la homogeneizacién en la jeringa,
posteriormente se deposit6é la sangre en un tubo
estéril. Las muestras fueron refrigeradas a 4°C hasta
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su procesamiento en el transcurso de 24 horas como
maximo.

El trabajo de laboratorio fue realizado en el
Laboratorio de Patologia Clinica del Departamento
de Patologia y Clinica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias dela Universidad Nacional de Asuncion.
La determinaciéon del hemograma se realizé por
métodos manuales debido a las caracteristicas
propias de los reptiles que se diferencian bastante de
los mamiferos, como ser la presencia de eritrocitos
nucleados. La determinacién de hematocrito se
realizé por el método micro-hematocrito (14, 15).
Para la determinacién de concentraciéon de
hemoglobina, se empled el método de ciano-meta-
hemoglobina utilizando kit comercial Human
(Alemania), las muestras con el reactivo de Drabkin
se centrifugaron a 3000 rpm por cinco minutos
previo ala lectura fotocolorimétrica (13), realizando
la misma en fotémetro de filtro Biosystem BTS 350
(Espafia). Para la determinacion de la proteina total
se utilizé refractémetro. (14,15).

Para el recuento de células sanguineas se
utiliz6 la cAmara de Neubauer. Se realizd el recuento
de eritrocitos y leucocitos utilizando aumento de
400x previa dilucion de lasangre 1:100 (5) con suero
Ringer con Lactato (Figura 2).
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Figura 2. Visualizacion de células sanguineas en
Camara de Neubauer

Para el recuento de glébulos rojos se
descargé la dilucion sobre una cAmara de Neubauer
modificada en uno de los lados. Se contaron a 40 x las
células en 5 cuadraditos centrales (en diagonal o 4
esquinas mas el centra). S6lo se contaron los
eritrocitos que no tocaron ninguna linea central o
tocaron la linea central de los lados inferior e
izquierdo de cada cuadradito (16). El nimero total
de eritrocitos contados (la suma de los 5
cuadraditos) se multiplicé por 5000 (13) teniendo el
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numero total de glébulos rojos por pL. Los indices
hematimétricos se calcularon con las férmulas de
Wintrobe (8). Para el recuento de glébulos blancos se
contaron todos los 25 cuadraditos (1 mm3). Se
multiplicé el valor por la constante 1000 (dilucion
100 por constante 10 obtenida de las medidas de la
camara) (13). Pararealizar la férmula leucocitaria se
realizé frotis sanguineo con el método de
cubreobjetos (16,17). Posteriormente se utilizé la
tincion de May Griinwald - Giemsa (16) para la
correcta diferenciacion de eritrocitos nucleados y
leucocitos. Los leucocitos de reptiles fueron
clasificados en granulocitos: Heterdfilos, Eosindfilos,
Basdfilos y agranulocitos Linfocitos y Monocitos
(13). La estimacion del recuento de trombocitos se
realiz6 contando su cantidad en 10 campos,
multiplicando el resultado por el factor 1500 (18).

En el frotis sanguineo los eritrocitos de
tortugas tienen una forma elipsoidal con bordes
romos, son nucleados, con el nucleo ovalado,
posicionado en el centro (19) (Figura 3).

Figura 3. Eritrocitos y Heterofilos

Los heterofilos son células redondeadas con
granulos citopldsmicos fusiformes eosinoéfilos
(naranja o rojo); su nucleo es redondo a ovalado,
posicionado excéntricamente (19) (Figura 3). Los
eosindfilos son células grandes y redondeadas con
granulos citoplasmicos eosinoéfilos esféricos; el
nucleo suele estar en el centro de la célula con forma
variable, alargado a lobulado (19) (Figura 4). Los
baséfilos son pequeiios y redondos, contienen
granulos citoplasmicos baséfilos que muchas veces
oscurecen al ntcleo, ligeramente excéntrico (19)
(Figura 5). Los linfocitos son células redondas y
pequeiias, similares al linfocito de mamiferos y aves;
tienen el nicleo redondo o ligeramente endentado,
en posicién ligeramente excéntrica (19) (Figura 4).
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Los monocitos son los leucocitos de mayor tamafio y
tienen forma redondeada a ameboidea; su nucleo
varia entre redondo a ovalado, y esta lobulado (19)
(Figura 4). Los trombocitos son células pequeiias de
forma variable, de eliptica a fusiforme; el nucleo,
tefiido de purpura, esta en posicién central, con
citoplasma incoloro. Generalmente estan agregados
(Figura 6) (19).

O Vi ‘*
Figura 5. Basofilo rodeado de eritrocitos

L.

Figura 6. Trombocitos

Se determin6é promedio y desviacion
estandar (DE) de las distintas variables utilizando el
paquete estadistico Infostat version estudiantil (20).

En este trabajo de investigacién fueron
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contemplados los Principios Eticos Rectores
Internacionales para la Investigacion Biomédica con
Animales del CIOMS (Organizacién Cientifica
Internacional y No Gubernamental, establecida porla
UNESCO yla OMS en 1949). Debido a que este trabajo
implicé el estudio de muestras bioldgicas
provenientes de tortugas vivas, se justifico la
necesidad del empleo de las mismas, constituyendo
por lo tanto la fuente biolégica de los materiales
(sangre). Las muestras a ser estudiadas fueron
obtenidas de forma cuidadosa, por profesionales
entrenados en la técnica, sin causar dafio a los
animales, tratandolos como seres sensibles que son,
promoviendo en todo momento el bienestar animal y
el cuidado del paciente, minimizando el dolor, las
molestias y el estrés (21). El sitio de puncidn utilizado
(seno subcarapacial) redujo la manipulaciéon del
animal, ya que puede ser accedido con la cabeza del
quelonio retraida o extendida. Tiene la ventaja de
minimizar el forcejeo con el animal, y el consecuente
estrés que estoimplica (19).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determinaron los valores hematoldgicos
de la serie roja, serie blanca, plaquetas y proteinas
total en tortugas terrestres de la especie Chelonoidis
chilensis. Los resultados encontrados se detallan en la
Tabla 1.

Tabla 1. Valores hematologicos en Tortugas
Terrestres (Chelonoidis chilensis) en cautiverio de las
Ciudades Asunciény San Lorenzo, Paraguay.

Variables Media D.E. Min. Max.
Eritrocitos (106/uL) 0,31 0,14 0,14 0,8
Hematocrito (%) 17 5,47 6 28
Hemoglobina (g/dL) 4,4 1,7 1,5 8,5
VCM (fL.) 581 157,21 288 975
CHCM (g/dL) 26 4,97 14 38
HCM (pg.) 147 42,52 79 274
Leucocitos totales (/pL) 5.330 4.437 1000 21000
Heterofilos (%) 66 22,47 20 98
Linfocitos (%) 26 21,01 2 80
Eosinéfilos (%) 5 6,92 0 28
Monocitos (%) 2 2,68 0 12
Basofilos (%) 1 2,87 0 14
Plaquetas (/pL) 33.000 15788,26 12000 159800
Proteina total (g/dL) 3,1 1,23 0,8 6,2

Al analizar los valores de la serie roja, el
recuento de eritrocitos, hematocrito y hemoglobina
se reportaron valores mas bajos en el presente
estudio que el publicado por Troiano et al (1998)
(22). Se deben considerar diferencias climaticas,
como un invierno mas frio y prolongado en la
Argentina, y un clima bastante méas calido en el
Paraguay. Esto podria explicar las diferencias en la
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serie roja. Los resultados de Troiano 1998 (22)
indican que la época del afio es el factor que causa
variaciones en los componentes sanguineos. Durante
el invierno se observa un aumento de glébulos rojos,
hematocritoy hemoglobina (p<0.01) (22).

Los resultados anteriores afectan
directamente a los valores del Volumen Corpuscular
Medio (VCM) que fue mas alto en el presente estudio
debido a que el recuento de eritrocitos fue mas bajo al
relacionarlo con el hematocrito y la Concentracién de
Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM) mas baja
en estainvestigacion debido a que lahemoglobina fue
considerablemente masbaja (23).

También debe tenerse en consideracién las
diferencias en la alimentacion. Esto ultimo puede
variar teniendo en cuenta que la diferencia en el clima
y el habitat traen consigo una diferencia en los
alimentos disponibles. Por un lado, en vida libre el
animal escoge el alimento de acuerdo a sus
preferencias o necesidades. Por otro lado, en
cautiverio el animal depende de lo que ofrezca el
propietario o lo que estd a disposicion. Estas
diferencias pueden tener un efecto sobre los valores
fisiologicos, pero esto debe ser estudiado mas
profundamente.

En cuanto a la serie blanca, los valores
encontrados en este estudio para leucocitos totales
(5330 % 4437) son menores y tienen mayor
variabilidad que los hallados por Troiano et al
(11200/uL £2500) (22). Cabe destacar que se
reportd un porcentaje mucho mayor de heterofilos
(66 + 22,5) y menor de eosindfilos (5 + 6,9) que en el
mencionado estudio (29 +* 2,3 y 32 + 5
respectivamente) (22). Sin embargo en el estudio de
Cabrera et al (24) que estudiaron los valores
hematolégicos de la tortuga terrestre Chelonoidis
denticulata, originaria del norte de Sudamérica,
reportan valores de leucocitos totales (7820/uL
+3660) y porcentaje de heteréfilos (55,6 * 20,1) y
eosinofilos (15,8 + 8,9) (24) intermedios entre la
presente investigacion y el publicado por Troiano et
al (22).

Las variaciones en cuanto a los recuentos de
leucocitos totales pueden deberse a diferencias en los
diluyentes, suero Ringer con lactato en nuestro
trabajo, en vez de solucién de Natty Herrick descripta
en los otros trabajos. También pueden influir en los
valores hematolégicos, diferentes sitios de puncién
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para la toma de la muestra, asi como a diferencias en
edad, actividad muscular, alojamiento y factores de
estrés (25). Los valores delleucograma pueden variar
sin tener gran significancia si no son analizados
periédicamente en cada animal (19).

En cuanto al recuento de plaquetas o
trombocitos, se encontré una cantidad mucho mayor
en el presente trabajo debido a la utilizaciéon de
diferentes métodos de determinacién. El estudio de
Troiano (22) utiliz6 el recuento en cdmara de
Neubauer.

Los resultados obtenidos de proteina total
(3,1 £ 1,2) son similares a los reportados en otros
estudios. Keller etal. (2012) determiné los valores de
proteina total en tortugas de la especie Emys
marmorata en vida libre (3,76 g/dL +0,69) y en
cautiverio (5,43 g/dL %1,14), explicando que los
animales en cautiverio pasaron una noche de ayuno y
la deshidratacién aumentd sus niveles de proteina
total (26). Los resultados también son parecidos a los
presentados por otros estudios en tortugas de agua
dulce (27, 28).

Cabe destacar que en 5 animales fueron
encontrados hemoparasitos intracelulares
identificados como Haemogregarina o Hepatozoon.

Figura 7. Haemogregarina dentro de eritrocitos

Los parasitos aparentemente no son
patogénicos en quelonios, quienes adquieren los
mencionados parasitos a través de garrapatas y
mosquitos (13). Se recomienda un estudio mas
profundo en trabajos sucesivos.

Es muy importante entender que las
respuestas celulares en la sangre del reptil son menos
predecibles que los de mamiferos endotérmicos y
aves, cuyos microambientes celulares son mas
estables. Cuando se evaltia la respuesta hematolégica
en reptiles, factores externos como condiciones
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ambientales que pueden aumentar o inhibir la
respuesta del animal a la enfermedad no deben ser
ignorados. Ademas, varios factores de manejo de
muestras, como el sitio de toma, tipo de
anticoagulante, método de conteo celular, y tipo de
tincion utilizada suman a la variabilidad de los
valores en hemogramas de reptiles. Estos factores
complican el establecer de valores de referencia en
reptiles. Por eso, los valores leucocitarios deben
diferir enormemente (del doble, ya sea mayor o
menor) de los valores de referencia para ser
considerados significativos (19).

CONCLUSION

Los valores de recuento de eritrocitos,
hematocrito y hemoglobina fueron menores a los
reportados por la literatura debido diferencias
climaticas y posiblemente de alimentacién. El1 VCM
fue mayory el CHCM fue menor que lo reportado en la
literatura.

El recuento de leucocitos fue menor a lo
reportado por la literatura debido posiblemente a
diferencias en edad, alojamiento y factores de estrés.
Los valores porcentuales de heteréfilos fueron
mayores y los de eosinéfilos fueron menores a los
reportados porlaliteratura.

Los valores promedio de trombocitos fueron
mucho mayores que los reportados por la literatura
debido a la utilizaciéon de diferentes técnicas. Los
valores de proteina total fueron similares a la
literatura.

La hematologia es muy valiosa como
herramienta para evaluar la respuesta del paciente a
una enfermedad o terapia. Los resultados de
investigacion proveen las bases para un mejor
entendimiento de la fisiologia de los quelonios en
nuestro medio, ademas de servir de herramienta de
comparacion para la evaluacidn clinica y del estado
general de las tortugas que presenten alguna
afeccidn.
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