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Introduccion y Objetivos

1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La tortuga o galdpago de vientre amarillo o dgasramarillas Trachemys scripta
scripta Schoepff, 1792-), es un quelonio que pertenecaulabrden Cryptodira y a la
familia Emydidae, en la que existen aproximadameregéneros y 48 especies, la
mayoria de ellas conocidas como tortugas de agea.dtl géneralrachemysncluye 15
especiestodas ellas distribuidas por América del Norte, ey Suramérica. La especie
Trachemys scriptaengloba a su vez 3 subespecies difereftescfipta elegansr. scripta
scripta y T. scripta troosiij estrechamente relacionadas entre si. Todas ledlaitan en
ambientes semiacuaticos y son principalmente cairasy omnivoras (&NST Y BARBOUR,
1989; FRANK Y RAMUS, 1995; BOYER Y BOYER, 2006; BROTONS 2007;FRITZ Y HAVAS,
2007). La subespecie objeto de este estudio tien&ea de distribucion natural en el
sureste de Estados Unidog(fz Y HAvAS, 2007).

A medida que aumenta la importancia de las tostufgaagua dulce como nuevos
animales de compafiia y que su presencia como pexisa vuelve mas habitual en las
clinicas veterinarias, se hace crucial un mayorocimmento de sus caracteristicas
anatomicas Yy fisiologicas. Ello incluye una detdlalescripcion y caracterizacion de sus
células sanguineas y el establecimiento de logmmras hematolégicos normales para
estas especies. Sin embargo, la clasificacion sledmlas sanguineas en reptiles ha sido
histéricamente problematica, debido a la variabdidle los criterios empleados en su
categorizacion y al incierto estatus de las lireedhglares en estos animales@®K ET AL,
1998). Es por eso que, aunque inicialmente loslestworientados a identificar y describir
las células sanguineas en reptiles se basabansiachente en la microscopia Optica
estandar (&NT GIRONS, 1970;Wo0D Y EBANKS, 1984), investigaciones mas recientes han
afadido el uso de las técnicas de tincion citogrdmide la microscopia electrénica, con el
objetivo de obtener una mayor homogeneidad y fadal en los resultados @®K ET AL,
1998; MARTINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005; SALAKIJ ET AL, 2002; SALAKIJ ET AL, 2014). A
pesar de ello, hoy en dia todavia se desconocehanaspectos de la hematologia de los
reptiles y muchas especies (incluidas las habsguadeno mascotas) no han sido objeto de
estudios estructurados que establezcan una adedeasaddpcion de sus caracteristicas
hematoldgicas. Esto convierte a los reptiles egnigdo de vertebrados menos estudiado, en
comparacion con los mamiferos y las aves.

En los reptiles, al igual que en otros vertebra@oexcepcion de los mamiferos),
los eritrocitos son nucleados y generalmente ovakespesar de las diferencias
morfoldgicas, la funcion de los eritrocitos en feptiles es similar a la de los mamiferos
(HAWKEY Y DENNET, 1989).



Introduccion y Objetivos

El trombocito es otra célula nucleada muy abundant& sangre periférica de los
reptiles, analoga funcionalmente a las plagueta®sienamiferos (8NT GIRONS, 1970;
SYPEK Y BORYSENKQ, 1988; HAWKEY Y DENNET, 1989; FRYE, 1991; CAMPBELL, 19968;
RAsKIN, 2000).

Es en los leucocitos donde encontramos una may@bilidad de criterios. Si bien
la clasificacion de linfocitos y basofilos paredara, con una estructura y funcionalidad
similar a la de los mamiferos, la descripcion deréstantes lineas celulares presenta una
mayor complejidad y disparidad de opinionesofMaLI, 1988;WATSON, 1997).

Histéricamente se ha hablado, en quelonios y dibaoos, de la existencia de dos
tipos de granulocitos acidofilicos, derivados da Unica linea celular @kDAN Y FLIPPIN,
1913; CHARIPPER Y DAvis, 1932; JORDAN, 1938; SAINT GIRONS, 1970) y han sido
clasificados como granulocitos Tipo | y Tipo IAKQFIELD, 1985), o como eosindfilos Tipo
| y Tipo Il (PENAAR, 1962; AZEVEDO Y LUNARDI, 2003). A pesar de ello, estda mas
extendida y aceptada la idea de que estas céldasden de lineas celulares diferentes; la
heterdfila y la eosindfila (MTEO ET AL, 1984), clasificAndose por tanto como heterofilos y
eosindfilos (WATSON, 1997).

El heterdfilo se considera funcionalmente analotmsaneutréfilos de mamiferos, a
pesar de sus diferencias enzimaticas y bioquimi&asbien es cierto que existen
descripciones de neutréfilos en muestras sanguideawptiles (8INT GIRONS, 1970;
FRYE, 1973; DESSER 1978; RosskorPkr 1982; WooD Y EBANKS, 1984; FRYE, 1991;
MARTINEZ-SILVESTRE, 1994; AGUIRRE ET AL, 1995), no se corresponden con hallazgos
frecuentes en estas especies y la mayoria de foseawno los aceptan como parte de la
formula leucocitaria (_wRENCE Y HAWKEY, 1986;MONTALI, 1988;SYPEK Y BORYSENKQ,
1988;HAWKEY Y DENNET, 1989;WORK Y BALAZS, 1999;RASKIN, 2000;RosskopPk 2000;
SMITH ET AL, 2000).

Los monocitos en reptiles parecen compartir simélararacteristicas morfologicas
y funcionales con los de los mamiferos. Sin emhaegoel orden Squamata aparece un
tipo celular exclusivo llamado azuréfilo o monocétpurédfilo que presenta caracteristicas
intermedias entre un granulocito y un monocitcofWlALI, 1988; SYPEK Y BORYSENKQ
1988;HAWKEY Y DENNET, 1989).

La condicion de animales ectotérmicos de los lesptmplica una gran dependencia
de los factores ambientales externos (temperatulaeate, fotoperiodo) que influyen en
la aparicion de variaciones ciclicas anuales effissologia (GHEYLAN, 1981). Dichos
factores pueden ser causantes de cambios en |dsngtaos hematoldgicos segun
variaciones estacionales, sexo y edad del indivibuweuy, 1970).



Introduccion y Objetivos

Teniendo en cuenta todos los aspectos anteriornmeeteionados, se plantea la
presente Tesis Doctoralaracterizacion Morfoldgica, Citoquimica y Ultraestuctural
de las Células Sanguineas y Estudio Hematolégico &nachemys scripta scripta, con
los siguientes objetivos:
1. Descripcion morfolégica de las células sanguineagachemys scripta scripta.
2. Descripcion ultraestructural de las células sarepgréelrachemys scripta scripta.
3. Caracterizacion citoquimica de dichas células.

4. Determinaciéon de los valores de los parametros toddggcos para esta especie y

estudio comparativo entre sexos, pesos y estaciones



Introduccion y Objetivos
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- LAS CELULAS SANGUINEAS DE LOS REPTILES

2.1.1.- El Eritrocito de los Reptiles

Excepto en el caso de los mamiferos, los eritredit® todos los vertebrados son
nucleados, con morfologia ovalada. En las avesdioteos son mas alargados que en los
reptiles, que suelen presentar una morfologia mdsndeada. Algo similar pero menos
evidente ocurre con la morfologia del citoplasman&almente los eritrocitos de los
reptiles tienden a ser de mayor tamafio que loagdaves, y éstos son mas grandes que los
de los mamiferos. Sin embargo, los eritrocitos grasdes se han descrito en los anfibios
(FRYE, 1977; HhwkEY Y DENNET, 1989). En funcion de los datos publicados el rejutii
los eritrocitos de mayor tamafio es el tuataphénodon punctatus(Orden
Rhynchocephalia) @NT GIRONS, 1970). Los tamafios eritrocitarios medios de los
principales grupos de reptiles se presentan eatia2.1.

Tabla 2.1.Dimensiones en um de eritrocitos en reptilasNRAR, 1962;SAINT GIRONS, 1970;FRYE, 1981;
SYPEK Y BORYSENKQ, 1988).

DM Dm DM Dm
(Citoplasma) (Citoplasma) (Nucleo) (Nucleo)
Orden Chelonia 18.5-20 10-12 5-6.5 4-5
O. Rhynchocephalia 19-25 13-16 8-9 5-6
Suborden Sauriat 13-22 5-13.5 5.5-8 2.5-4.5
Suborden Serpentes? 15-19 8-11 5-8 3-4
Orden Crocodylia 16-17 9-10 5-6 3.5-4

1Subérdenes pertenecientes al Orden Squamata. ERetio mayor; Dm: didmetro menor.

Hay autores que aseguran que el tamafo celuldosderitrocitos puede estar
influenciado por el nivel evolutivo de la especksi, reptiles mas primitivos como
cocodrilianos y quelonios tendrian eritrocitos nrago mientras que serian mas pequefos
en especies mas evolucionadas como los lacértitfestRoBg, 1933). De forma similar
SAINT GIRONS (1970) relaciond el tamafio celular con el nivetahélico de cada especie.
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-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los frotis sanguineos en reptiles y otros grupoardmales pueden procesarse para
su estudio hematoldgico con varios tipos de tiresohas mas utilizadas son las tinciones
tipo Romanowsky, como Wright, Giemsa, Wright-Giem&@right-Leishman, May-
Grunwald o el pandptico r4pido. La mas generalizzu&/ eterinaria ha sido la técnica de
Wright (CAMPBELL, 19963; RASKIN, 2000).

El citoplasma de los eritrocitos maduros se tifiewa coloracion naranja-rosada y
generalmente muestra una textura homogénea comn@x tipo Romanowsky. Los
ndcleos, centrales y ovalados aunque a veces lareguo pleomorficos, tienden a ser
basofilos con coloraciones violetas-azuladasMgBELL, 19963; DOTSON ET AL, 1997;
RAsKIN, 2000; @QwMPBELL, 20040). La presencia de nucleo hace que los eritroci®s
reptiles no muestren la biconcavidad con la queegpa estas células en los mamiferos.
La cromatina nuclear es densamente granular y @deomise condensa a medida que la
célula envejece. En ocasiones los eritrocitos prerel nacleo, denominandose entonces
“eritroplastidos”, siendo normal encontrar algueosel frotis, siempre que su nimero no
sea elevado. El nucleo libre resultante queda fedolde una fina capa de citoplasma. Se
cree que esto forma parte del proceso natural pielggn de los nucleos de los eritrocitos,
pero también puede producirse por roturas celuldrgante la elaboracion del frotis
sanguineo (RYg, 1991).

Frecuentemente aparecen inclusiones basofilas dedom irregulares en el
citoplasma eritrocitario de muchas especies delespEn ocasiones suelen considerarse
artefactos generados durante la preparacion dedason sanguinea ARIPBELL, 2004),
aunque estudios ultraestructurales los han asoeiaiganulos degenerados (AMAN ET
AL., 1992, WORK ET AL, 1998) o mas recientemente a precipitados de heinioglo
similares a los cuerpos de Heinz vistos en mansféBasILE ET AL, 2011). En iguana
verde (guana iguana se observan inclusiones citoplasmaticas de apaaiecristalina,
cuadradas, rectangulares o hexagonaleggHT AL, 2001). Algo similar ocurre en iguana
rinoceronte Cyclura cornutd (SIMPSON Y HARVEY, 1980), aunque en ambos casos se
desconoce la causa. En otras especies se hantaesctolas citoplasmaticas hasta en un
1% de los eritrocitos (&AK1J ET AL, 2002).

Se considera normal un cierto nivel de poiquilago (alteraciones de la
morfologia celular) o anisocitosis (cambios del dam celular) en los eritrocitos de
muchas especies de reptiles, salvo que estascalteea se incrementen porcentualmente,
pudiendo indicar entonces procesos patolégicofuessas regenerativas o desérdenes
eritrocitarios (RskIN, 2000).

En la anemia se observa un incremento de la pol@s@ y por tanto del nimero
de eritrocitos inmaduros. También es frecuentendividuos jovenes o durante la ecdisis.
Los eritrocitos binucleados, con bordes nucleargsmalos (anisocariosis) o actividad
mitética, suelen asociarse con respuestas regemaranarcadas (MPBELL, 2004a;
HEARD ET AL, 2004). También pueden aparecer en reptiles en post-hitiéma en
asociacion a enfermedad inflamatoria severa, mamn o inanicion (HWKEY Y
DENNETT, 1989). En respuestas regenerativas podemos eaicant punteado basofilo en
el citoplasma, aunque también puede aparecer @anpas con toxicosis avanzada. La
hipocromasia suele asociarse a deficiencia dechieenfermedad inflamatoria cronica.
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Los eritrocitos inmaduros suelen mostrar un citepla mas pequefio, redondeado y
basofilo que las células maduras. El nacleo esnaeido y de mayor tamafio, con
cromatina agrupada de tincion menos intengaMfBELL, 1996; ALLEMAN ET AL, 1999;
CAMPBELL, 2004; HEARD ET AL, 2004). En los frotis sanguineos no es raro encontrar
reticulocitos, eritrocitos policromatoéfilos (inmads) y cuerpos de Howell-Jolly RFE,
1977). Su numero varia pero puede llegar a seasta lun 10-15% del total de eritrocitos
(WATsSON, 1997). En la serpiente de cascabel diamant@etélus adamantelslos
policromatofilos aparecen en porcentaje inferiorl® de eritrocitos (ALEMAN ET AL,
1999), mientras queBARD ET AL (2004) citan un porcentaje inferior al 5% de rdbcitos
en la mayoria de los reptiles.

Los reticulocitos de reptiles y aves muestran alo de reticulo alrededor del
nacleo con un punteado basofilo que se visualigeuBntemente con las tinciones tipo
Romanowsky (BMPBELL, 2004).

Los rubricitos son los analogos de los eritrocimgleados de los mamiferos.
Suelen aparecer en proporciones inferiores al 1% emayoria de los reptiles y tienen la
capacidad de replicarse fuera de la médula 6sealopgue en ocasiones aparecen
binucleados, generalmente en respuesta a la afidenap ET AL, 2004).

La interpretacion de los frotis teflidos para cottizy reticulocitos es problematica
ya que puede hallarse material reticular en casisdos eritrocitos. Este factor muestra su
importancia cuando se emplean tinciones especitioas el nuevo azul de metileno,
similar a la técnica empleada en mamiferos. Pdotda valoracion de la presencia de
procesos regenerativos debe basarse en el nimexdulies policromatofilas presentes y
en su morfologia citoplasmica y nuclear con tine®ripo Romanowsky (#WKEY Y
DENNET, 1989).

-Eritropoyesis en reptiles

La eritropoyesis tiene lugar normalmente en lauteédsea en mamiferos, aves y
reptiles. El proceso es muy similar en los trepgsy con la excepcion de la pérdida del
nucleo en los mamiferos (Tabla 2.2)Af#keY Y DENNET, 1989).

En condiciones fisioldgicas la tasa de producdémuevos eritrocitos es igual a la
de destruccién de células viejas y esta determinamtala vida media celular. En
mamiferos la vida media celular esta relacionagel@dasa metabolica y el peso corporal.
Asi, la supervivencia eritrocitaria es mas corta gritropoyesis mas activa en animales de
menor tamafo y con metabolismos basales mas ekevade pueden a su vez responder
mas rapidamente a las pérdidas de sangxe/KHY Y DENNET, 1989).

Los eritrocitos de los reptiles tienen una vidadimemuy superior a los de aves y
mamiferos. Algunos autores citan 600-800 dia®&8 Y BORYSENKQ, 1988;FRYE, 1991),
mientras que otros han observado viabilidades d&al8afios (BACE Y ATLAND; 1955;
RODNAN ET AL, 1957;BRACE Y ATLAND, 1962).Es evidente que la elevada longevidad de
los eritrocitos de los reptiles se debe a su relduaietabolismo (Bsskopr 2000), aunque
hay autores que sugieren que la vida media tambigde verse influenciada por la
temperatura ambiental (BIE Y WALDMAN, 1962).
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Tras su muerte el nucleo del eritrocito sufre p#is, se hincha y pierde la
cromatina. Puede haber lisis de la membrana cejutarclear y su contenido liberarse al
plasma circulante, o bien ser fagocitada la cgyolaun monocito o cualquier otra célula
con capacidad fagocitica. Se ha comprobado queclitos, heteréfilos, neutrofilos y
trombocitos pueden desarrollar actividad fagociteacontrandose bacterias y detritos

celulares en su interior R¥E, 1991).

Los restos eritrocitarios pueden ser utilizadosa ggenerar nuevas células en la
meédula 6sea, aunque en reptiles puede haber ¢asasntropoyéticas (e, 1991):

= En respuesta a condiciones de estrés y/o pérdif@car de sangre se
activan zonas de eritropoyesis extramedulares, celntdgado y el bazo
(EFRATIET AL, 1970;FRYE, 1981).

» Los eritrocitos maduros pueden sufrir division rid@® en una suerte de
progresion retrograda, sucediendo tanto en médsda 6omo en sangre

circulante.

= Se han visto eritrocitos maduros ricos en hemogbobn divisidon amitética
generando dos o0 mas células hijas.

= Los trombocitos de reptiles muestran la capacidad tdnsformarse
morfolégica y funcionalmente en eritrocitos portatode hemoglobina via
division mitética o amitotica (®ve, 1981; 1991).

Tabla 2.2. Comparacion de la eritropoyesis normal en mansfeaves y reptiles (MVKEY Y DENNET,

1989).

MAMIFEROS

AVES Y REPTILES

Proeritroblasta célula redondeada de gran tamafio. NG
grande, excéntrico o central. Cromatina nuclearfiente
granulada y espacios nucleolares. Citoplasma
basdfilo.

Eritroblasto basofilo célula redondeada pequefa ¢
cromatina nuclear granulada, sin nucléolo. Citapk
basdfilo.

Eritroblasto policromatéfila célula redonda de meni
tamafio, nicleo mas pequefio en relacion al citopla
grupos irregulares de cromatina. Citoplasma gris

ligeramente eosinofilo

Eritroblasto ortocroméatico citoplasma eosinéfilo o alg
bas6filo. Nucleo pequefio, uniformemente basofilc
picnético.

Reticulocita ligeramente mas pequefio, sin nucl
Citoplasma eosinéfilo o con tinte basdfilo. La térc del
reticulocito revela la presencia de uno o mas doéna
filamentos.

Eritrocito maduro: mas pequenfio, redondo, eosindfilo y
con cierta palidez central indicativa de biconcadid

Proeritroblasta célula redondeada o ameboide de gran
tamafo. La cromatina nuclear forma una reticulataa
con gran formacion de acUimulos. Nucléolo grande.
Citoplasma muy basdfilo con espacios mitocondriales

Eritroblasto baséfilo célula redondeada de menor tamafio,

con acumulos de cromatina nuclear. Nucléolo de meno

tamafio. Citoplasma baso6filo, ausencia de espacios
mitocondriales.

Eritroblasto policromatofilo joven célula redondeada
pequefia, ndcleo relativamente pequefio con acundgos
cromatina, ausencia de nucléolo. Citoplasma gresaze
ligeramente eosinofilo.

Eritroblasto policromatéfilo maduro célula pequefia,
redondeada o ligeramente oval con nucleo redondo o
ligeramente ovalado con acumulos irregulares de
cromatina. Citoplasma grisaceo o rojo palido.

Eritroblasto  ortocromatico citoplasma  totalmente
eosindfilo. Nicleo de mayor tamafio que el del @rito
maduro, con acumulos irregulares de cromatinaincon
para reticulocitos evidencia abundantes granulos
citoplasmaticos formando una banda perinuclear.

Eritrocito madura: célula ovalada con citoplasma
uniformemente eosindfilo. Nicleo ovalado, alargado
ocasionalmente redondeado en los reptiles.
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-Técnicas citoquimicas

Algunos estudios en reptiles describen la ausaedeigespuesta de los eritrocitos a
las técnicas de tincion citoquimica L{&MAN ET AL, 1999; HARR ET AL, 2001). No
obstante, hay especies en las que se ha detedsitivigad eritrocitaria a algunas de estas
técnicas. Asi, en la cobra re@phiophagus hannahse describe actividad focal a la
fosfatasa acida y I@-glucoronidasa (8.AklJ ET AL, 2002). RskIN (2010) describe
positividad puntiforme para el acido periddico dehi (PAS) en el citoplasma de los
eritrocitos en boas, mientras que se ha detectaditiyidad focal parau-naftil acetato
esterasa en el varano de agua asiatiesanus salvatgr(SALAKIJ ET AL, 2014).

Tabla 2.3. Tinciones citoquimicas del eritrocito de los rigsti(GERzELI, 1954;DESSAUER 1970; CAXTON-
MARTINS, 1977;CAXTON-MARTINS Y NGANWUCHU, 1978;recopilado erSYPEK Y BORYSENKQ, 1988).

TINCION CITOQUIMICA REACCION DEL ERITROCITO
ENZIMAS
Fosfatasa acida Positivo
Fosfatasa alcalina Negativo
Beta glucoronidasa Negativo
Esterasa Negativo
Peroxidasa Positivo
Deshidrogenasa acido lactico Positivo
POLISACARIDOS
Reaccion del acido periddico de Schiff Positivo/Negativo
Azul alcian No determinado
Azul de toluidina No determinado
LIPIDOS
Sudan negro B Negativo
Sudan neutro 111 No determinado

-Ultraestructura del eritrocito

Mediante el uso de la microscopia electrénica séirooa la morfologia eliptica de
los eritrocitos de reptiles, con superficie aplanagin abultamientos a nivel del nucleo
(DESSER YWELLER, 197%B; SALAKIJ ET AL, 2002; MARTINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005;
SALAKIJ ET AL, 2014). EnOphiophagus hannate detectan vacuolas citoplasmaticas hasta
en un 1% de los eritrocitos AKIJ ET AL, 2002), mientras que eviaranus salvator
aparecen organulos degenerados en forma de inohssioitoplasmaticas, ademas de
hemoglobina difusa distribuida por el citoplasmanids frecuentemente se observa dicha
hemoglobina en forma de cristalesa(&1J ET AL, 2014). El uso del microscopio
electrénico también ha permitido constatar la preisede mitocondrias en el citoplasma
de los eritrocitos inmadurosASAKiJ ET AL, 2014).

-La hemoglobina en reptiles

La hemoglobina forma parte de los eritrocitos deéosolos vertebrados y es la
responsable de la capacidad transportadora de muxige la sangre. La estructura
especifica de dicha molécula no ha sido completterestablecida en reptiles, pero se cree

9
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gue es muy similar a la del resto de vertebradesac@pta que en reptiles la afinidad de la
sangre por el oxigeno depende de la especie, th etipeso corporal y la temperatura
ambiental (MURRAY, 1996).

2.1.2.- Los Leucocitos Granulociticos en Reptiles

Los leucocitos granulociticos son aquellos quegmtas en el citoplasma acumulos
de granulos especificos que pueden mostrar diegeanbrfologias. Estan presentes en la
sangre periférica de mamiferos, aves y reptiles. ntEamiferos se clasifican como
neutréfilos, eosindfilos y basofilos en funcion de reaccion de sus granulos
citoplasmaticos y por tanto, de su coloracién espuesta a tinciones tipo Romanowsky
(HAWKEY Y DENNET, 1989). En aves Yy reptiles también encontramastipes diferentes
de granulocitos funcionalmente similares a los deniferos. Sin embargo, existen algunas
diferencias en la morfologia y la nomenclatura ya ¢tp célula homologa al neutréfilo
presenta en su citoplasma un numero importanteréleulps ovales y/o espiculados de
coloracién eosinofila, por lo que la denominaciéetitrofilo” no seria la mas correcta para
esta célula, denominanse heterofiloagkey v DENNET, 1989). Sin embargo, hay autores
gue se reafirman en la presencia de neutrofilofaesangre de aves y reptilesa($r
GIRONS, 1970; DESSER 1978; FRYE, 1978; ROosskopPk 1982; WooD Y EBANKS, 1984,
MARTINEZ-SILVESTRE, 1994;AGUIRREETAL., 1995).

Los granulocitos inmaduros tienden a ser escaso$a esangre periférica en
condiciones fisiologicas. Se suele asociar un atormearcado de su nUmero a procesos en
los que existe una mayor demanda de los mismoalraciones de la funcion medular.
Se diferencian de los granulocitos maduros por ayomtamarfo, cantidad de granulos
especificos y mayor basofilia citoplasmatica. Langitopoyesis es similar en mamiferos,
aves Yy reptiles. La primera célula reconocible alsdrie granulocitica es el mieloblasto
(granuloblasto), que evoluciona a promielocito ¢pamulocito), mielocito, metamielocito
y finalmente granulocito maduro AM/KEY Y DENNET, 1989).

2.1.2.1.- El Neutrdfilo de los Reptiles

Los neutrofilos son los granulocitos mas numer@osos mamiferos. Su funcion
principal es la degradacién bacteriana mediantenigtéxis, opsonizacion, ingestion y
lisis. Su numero puede aumentar en respuesta eciofes bacterianas o fungicas, dafio
tisular, algunas enfermedades metabdlicas, leusemi@loides y estrés @Wwkey Y
DENNET, 1989).

Varios autores afirman la existencia de neutréféosla sangre de los reptiles
(SAINT GIRONS, 1970; FRYE, 1973, 1977; BssSer 1978; FRYE, 1978; CHIODINI Y
SUNDBERG, 1982; ROSSKOPE 1982; ROSSKOPFET AL, 1982; WooD Y EBANKS, 1984;
MARTINEZ-SILVESTRE, 1994; AGUIRRE ET AL., 1995), a pesar de que anteriormente se
contabilizaban en el frotis como monocitosLPAR Y HUBER, 1923; BERNSTEIN 1938;
PIENAAR, 1962) 0 se confundian con linfocitos, basofilos, hetéwéfi azurdfilos o
simplemente se denominaban como “otro leucocit&y@-1991). Sin embargo, cuando
estan presentes, los neutréfilos de los reptiégrlén a ser bastante escasos y la mayoria de

10



Revision Bibliogréafica

los autores o no los consideran como leucocitopipsode reptiles o bien no los han
encontrado en sus estudiosAWRENCE Y HAWKEY, 1986; MONTALI, 1988; SYPEK Y
BORYSENKQ, 1988; BOURDEAU, 1989; HAWKEY Y DENNET, 1989; FRYE, 1991; HAIGH,
1991; ALLEMAN ET AL, 1992; ARNOLD, 1994; MURO ET AL, 1994; GOTTDENKER Y
JacoBsoN, 1995; CAMPBELL, 199@3; DIVERS ET AL, 1996; TROIANO ET AL, 1996, 1997;
ELIMAN, 1997;ANDERSONET AL, 1997;DOTSONET AL, 1997;WATSON, 1997;BRADLEY ET
AL., 1998; WORK ET AL, 1998; TROIANO Y SILVA, 1998; ALLEMAN ET AL, 1999;
CHRISTOPHERET AL, 1999;WORK Y BALAZS, 1999;FUENTES ET AL., 2000; RASKIN, 2000;
RosskopPE 2000; SMITH ET AL, 2000;HARR ET AL, 2001; LEBLANC, 2001; CUADRADO ET
AL., 2002;SALAKIJ ET AL, 2002;LLOYD, 2003;FISSEET AL, 2004;FONTENOTET AL, 2004;
MARTINEZ-SILVESTREET AL, 2005;SALAKIJ ET AL, 2014).

-Caracteristicas tintoriales, citoquimicas y morfobgia

El neutrdfilo en reptiles reacciona de forma pwaita las técnicas citoquimicas de
la peroxidasa y la fosfatasa alcalina y presentactexisticas tintoriales similares a las de
los neutréfilos de mamiferos cuando se procesa losnreactivos Cytocol@r vy
Neutrocolof] (FRYE, 1991).

El neutrdfilo presenta, por lo general, un ndcleo segmentado con cromatina
fuertemente agrupada k¥, 1991), aunque en algunas especies, com&pdrenodon
punctatusse detecta segmentacion nucleaegEER 1978). El citoplasma suele contener
finos granulos azurdfilos que le dan su colora@aul-grisacea, ademas de inclusiones y
finas hebras fibrilares. Pueden observarse vaclipliaicas que suelen estar fagocitando
restos celulares, bacterias u otras inclusionegieydan a la célula una apariencia toxica.
También es frecuente la presencia de pseudoporiva,(E991).

Los cambios morfolégicos mas frecuentes de losréfos son los que reflejan
inmadurez y toxicidad. La presencia en sangre @a&d de células inmaduras es un
indicador de hiperplasia mieloide asociada a malagh infeccion u otras enfermedades
inflamatorias y permite distinguir entre proces@dofpgicos y neutrofilia secundaria a
estrés (MWKEY Y DENNET, 1989).

-Ultraestructura del neutréfilo

Los estudios que describen ultraestructuralmerdgenkeutréfilos de reptiles son
escasos. EnSphenodon punctatuse han descrito ultraestructuralmente tanto los
neutréfilos inmaduros (mielocitos) como los madurdk®s primeros muestran una
superficie bastante regular, con la presencia danujps citoplasmaticos ovoides
electrodensos y un nucleo compacto. Por el coaotrios neutrofilos maduros presentan
una superficie bastante irregular y nacleo segnden2ESSER YWELLER, 197).

11
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2.1.2.2.- El Heterdfilo de los Reptiles

El heterofilo se corresponde funcional y bioquinmeate con el neutrofilo de los
mamiferos (RYLOR Y KAPLAN, 1961; EFRATI ET AL, 1970). Se considera la célula
inflamatoria principal, contabilizandose en elevatdonero en situaciones de sepsis y
necrosis (BYER, 1995; DivErRs, 200(n). En base a estudios ultraestructurales y
citoquimicos, la funcion primaria del heterdfilo lasfagocitosis (DGuy, 1970;SYPEK Y
BORYSENKQ, 1988), participando en las respuestas inflamat@saxiadas a infecciones
microbianas y parasitarias y en las inflamacionesspecificas AtoBsoN 1980;
JACOBSONET AL, 1980,1983;SyPEK Y BORYSENKQ, 1988).Al contrario que los neutrofilos
de mamiferos, los heteréfilos tienen una mayor dependencia de am&wos
independientes del oxigeno para la destruccion ode nhicroorganismos fagocitados
(CAMPBELL, 2004).

-Dimensiones celulares

Los heterdfilos de la mayoria de los reptiles sélulas grandes, con un tamafio
medio de 10-23 pm (AAND Y PARKER, 1955; ATLAND Y THOMPSON 1958; ANDERSEN
1961;AGID ET AL, 1961;BERKSON, 1966;SAINT GIRONS, 1970;RASKIN, 2000),aunque hay
variaciones entre las distintas especies e inallesdaro de un mismo individu(GAINT
GIRONS, 1970). Asi, erCrotalus adamanteuks heterofilos son los leucocitos de mayor
tamano, aproximadamente de 1.5 a 2 veces el tagaifims eritrocitos maduros, con un
ratio nucleo/citoplasma menor a 1:5L(AMAN ET AL, 1999). Lo mismo sucede en la
serpiente ratonera amarill&léphe obsoleta quadrivittafa(DOTSON ET AL, 1997), en
Ophiophagus hannalen la que los heterofilos presentan un diametrerdre 16-20 um
(SALAKID ET AL, 2002) o ervaranus salvatorcon medidas de 11 a 17 um de diametro
(SALAKIJ ET AL, 2014).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

La cualidad que mejor caracteriza y distingue ahkteroéfilos de otros granulocitos
son sus granulos citoplasmaticos fusiformegef®on 1943; TAYLOR Y KAPLAN, 1961;
FRYE, 1976,1991;CAMPBELL, 1996; WATSON, 1997), aunque la morfologia y tamafio de
los mismos varia segun las especies. Asi, tienden @ menor tamafo, ovalados y menos
numerosos en los cocodrilianos o de forma masadary mas numerosos en lagartos y
serpientes (RYg, 1991). La tincion que adquieren dichos granulossestra intermedia
entre la del eosindfilo y la del basofiloR¥E, 1977). En la mayoria de los reptiles los
granulos se tifien de coloracion rojiza-anaranjada tinciones tipo Romanowsky,
mientras que en los cocodrilianos muestran un cajr ladrillo (HAWKEY Y DENNET,
1989; RYE, 1991). EnOphiophagus hannai enVaranus salvatofos granulos se tifien
fuertemente eosindfilos con tinciones Wright-GienfSaLAkiJ ET AL, 2002; 3LAKIJ ET
AL., 2014).

La intensidad del color de los granulos de los ridétes puede variar segun el
método de fijacion utilizado. Con el uso de metdaslgranulos adquieren una coloracién
marron clara o naranja-rosada, mientras que etlesretona produce una coloracion azul
negruzca (ALAND Y PARKER, 1955;ATLAND Y THOMPSON 1958; ANDERSEN 1961;AGID
ET AL, 1961; BERKSON 1966).En serpientes se obtiene una tincibn mas intensasde
granulos en aquellos frotis fijados con formaldehddtefiidos con Wright-Giemsa de un
solo paso, que no requiere fijacion previa contatoPor el contrario, el uso de metanol
genera tinciones de menor intensidad, por lo geesafirmarse que no es apropiado para
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preservar correctamente los heteroéfilos en segBe(@TSONET AL, 1995, TROIANO ET

AL., 1997; ALLEMAN ET AL, 1999). Ademas, la fijaciébn con glutaraldehido nenp&
obtener una buena tincién de otras células sanagiiper lo que la técnica recomendada
de tincidn es la de Wright-Giemsa de un solo pAsoEMAN ET AL, 1999). En el dragon
de agua chinoRhysignathuspp) los granulos se tifien menos eosinofilos y meigibles
con el uso de Diff-Quick o pandptico rapido quenakala tincion Wright modificada
(LEBLANC, 2001).

El heterdfilo de los reptiles presenta generalmantaucleo basofilo excéntrico, no
lobulado, redondo u ovalado, con coloracién de afado a purpura (RERSON 1943;
PIENAAR, 1962; KELENYI Y NEMETH, 1969; FRYE, 1981; HAWKEY Y DENNET, 1989;
CAMPBELL, 1996; DOTSONET AL, 1997). Sin embargo, algunas especies de lagartos co
la iguana azul de Gran Cayma@y¢€lura nubila lewisi (FISSEET AL, 2004),lguana iguana
(HARR ET AL, 2001) o el dragon barbud®dgona vitticeps (ELIMAN, 1997) presentan
lobulaciéon en el ndcleo que les otorga una apaaesimilar al heterofilo aviar (@NFIELD
Y SHEA, 1988;MONTALI, 1988;HAWKEY Y DENNET, 1989).

El heterdfilo dePhysignathusspp. contiene, ademas de los habituales granulos
heterdfilos alargados, un segundo tipo de granetssnoéfilos de contorno redondeado o
irregular. El nacleo es basdfilo, redondo o segammt dependiendo del estado de
maduracion celular @BLANC, 2001).

El citoplasma del heterdfilo cuando no esta cubierbmpletamente por los
granulos muestra una coloracion palida, aunque egumzhrecer ligeramente basofilo
(WATSON, 1997).

En Crotalus adamanteuse describen dos variantes morfoldgicas del heterah
primera presenta abundante citoplasma con numemaosilos eosindfilos de contorno
irregular y en ocasiones un pequefio niumero de lgsapequeiios y basofilos. La segunda
contiene granulos ligeramente eosindéfilos con umado focal, generalmente perinuclear,
de granulos fuertemente eosindfilos de contornegudar. En ambos casos el nucleo es
pequefio, redondo u oval y excéntrical(BwAN ET AL, 1999).

Se cree que la maduracién de la serie granuladaticreptiles se puede completar
en sangre periférica, lo que generaria diferemiensidades en la tincion de los granulos
heterdfilos (EEAMI Y SAssA, 1988) y en algunos casos distintas morfologiadeaves
(LEBLANC, 2001). ElI aumento de la presencia de heterofilosaduros en el frotis suele
indicar un incremento de la demanda de células madjue resulta en un agotamiento de
las reservas y la consecuente liberacién de céhisaduras (BMPBELL, 1996).

Los cambios morfolégicos celulares dan mas inforémasobre la presencia de
patologias inflamatorias y/o infecciosas que elueato celular (WTsoN, 1997). La
deteccion de heterdfilos con apariencia anormal eerfrotis ayuda a diagnosticar
enfermedades infecciosas, generalmente bacteri&séss heterofilos toxicos muestran
una mayor basofilia citoplasmatica, granulaciénrarab y vacuolizacion. También pueden
aparecer ceélulas degranuladas, pudiendo ser daefgenerados durante la preparacion
del frotis o bien, un signo de toxicidaddBsONET AL, 1995,CAMPBELL, 199@; WATSON,
1997; CAMPBELL, 2004 ). El nucleo de dichas células suele ser de tincioa aszura,
mostrando evidencias de picnosis(BMAN ET AL, 1999). Otro signo de alteracion es la
presencia de lobulacidén nuclear en especies equiasle forma fisiolégica no esta descrita
(CAMPBELL, 1996, 2004).
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-Técnicas citoquimicas

Por lo general se considera que los heterdfilosaws y reptiles no presentan
actividad mieloperoxidasa, mientras los eosinéfdos peroxidasa positivos. Esto suele
emplearse como método de distincion entre ambaos telulares (KLENYI Y NEMETH,
1969; MATEO ET AL, 1984; MAXWELL, 1984; MONTALI, 1988; EGAMI Y SAssA, 1988;
ANDREASEN Y LATIMER, 1990; ALLEMAN ET AL, 1992; BOUNOUS ET AL, 1996). Dicha
negatividad a la peroxidasa, frente a la respysstdiva de los neutrofilos de mamiferos,
sugiere que los heteroéfilos son incapaces de pmoldumisma respuesta oxidativa frente a
las bacterias. Esta puede ser la causa de quepliles respondan a la infeccion bacteriana
con piogranulomas, en lugar de con una respuepiarativa como la de los mamiferos
(HEARD ET AL, 2004). Por el contrario, algunos autores descrdmividad peroxidasa en
los heterdfilos de algunas serpientes y lagartesx@N-MARTINS Y NGANWUCHU, 1978;
MATEO ET AL, 1984; MONTALI, 1988; SYPEK Y BORYSENKQ 1988). Estas discrepancias
podrian deberse a que el Unico acidofilo presemten@chos reptiles del orden Squamata
combine caracteristicas del heteroéfilo y del eddmdo que explicaria las descripciones
de positividad a la peroxidasa en los heterofisod Squamata, si se da por hecho que los
eosindfilos son los Unicos aciddfilos claramenteitps a la peroxidasa hallados en
reptiles (KELENYI Y NEMETH, 1969; MONTALI, 1988). Sin embargo, en el lagarto gigante
de El Hierro (allotia simony) se describen tanto heteréfilos como eosinofilpdos
primeros presentan positividad a la bencidina pdesa, ademas de al PAS y adaatftil
acetato esterasa, mientras que los eosindfiloxcearde actividad peroxidasa en esta
especie (MRTINEZ-SILVESTREET AL, 2005).

En Crotalus adamanteuse describe positividad a la reaccion del PAS, la
cloroacetato esterasa y danaftil butirato esterasa, pero no a la bencidieeoxidasa
(ALLEMAN ET AL, 1999). En iguanas hay estudios que describen yidsiti para
dihidroclorido bencidina peroxidasa y PASUENTES ET AL, 2000), mientras que otros
autores hablan de respuesta positiva al PAS, baaqguroxidasa y sudan negro B (SBB)
y moderadamente positiva adaaftil butirato esterasa y fosfatasa acida. Eatelgue los
heterofilos de las iguanas sean bastante simitales neutréfilos de mamiferos ARR ET
AL., 2001). El agama comugama agamatambién presenta heteroéfilos positivos a la
bencidina peroxidasa ARTON-MARTINS Y NGANWUCHU, 1978). En el alligator americano
(Alligator mississippiens)sse ha citado positividad frente a esterasas pecétas, ACP,
fosfatasa alcalina, peroxidasa (3-amino-9-etil-aadh) y PAS (sin diastasa); siendo
negativo al naftol AS-D cloroacetato esterasa,ERRF al PAS con diastasa (WTALI,
1988). EnOphiophagus hannalos granulos heterdfilos se tiien moderadamemeS&B
y la B-glucoronidasa; y son negativos, o adquieren untéomm débil, con lax-naftil acetato
esterasa y la fostatasa acidal@&IJ ET AL, 2002). Envaranus salvatoexiste positividad
a SBB,a-naftil acetato esterasgByglucoronidasa (8 Ak1J ET AL, 2014).

En Ophiophagus hannaée ha establecido la hipotesis de la existencidifdeentes
estadios de desarrollo en los heterdfilos circegnén base a los diferentes patrones de
tincion citoquimica de las células al ser tratawtas la fosfatasa acida y ¢enaftil acetato
esterasa, mostrando cantidades diferentes de liciddasa (8LAKIJ ET AL, 2002).

Citoquimicamente, se han identificado lipidos, gfgeno, peroxidasa y fosfatasas
acida y alcalina en los leucocitos de varias esgede reptiles (Tabla 2.4) ¢/ ET AL,
1951;PIENAAR, 1962;EFRATIET AL, 1970).
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Tabla 2.4. Tinciones citoquimicas del heterofilo de los restiGERZELI, 1954;PIENAAR, 1962; DESSAUER
1970; CAXTON-MARTINS, 1977; CAXTON-MARTINS Y NGANWUCHU, 1978; DESSER 1978; recopilado en
SYPEK Y BORYSENKQ, 1988)

TINCION CITOQUIMICA REACCION DEL HETEROFILO
ENZIMAS
Fostatasa acida Positivo
Fosfatasa alcalina Positivo/Negativo
Beta glucoronidasa Positivo
Esterasa Positivo
Peroxidasa Positivo/Negativo
Deshidrogenasa &cido lactico No determinado
POLISACARIDOS
Reaccion del acido periédico de Schiff Positivo
Azul alcian Negativo
Azul de toluidina Positivo
LiPIDOS
Sudan negro B Positivo
Sudan neutro I Negativo

-Ultraestructura del heterofilo

Ultraestructuralmente, el heterdéfilo del yacaré dahtanal Caiman crocodilus
yacar@ muestra una forma esférica, con contorno irrggua prolongaciones
citoplasmaticas. El citoplasma es abundante, cartda gran cantidad de granulos de
tamafio y eletrodensidad variables, de forma esféoial, eliptica o irregular. Se observan
numerosas vesiculas electrolicidas, pocas mitommdreticulo endoplasméatico y
ribosomas. En algunas regiones aparecen estructiu@sse asemejan a formaciones
fibrilares. El nucleo es excéntrico y muestra crimn@aadherida a la membrana de la
envoltura nuclear. Se hace evidente la presenciandeucléolo menos electrodensce(D
MOURA ET AL, 1997). Los granulos citoplasmaticos del heteréfiloGallotia simonyi
también presentan gran heterogeneidad en su tamadiectrodensidad (MRTINEZ-
SILVESTREET AL, 2005). Erivaranus salvatose describen dos tipos diferentes de granulos
citoplasmaticos, un primer grupo mas numeroso,rda tamafio y forma de varilla, con
electrodensidad variable y otro grupo mas escasofodma redondeada y elevada
electrodensidad @&Ak1J ET AL, 2014).

En Crotalus adamanteuse confirma ultraestructuralmente la presenciado®
variaciones morfologicas de heterofilo. Ambas vaga muestran granulos
citoplasmaticos de tamafio grande y pleomoérficogo pen una los granulos son
homogéneamente electrodensos y en la otra, unasllgsason electrodensos y otros
presentan una matriz mas claral(®vAN ET AL, 1999). De forma similar, los heterdfilos
de Ophiophagus hannake clasifican en dos subtipos en funcion de letreldensidad de
sus granulos. Estos songeneralmente grandes y @ifonms con densidad electronica
variable, pero unos pocos heterdfilos contienenwos de electrodensidad homogénea. El
resto de las caracteristicas de ambos tipos cetutaim iguales, incluyendo la presencia de
mitocondrias y pequefios acumulos de reticulo eadapdtico y la morfologia nuclear,
dentada con acumulos periféricos de heterocromatisias diferencias sugieren la
existencia de diferentes estadios de desarrolloslheterdfilos circulatorios 8AKIJ ET
AL., 2002). La misma idea se desprende del estudtiaestructural erkElaphe obsoleta
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guadrivitatta,en la que los granulos citoplasmaticos se clasifesados grupos en funcion
de su electrodensidad @BNOUSET AL, 1996).

2.1.2.3.- El Eosindfilo de los Reptiles

La clasificacion clasica divide a las células afiidé en heteréfilos y eosindfilos
(FRYE 1973, 1981), lo que parece cierto para cocodaBay quelonios, pero no para
muchos de los reptiles del orden Squamata, ya gestas especies se suele hablar de la
existencia de un anico aciddfilo, el heterofil®rg, 1991). Sin embargo, en ocasiones se
describe el eosindfilo en algunos SquamataL@kiyl Y NEMETH, 1969; ZAPATA ET AL,
1981;MONTALI, 1988). Ese es el caso de la serpiente de casaatahsricanarotalus
durissus terrificuy (TROIANO ET AL, 1997), deOphiophagus hannal(SALAKIJ ET AL,
2002) y deGallotia simonyi (MARTINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005). También aparecen
eosinofilos erCyclura cornutae Ilguana iguanaaunque en estas especies estas células no
reaccionan a ninguna técnica citoquimicagffrESET AL, 2000). Por el contrari®ogona
vitticeps Crotalus adamanteysel monstruo de GilaHeloderma suspectyny Varanus
salvatorcarecen de acidofilos eosinofilos (BAN, 1997;ALLEMAN ET AL, 1999; @OPER
BAILEY ET AL, 2011; 3LAKIJ ET AL, 2014).

Externamente heterdfilos y eosindfilos son muy lsiras entre si, lo que conduce
en muchas ocasiones a errores en el recuento rcdltdeencial, pero por lo general se
acepta que ambos proceden de precursores dife(es0 ET AL, 1984).

La funcion del eosindfilo se relaciona con la fagmsis de inmunocomplejos
asociados a infecciones parasitarias, aunque smsa@os estudios adicionalesgAb Y
BORYSENKQ, 1984a; SyPEK Y BORYSENKQ 1988). En aligatores con infecciones
experimentales parasitarias se ha detectado uraadaaeosinofilia con recuentos de hasta
el 60% del total de la serie leucocitarialLfGSMAN ET AL, 1979). Asi, hay autores que
utilizan el recuento de eosindfilos como un indarade infestacion parasitariadRsKoPE
2000).

-Dimensiones celulares

El tamafio medio del eosindfilo en reptiles es @2® pm (ADER Y HUBER, 1923;
AUSTIN ET AL, 1927; R'FERSON 1943; ATLAND Y PARKER, 1955; ATLAND Y THOMPSON
1958; ANDERSEN 1961; AGID ET AL, 1961; PIENAAR, 1962; KELENYI Y NEMETH, 1969;
EFRATI ET AL, 1970; SAINT GIRONS, 1970; DESSER Y WELLER, 1979%; MEAD Y
BORYSENKQ, 1984A; SYPEK Y BORYSENKQ, 1988; WORK ET AL, 1998),aunque varia en
funcidon de la especie (Tabla 2.5). Los eosindfiles mayor tamafio se encuentran en
serpientes, mientras que los lagartos ostentambs pequefios AT GIRONS, 1970;
SYPEK Y BORYSENKGQ, 1988; RASKIN, 2000). Quelonios y cocodrilianos muestran
eosindfilos de tamafio intermedioa(ST GIRONS, 1970). Asi, como ejemplo, encontramos
gue enOphiophagus hannalos eosindfilos tienen un diametro aproximado #el& pm,
siendo de tamafio inferior a los heterdfilos, peayones que los basofilosAIS\KII ET AL,
2002).
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Tabla 2.5. Diametros mayores de los eosindfilos en reptiegmelonios (8INT GIRONS Y DUGUY, 1963;
FRYE, 1991)

ESPECIE MEDIA RANGO

Orden Rhyncocephalia
Sphenodon punctatus 14.78 9-23
Orden Squamata
Suborden Sauria

Heteronota binoei 16.68 13-20
Lygosoma (Sphenomorphisg). 14.04 10-16
Lacerta muralis 13.58 11-16
Lacerta agilis 13.90 12-16
Lacerta vivipara 14.43 12-16
Lacerta viridis 14.25 12-17
Psammodromus algirus 10.42 9-12
Anguis fragilis 14.20 11-17
Heloderma suspectum 14.20 10-18
Suborden Serpentes

Coronella austriaca 18.00 16-19
Elaphe longissima 18.18 16-20
Elaphe scalaris 15.70 15-17
Coluber viridiflavus 17.88 15-20
Natrix natrix 17.59 14-20
Natrix maura 18.22 16-20
Malpolon monspessulanus 19.20 18-20
Pseudechis australis 16.73 15-19
Vipera aspis 17.70 16-20
Vipera berus 18.13 15-20

Orden Crocodilia
Crocodylus niloticus 16.25

Medidas expresadas en pm

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

El eosindfilo de reptiles se caracteriza, al iggaé en aves y mamiferos, por sus
granulos redondeados naranja-rojizos con tincidipes Romanowsky (RERSON 1943;
PIENAAR, 1962; KELENYI Y NEMETH, 1969; EFRATI ET AL, 1970; SAINT GIRONS, 1970;
DESSER YWELLER, 197%; MEAD Y BORYSENKQ, 1984A; SYPEK Y BORYSENKQ, 1988;
FRYE, 1991; WATSON, 1997; WORK ET AL, 1998) y por su nucleo, frecuentemente
excéntrico, redondo u ovalado, débilmente basdfilgque puede aparecer simple o
lobulado (MONTALI, 1988; FRYE, 1991). También se ha descrito al ndcleo en posicion
central (MARTINEZ-SILVESTRE, 1994;CAMPBELL, 199@). Su citoplasma es mas basofilo y
suele ser mas visible que el del heterdéfilaiHEY Y DENNET, 1989;WATSON, 1997) vy la
membrana celular puede presentar numerosos pselao(aye, 1991).

Los granulos eosindfilos de algunas especies coa® iduanas se tifien
tipicamente de azul con tinciones tipo RomanowdKyxwKeYy Y DENNET, 1989). En
Iguana iguanael citoplasma presenta un gran nimero de gramatttsndos azul claro o
verdosos, con un nucleo exceéntrico redondo u d¥akR ET AL, 2001). De forma similar,

17



Revision Bibliografica

los eosinofilos d®©phiophagus hannatontienen un gran nimero de granulos redondos de
color azul palido que suelen dificultar la visuatidn del ndcleo celular. Sin embargo,
algunos eosinofilos contienen un escaso numerord@eulps grandes, homogéneos y de
coloracién basofila clara que protruyen de la memdrcelular (8LAKID ET AL, 2002).
Otras serpientes, com&laphe obsoletay la piton real Phyton regiuy presentan
eosindfilos oscuros (WNTALI, 1988; SCHUMACHER ET AL, 1994; DOTSON ET AL, 1995;
JOHNSON YBENSON 1996;RASKIN, 2000).

Los eosindfilos deCrotalus durissus terrificusmantienen la morfologia y
coloracion estandar, con nucleo redondo o Dbilolmlagixcéntrico y granulos
citoplasmaticos esféricos, homogéneos y eosin(flleSIANO ET AL, 1997).

Los eosindfilos pueden degranularse en respueststeds, manteniendo sus
granulos intactos y pudiendo observarse éstosinoidr supravital, fuertemente tefiidos
pero carentes de su capacidad para aceptar laaewsitras tinciones similaresR¥E,
1991).

Los eosindfilos de los reptiles adquieren una eaiidn naranja-rojiza cuando se
usa el metanol como fijador, mientras que su tdadlies azul negruzca si se fijan con
acetona (ADER Y HUBER, 1923; AUSTINET AL, 1927; ATLAND Y PARKER, 1955;ATLAND Y
THOMPSON 1958;ANDERSEN 1961;AGID ET AL, 1961).

-Técnicas citoquimicas

Estos granulocitos han generado mucha polémicauant@ a su clasificacion y
diferenciacion (MBLE, 1931;RYERSON 1943,1949;PIENAAR, 1962; TAYLOR ET AL, 1963;
ANDREW, 1965;ELKAN Y ZWART, 1967;KELENYI Y NEMETH, 1969; EFRATI ET AL, 1970;
FRYE, 1973; CAXTON-MARTINS Y NGANWUCHU, 1978; GLASSMAN Y BENNETT, 1978&,
1978; WiLL, 1978,1979; DESSER YWELLER, 197%; ZAPATA ET AL, 1981; FRYE, 1981,
MATEO ET AL, 1984; MONTALI, 1988; SYPEK Y BORYSENKQ, 1988; AZEVEDO Y LUNARDI,
2003). Algunos de estos autores consideran laeexist de dos eosindfilos en la sangre de
algunos reptiles; un primer tipo (eosindfilo propente dicho) con granulos
citoplasmaticos redondos que reaccionan de forrsdiye a las técnicas citoquimicas de
la bencidina peroxidasa neutral y alcalina, y ugusdo tipo de eosindfilo (heterdfilo) con
granulos fusiformes o alargados negativos a la ibigrac peroxidasa (®ve, 1991). De
forma similar, NoBLE (1931) clasific6 los eosindfilos en dos grupos; los vemtad
eosinofilos, que son positivos aparoxidasa de Graham-Knoll (tincion con 3-amino-9-
etilcarbazol) y los heterofilos, peroxidasa negetiy positivos al sudan negro.

Se acepta que los granulos de los eosindfilos im@t positivamente a las
técnicas basadas en la peroxidasa (Tabla 2@)EM¢1 Y NEMETH, 1969; MATEO ET AL,
1984;MAXWELL , 1984;SYPEK Y BORYSENKQ, 1988), tal como ocurre en el lagarto de arena
(Lacerta agilig (KELENYI' Y NEMETH, 1969). Los eosinofilos d@phiophagus hannasolo
se tifilen en escaso numero cofi-glucuronidasa (8 AKIJ ET AL, 2002). De igual manera,
el lagarto agama negréddgama stellip presenta eosinofilos sin actividad peroxidasap pe
con positividad a la fosfatasa acida y a la reacdél PAS (ERATI ET AL, 1970). En
Gallotia simonyitampoco aparece actividad peroxidasa. En esta iesgec observa
positividad a fosfatasa acida, cloroacetato esieyasnaftil acetato esterasa ARTINEZ-
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SILVESTRE ET AL, 2005). En el caso dguana iguanalos eosinoéfilos son negativos para
todas las técnicas citoquimicas empleadaRgHT AL, 2001).

Tabla 2.6. Tinciones citoquimicas del eosindfilo de los Hesti(GERZELI, 1954;PIENAAR, 1962;DESSAUER
1970; CAXTON-MARTINS, 1977; CAXTON-MARTINS Y NGANWUCHU, 1978; DESSER 1978; recopilado en
SYPEK Y BORYSENKQ, 1988)

TINCION CITOQUIMICA REACCION DEL EOSINOFILO
ENZIMAS
Fostatasa acida Positivo
Fosfatasa alcalina Positivo
Beta glucoronidasa Positivo
Esterasa Positivo/Negativo
Peroxidasa Positivo
Deshidrogenasa acido lactico No determinado
POLISACARIDOS
Reaccién del acido periodico de Schiff Positivo
Azul alcian Positivo
Azul de toluidina Negativo
LIiPIDOS
Sudan negro B Positivo/Negativo
Sudan neutro 11| Negativo

-Ultraestructura del eosindfilo

Los estudios ultraestructurales@aiman crocodilus yacarmuestran un eosinofilo
de forma esférica u ovalada, con prolongacionaspleismaticas cortas y delgadas. El
abundante citoplasma es rico en mitocondrias yujparcitoplasmaticos voluminosos con
electrodensidad de moderada a intensa, de forn@iassfy/o oval. Algunos granulos
muestran una estructura interna heterogénea, fermpad material finamente granuloso.
También aparecen pequefios acumulos de reticul@kasduatico y algunos ribosomas y
pequefias vesiculas. El nicleo se muestra excéntniedondeado, con heterocromatina
periférica y un nucléolo en ocasiones visible [DOURAET AL, 1997).

Las descripciones ultraestructurales del eosin@ilaeptiles del orden Squamata
no son muy abundantes. E3phenodon punctatusl nucleo aparecié lobulado y el
citoplasma lleno de granulos irregulares en la &gripero de electrodensidad alta y
homogénea, ademas de inclusiones granulares masefigex] mitocondrias y beta-
glucdgeno. Se describen otros organulos citoplasosaton menos frecuenciagEsER Y
WELLER, 1979). En Gallotia simonyilos granulos citoplasméticos también manifiestan
electrodensidad homogénea ANINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005). Los eosinofilos de
Ophiophagus hannaho presentan organulos en su citoplasmasi8J ET AL, 2002).

2.1.2.4.- El Basotfilo de los Reptiles
Es el leucocito granulocitico de més reciente ifleation en reptiles. Los estudios
ultraestructurales y citoquimicos han revelado raedimilitudes entre los basofilos de los

reptiles y los de los mamiferos, por lo que se depone la misma funcion como
principales responsables de la respuesta alérgadigenica, portando inmunoglobulinas
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de superficie y respondiendo, al activarse, coridaracion del mediador histamina
mediante un mecanismo de degranulacién. Participanprocesos infecciosos y/o
inflamatorios (MeEAD ET AL, 1983; SYPEK ET AL, 1984; SYPEK Y BORYSENKO, 1988;
RAsKIN, 2000).

-Dimensiones celulares

El tamafio medio de los basofilos oscila entre 7420 (Tabla 2.7) (ADER Y
HUBER, 1923;AUSTINET AL, 1927;ATLAND Y PARKER, 1955;ATLAND Y THOMPSON 1958;
MONTALI, 1988), encontrandose en serpientes los de mayafitanseguidos de los de
guelonios y cocodrilianos. Los basoéfilos mas peqaediparecen en lagartos @NIrALI,
1988), aunque es €phenodon punctatudonde se han descrito los basdfilos de mayor
tamano (8INT GIRONS, 1970).

En Crotalus adamanteusl baséfilo se describe de menor tamafio que etdfao,
con un ratio nacleo/citoplasma moderadamente HE®) (ALLEMAN ET AL, 1999). En
Ophiophagus hannaél diametro de los basofilos es de 8-12 pmLA&I) ET AL, 2002) y
enVaranus salvatode 6 a 9 um (8.AK1J ET AL, 2014).

Tabla 2.7.Didametros mayores de los baséfilos de diferergpsles no quelonios ENT GIRONS Y DUGUY,
1963;FRYE, 1991)

ESPECIE MEDIA RANGO

Orden Rhyncocephalia
Sphenodon punctatus 14.43 12-20
Orden Squamata
Suborden Sauria

Heteronota binoei 10.90 8-15
Lygosoma (Sphenomorphisg). 8.33 7-10
Lacerta muralis 10.80 9-13
Lacerta agilis 8.10 7-9
Lacerta vivipara 10.47 9-12
Lacerta viridis 11.90 10-13
Psammodromus algirus 9.70 8-11
Anguis fragilis 11.89 9-15
Heloderma suspectum 10.92 8-16
Suborden Serpentes
Coronella austriaca 11.00 10-12
Elaphe longissima 12.53 9-16
Elaphe scalaris 10.10 9-11
Coluber viridiflavus 13.02 10-15
Natrix natrix 10.18 8-12
Natrix maura 11.83 9-15
Malpolon monspessulanus 11.70 11-13
Vipera aspis 12.26 9-16
Vipera berus 11.69 9-16
Orden Crocodilia
Crocodylus niloticus 13.50

Medidas expresadas en pm

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Las tinciones acuosas pueden generar alteracionkes granulos de los basofilos,
por lo que las técnicas de tincion mas adecuadadasoque emplean como fijador el
alcohol, o bien las tinciones tipo Romanowsky oaeul de Toloudina (8EK Y
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BORYSENKQ, 1988; CAMPBELL, 199@8). El uso de metanol otorga a los basdfilos una
coloracion azul metacromatica (BER Y HUBER, 1923; AUSTIN ET AL, 1927; ATLAND Y
PARKER, 1955;ATLAND Y THOMPSON 1958). Con la técnica Wright-Giemsa los granulos
citoplasmaticos se preservan bien en algunas €spERiEMAN ET AL, 1999),aunque no
ocurre igual con todos los reptiles del orden SqaianPor ejemplo, los granulos basodfilos
de la vibora jaracac@6éthrops jaracacano se mantienen adecuadamente con fijaciones
basadas en el metanolgkvi Y SassA, 1988). Los basofilos d@phiophagus hannakon

mas dificiles de identificar debido a la coloracidzulada que adquieren sus granulos,
prefiriendose el uso de tinciones Wrigha(8x1J ET AL, 2002).

Los basodfilos poseen granulos citoplasmaticos baséimetacromaticos que
adquieren un color parpura con tinciones tipo Ramaky (SYPEK Y BORYSENKGQ, 1988;
FRYE, 1991; CAMPBELL, 199@). Su nucleo se tifie oscuro y suele ser de localimacio
central (RYE, 1991), o ligeramente excéntrico y sin lobulaciof€smpPBELL, 1996s;
WATSON, 1997). En reptiles, al contrario que en mamifenosse han observado basofilos
con nucleo segmentado E&RD ET AL, 2004). Sin embargo, la valoracion del ndcleo es
complicada mediante el uso de la microscopia gpy@ajue los granulos citoplasmaticos
fuertemente tefidos dificultan su visualizaciOnHE< Y BORYSENKQ, 1988;FRYE, 1991,
CAMPBELL, 19963; WATSON, 1997).

En Crotalus adamanteusl citoplasma celular es de contorno esfériceergindo
un elevado numero de granulos basofilos, redonddsomogéneos, que tienden a
enmascarar el nacleo, que tiene morfologia ovayddaalizacion excéntrica ROIANO ET
AL., 1997;ALLEMAN ET AL, 1999). El basofilo d®©phiophagus hannabks muy similar y
los granulos se tifien intensamente basofilos ywdstg@uentemente localizados en un polo
celular, desplazando al ndacleo a una posicion gxcan(SALAKII ET AL, 2002). Se han
realizado descripciones muy similares Haphe obsoleta quadrivittattDOTSONET AL,
1997) y enVaranus salvatgren el que el nacleo aparece con morfologia esférilos
granulos citoplasmaticos muestran metacromasidactincion del nuevo azul de metileno
(SALAKIJ ET AL, 2014).

En Pogona vitticepgELIMAN, 1997) yPhysignathusspp. (LEBLANC, 2001) los
granulos muestran una coloracion violeta y morfielagdondeada, oscureciendo total o
parcialmente el ndcleo, que se encuentra en pasieidtral.

En Iguana iguanalos granulos citoplasmaticos son redondos, azolroso
morados, y el nacleo es redondo u ovalKRIET AL, 2001).

-Técnicas citoquimicas

Los basdfilos d®©phiophagus hannateaccionan positivamente con la técnica del
PAS, Sudan negro By-naftil acetato esterasafyglucuronidasa (8.AK1J ET AL, 2002),
mientras que los d€rotalus adamanteusolo muestran positividad al PASL{&MAN ET
AL.,1999).En ambos casos no existe respuesta positiva atlaZzlbluidina. Esto difiere de
los resultados obtenidos en varias especies d®masly cocodrilianos, en los que se
detecta positividad frente a esta técnica citoqedariVMATEO ET AL, 1984;MONTALI, 1988;
ALLEMAN ET AL, 1992), al igual que en varias especies de igu@yalira cornutae
Iguana iguany que a su vez mostraron negatividad frente al A& dihidroclorido
benzidina peroxidasa (Tabla 2.8)udNTES ET AL, 2000). Sin embargo, los estudios de
otros autores difieren de estos resultados. AsRRHET AL (2001) describen para los
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basofilos delguana iguanapositividad leve frente al PAS, pero negativideehfe a las
otras técnicas citoquimicas, incluido el azul deiiiina.

Los basofilos deGallotia simonyison positivos para el azul de Toluidina yoka
naftil acetato esterasa @RTINEZ-SILVESTREET AL, 2005).

Tabla 2.8. Tinciones citoquimicas del baséfilo de los repti{€ERZELI, 1954; PIENAAR, 1962; DESSAUER
1970; CAXTON-MARTINS, 1977; CAXTON-MARTINS Y NGANWUCHU, 1978; DESSER 1978; recopilado en
SYPEK Y BORYSENKQ, 1988)

TINCION CITOQUIMICA REACCION DEL BASOFILO

ENZIMAS

Fostatasa acida Positivo/Negativo

Fosfatasa alcalina Positivo/Negativo

Beta glucoronidasa Positivo

Esterasa Positivo/Negativo

Peroxidasa Negativo

Deshidrogenasa acido lactico No determinado

POLISACARIDOS

Reaccion del acido periodico de Schiff Positivo

Azul alcian Positivo

Azul de toluidina Negativo
LIPIDOS

Sudéan negro B Negativo

Sudan neutro | No determinado

-Ultraestructura del basoéfilo

Ultraestructuralmente los baséfilos 8phenodon punctatusuestran un contorno
citoplasmatico bastante regular y un nucleo congpdgis abundantes granulos aparecen
ovoides y homogéneamente electrodensos, aunqueuehom basofilos los granulos se
muestran alterados o degenerados, conteniendo tdbafos en su estructura interna.
También se describe en el citoplasma la presereimitbcondrias, particulas de beta-
glucogeno y algunos microfilamentosg$3ER YWELLER 197%). FRYE (1991) describe un
nacleo redondo con un nucléolo denso y ovaladogpsydranulos de los baséfilos de
Ophiophagus hannalparecen pequefios, homogéneos y electrodensosk(SET AL,
2002), similar a lo descrito eviaranus salvatgren el que ademas se describe un nucleo
grande y ovalado @&AKIJ ET AL, 2014). Por el contrario, los basofilos@allotia simonyi
muestran granulos con elevada y con moderada @tiectsidad (MRTINEZ-SILVESTRE ET
AL., 2005).

2.1.3.- Los Leucocitos Mononucleares en Reptiles

2.1.3.1.- El Linfocito de los Reptiles

La funcion de los linfocitos en reptiles es muyitar a la de mamiferos y aves.
Existen dos tipos principales de linfocitos, T yo8e desarrollan diferentes funciones. Los
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linfocitos B producen varios tipos de inmunoglobaB mientras que las diferentes
poblaciones de linfocitos T participan en la modEma de la respuesta inmune
(CAMPBELL, 199@3; RASKIN, 2000; CAMPBELL, 2004»). Los linfocitos también pueden
desarrollar actividad fagocitica, ya que en sitiaes de bacteriemia se han encontrado
fagocitando microorganismos o eritrocito®YE, 1991).

En el caso de los reptiles y al contrario de lo goerre en aves y mamiferos, la
respuesta inmune esta influenciada por las comisioambientales. Asi, las bajas
temperaturas pueden reducirla o incluso inhib@aPBELL, 2004).

Existen estudios que aportan la idea de la exigtemle una importante
heterogeneidad en los linfocitos de reptiles, geemanifiesta con variabilidad en los
niveles de células T y B {BEK Y BORYSENKO, 1988). Esta heterogeneidad ha sido
extensamente estudiada en varias especies deokigalt agame Galotes versicolgr
(PITCHAPPAN Y MUTHUKKARUPPAN, 1977), el eslizon ocelad&lalcides ocellatys(EL
RiDI Y KANDIL, 1981) y el agama negréz\gama stellip (NEGM Y MANSOUR, 1983). Y
también en serpientes, como la serpiente ratorafgSpalerosophis diadeM@MANSOUR
ET AL, 1980) y la serpiente ratonera japonddaghe quadrivirgat® (KAWAGUCHI ET AL,
1980), asi como en la tortuga mordeddChdlydra serpentina(MEAD Y BORYSENKQ,
1984).

Las células T son los linfocitos predominantesiamot bazo y sangre periférica
(SyPEK Y BORYSENKQ 1988) y se ha sugerido la existencia de dos amifyeh
diferenciados (PCHAPPAN Y MUTHUKKARUPPAN, 1977; MEAD Y BORYSENKQ, 1984B;
recopilado en @EK Y BORYSENKQ, 1988).

-Dimensiones celulares

El linfocito de los reptiles es bastante similadal aves y mamiferos RRDLEY,
1937; LucAs Y JAMROZ, 1961; ANDREW, 1965; HAWKEY, 1975; MATEO ET AL, 1984;
CAMPBELL, 199@3; RASKIN, 2000). Puede variar en tamafio desde una céluleepagde
contorno redondeado, a otra de mayores dimensitwosslinfocitos pequefios miden de
5.5 a 10 um y los grandes de 11 a 14.5 pIvegRON 1949; PIENAAR, 1962; SAINT
GIRONS, 1970;SYPEK Y BORYSENKQ, 1988). En ocasiones, se consideran los leucocéos d
mayor tamafio hallados en el frotis sanguineo denakgyreptiles (WTSON, 1997).

La mayoria de los linfocitos dérotalus adamanteusiuestran un tamafio pequefio,
inferior a la tercera parte del tamafio de un aitwomaduro. Un menor namero de
linfocitos presenta un tamafo intermedio, de laadthia la tercera parte de un eritrocito
maduro. Ademas, en esta especie los trombocitosraupen tamafio a los linfocitos,
aungue no ocurre lo mismo en muchas otras espieieptiles (ALEMAN ET AL, 1999).

El linfocito deVaranus salvatomuestra un pequefo tamafio, de 6-10 pnA8I
ET AL, 2014).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia
Los linfocitos se han considerado los leucocitosnds dificil identificacion en los
frotis sanguineos de reptiles, principalmente perdenden a confundirse con los

trombocitos (AWKEY Y DENNET, 1989; WATSON, 1997; EIMAN, 1997;ALLEMAN ET AL,
1999; HARR ET AL, 2001). Sin embargo, los linfocitos suelen ser mandps, con un
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ndcleo también mas grande, redondo y compactoseuiferencia del de los trombocitos
en la menor densidad de su cromatina nuclear. Asletoa linfocitos no presentan la
tendencia a la aglutinacion que muestran los traitdm en el frotis y poseen granulos
azurofilos que son mas finos y numerosos que las aparecen en los trombocitos
(WATsON, 1997; RsKIN, 2000). Su tipico citoplasma es finamente granadquiriendo
una coloracién basdfila clara con tinciones tiparRoowsky y con frecuencia pueden
observarse inclusiones azurofilas y/o hialinagwkey Y DENNET, 1989; RYE, 1991;
MARTINEZ-SILVESTRE, 1994; MURO ET AL, 1994; QMPBELL, 199@; WATSON, 1997;
RAsSKIN, 2000).

Los linfocitos dePogona vitticepgpresentan un citoplasma baséfilo y un nucleo
redondo con un fino patrén reticular. Externamgmesentan una morfologia mas esférica
gue la del trombocito y un mayor ratio nucleo/diésma (EIMAN, 1997). El linfocito de
Physignathusspp. es muy similar y se diferencia de los trontbecpor su contorno
redondeado y escaso citoplasma de coloracion guisi@da (LEBLANC, 2001).

Los linfocitos de Crotalus durissus terrificusse han descrito como células
redondas, con nucleo central o ligeramente excéntyi un citoplasma basofilo claro
(TROIANOET AL, 1997).

En el caso de&€rotalus adamanteuse han descrito dos variedades morfologicas
linfocitarias. La mayoria de los linfocitos sonpgkxuefio tamafio, bien diferenciados y con
citoplasma basofilo y granular, mientras que undeédos linfocitos muestra un tamafo
intermedio, con citoplasma basofilo mas voluminosaracterizado por la presencia de
finos granulos azurdfilos y un ndcleo pequefo, meldoy excéntrico, con un elevado ratio
nacleo/citoplasma (AEMAN ET AL, 1999). Algo similar ocurre erklaphe obsoleta
guadrivittatg con linfocitos pequefos vy linfocitos grandes. peguefios son tipicamente
redondos, aunque a veces su contorno puede sgulare con un nucleo central o
excentrico, que va de redondo a poligonal. El esci#teplasma es finamente granular y
ligeramente basofilo. El nacleo es violeta clamn cn patrén de cromatina borroso. Los
linfocitos grandes muestran un nucleo mas pleoemrfin citoplasma mas basofilo y un
ratio nucleo/citoplasma menor gDSONET AL, 1997).

Los linfocitos deGallotia simonyimuestran un tamafio que oscila de tan grande
COMO un monocito a tan pequefio como un tromboaitogue generalmente el tamafio es
superior al de éstos, con un citoplasma baséfile alundante y un patrén de cromatina
mas denso que el del nlcleo de los trombocitosR{NEZ-SILVESTREET AL, 2005).

La mayoria de los linfocitos d®@phiophagus hannake presentan como células
pequefias bien diferenciadas\(&<1J ET AL, 2002), igual que eNaranus salvatqgren el
gue ademas, el escaso citoplasma muestra en centadsiones granulos azurdfilos
(SALAKIJ ET AL, 2014).

La célula plasmatica es una fase activada del linfocito B, responsaldela
produccion de anticuerpos, muy similar en su modfa y caracteristicas tintoriales al
plasmocito de los mamiferos R¥E, 1991). Son parecidas en tamafo y tincion a los
linfocitos, pero lo suficientemente diferentes copara poder distinguirlas en el frotis
sanguineo de reptiles. Su citoplasma adquiere oloaacion azul intensa, exceptuando la
zona del hialoplasma o “halo” perinuclear, que sl tono azul claro. Dicho hialoplasma
se corresponde con el complejo de GolgiP¢k Y BORYSENKG, 1988; CAMPBELL, 1988;
HAWKEY Y DENNET, 1989; CAMPBELL, 1991,199@, 2004 ; HEARD ET AL, 2004) y mide
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aproximadamente un tercio del tamafio nucleam@ELL, 1988; HAWKEY Y DENNET,
1989; CAmPBELL, 1991, 199@). El nucleo suele aparecer en posicion excéntrica,
mostrando una coloracion azul oscura con tincidipgs Romanowsky y generalmente
presenta un patron de cromatina condensada en raripe(FRYE, 1991; CAMPBELL,
199@). En situaciones de estimulacidon inmune elevadad@n observarse en su
citoplasma cuerpos claros tipo RusekYE, 1991).

Las células plasmaticas no son habituales en lgresaeriférica de reptiles sanos
(CAMPBELL, 199@&), siendo su numero inferior al de linfocitos. Sacuento no suele
exceder el 0.2-0.5%, aunque puede elevarse en adsomfeccion o ante otras
estimulaciones inmunogénica{fe, 1991) (Tabla 2.9).

Tabla 2.9.Porcentaje de células plasméticas en algunasiespiereptiles (BNAAR, 1962; RRYE, 1991)

ESPECIE % CEL'ULAS
N° DE EJEMPLARES PLASMATICAS

Orden Squamata
Suborden Sauria

Agama atra 3 1.6
Agama atricollis 1 0.9
Chamaeleo dilepsis dilepsis 2 1.2
Cordylus giganteus 1 1.2
Cordylus jonesii 2 2.6
Cordylus vittifer 20 0.9
Ichnotropis squamulosa 2 0.8
Lygodactylus c. capensis 5 4.2
Mabuya capensis 1 3.2
Mabuya striata 2 1.2
Mabuya varia 3 0.6
Pachydactylus c. capensis 3 2.3
Pachydactylus bibroni 2 2.9
Varanus niloticus 2 3.1
Albabophis rufulus 2 0.8
Suborden Serpentes

Causus rhombeatus 2 24
Crotaphopeltis hotamboeia 2 2.4
Naja nigrocollis 1 2.4
Psammophis s. subtaeniatus 1 1.6

Orden Crocodilia
Crocodylus niloticus 1 1.6
Orden Chelonia

Geochelone pardalis 1 0.0
Homopus areolatus 1 0.8
Pelomedusa subrufa 1 1.6
Pelusios sinuatus 1 0.4

Los linfocitos circulantes en sangre se originatio, médula ésea, bazo y otros
tejidos linfopoyéticos (8vPBELL, 199@). En algunos reptiles pueden provenir también de
las glandulas tonsilares AM/KEY Y DENNET, 1989). No es frecuente localizar linfocitos
inmaduros (linfoblastos, prolinfocitos) en sangeeif@rica de reptiles. Estas células suelen
tener un nucleo de mayor tamafio y cromatina measéfila y un citoplasma de mayor
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tamafio y mas basofilo que los linfocitos maduross Uinfoblastos muestran un
prominente nucléolo (@1PBELL, 1996). En los prolinfocitos el nucléolo tiende a ser
simple y bien definido pero, en ocasiones, se puetiservar dos nucléolos. Estas formas
inmaduras pueden aparecer en sangre perifériceegpuasta al estrés severo o ante
neoplasias reticularesgiFe, 1991).

-Técnicas citoquimicas

Los estudios citoquimicos publicados revelan queratas especies de reptiles
los linfocitos no muestran positividad a ningunalake técnicas citoquimicas empleadas.
Esto es asi par@rotalus adamanteuALLEMAN ET AL, 1999), iguanas (FENTESET AL,
2000; HhRR ET AL, 2001) y tortuga del desiert@opherus agassizii(ALLEMAN ET AL,
1992). Por el contrario, los linfocitos d&lligator mississippiensignuestran intensa
positividad al PAS (MTEO ET AL, 1984). EnElaphe obsoleta quadrivittatg Bothrops
jaracacalos linfocitos también expresan positividad al PA8ro mas débilmente G&mi
Y SASSA, 1988;BOUNOUSET AL, 1996). Los linfocitosde Agama agamaon positivos al
PAS y a la fosfatasa &cidaAXroN-MARTINS Y NGANWUCHU, 1978), mientras que los de
Gallotia simonyi s6lo reaccionan positivamente para la fosfatasdaafVIARTINEZ-
SILVESTREET AL, 2005).

En los linfocitos deOphiophagus hannalse describen tres patrones de tincién
citoquimica para la fosfatasa acidagiaatftil acetato esterasa yfaglucuronidasa, ya que
para las tres técnicas los linfocitos pueden reaeci de forma negativa, débilmente
granular o con un gran punto focal. El patron fieate granular se corresponde con la
presencia de numerosos granulos pequefios positiiestras que el punto focal aparece
COmo un Unico punto positivo de gran tamafiaLfB1J ET AL, 2002). Algo muy similar se
ha descrito efVaranus salvatolya que en respuesta aflaglucuronidasa y a la-natftil
acetato esterasa, un 86% de los linfocitos es megain 10% muestra patron finamente
granular y un 4% presenta un punto focalLé&iy ET AL, 2014).

Tabla 2.10.Tinciones citoquimicas del linfocito de los regsil(FENAAR, 1962; CAXTON-MARTINS, 1977;
CAXTON-MARTINS Y NGANWUCHU, 1978;recopilado erSYPEK Y BORYSENKQ, 1988)

TINCION CITOQUIMICA REACCION DEL LINFOCITO

ENZIMAS
Fostatasa acida Positivo/Negativo
Fosfatasa alcalina Positivo/Negativo
Beta glucoronidasa Positivo
Esterasa No determinado
Peroxidasa Negativo

Deshidrogenasa acido lactico
POLISACARIDOS

No determinado

Reaccidn del acido periédico de Schiff Positivo/Negativo

Azul alcian No determinado

Azul de toluidina Negativo
LIiPIDOS

Sudan negro B Negativo

Sudan neutro Il

No determinado
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-Ultraestructura del linfocito

La membrana citoplasmatica del linfocito muestrenerosas prolongaciones tipo
pseuddépodo, visibles con el microscopio electroniE®ye, 1991). En Crotalus
adamanteusel citoplasma presenta numerosos polirribosoma geoco reticulo
endoplasmatico, con un nucleo irregularmente reelatol y con un patrén de
heterocromatina periférica (REMAN ET AL, 1999). EnOphiophagus hannalos linfocitos
muestran un escaso citoplasma con polirribosomakyyna mitocondria. El ndcleo es
redondo con acumulos periféricos de heterocrom#&8mankiy ET AL, 2002). EnGallotia
simonyilos linfocitos siempre muestran pseudopodia bhjmieroscopio electrénico. El
citoplasma aparece lleno de ribosomas libres yesmasas mitocondrias y el nucleo es
redondo con suaves indentacionesaRVINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005). El linfocito de
Varanus salvatopresenta polirribosomas en su citoplasma y algut@ondria (3\LAKIJ
ET AL, 2014).

En el caso de las células plasmaticas la microacelpttronica revela la presencia
de pseudopodos en la membrana celular, asi comealeeendoplasmatico rugoso vy liso y
un complejo de Golgi bastante desarrolladeyé; 1991).

2.1.3.2.- El Monocito de los Reptiles

Los monocitos tienen como funcién principal la feigmsis (RYE, 1991; RASKIN,
2000). Participan en las respuestas inflamatorigegan un papel activo en la formacién
del granuloma (pasando a ser macréfagos en la®$@jy en la generacion de las células
gigantes multinucleadas, participando especialmemias respuestas granulomatosas a las
infecciones bacterianas y a las desencadenadadopohuevos de los trematodos
espirérquidos (6x ET AL, 1980;GREINERET AL, 1980;JACOBSON, 1980;JACOBSONET AL,
1980; GLAZEBROOK ET AL, 1981;BURKE Y RODGERS 1982;WOLKE ET AL, 1982; EVANS,
1983; JACOBSON ET AL, 1983). También participan en las interacciones gant-
inmunoglobulina especificas, especialmente endadrjervienen las inmunoglobulinas M
e Y (MEAD Y BORYSENKQ, 1984a; SEKIZAWA ET AL, 1984; SYPEK Y BORYSENKQ, 1988;
CAMPBELL, 19968).

-Dimensiones celulares

Los monocitos son generalmente los leucocitos dgom@amafno hallados en el
frotis sanguineo de reptiles, superando inclusdaelafio de los linfocitos grandes
(HAWKEY Y DENNETT, 1989; FRYE, 1991; RAsSKIN, 2000; Rosskoprr 2000). Sus
dimensiones citoplasmaticas pueden ser bastaniables, oscilando entre 8-20 um,
incluso en la sangre de un mismo individuoREK Y BORYSENKQ, 1988). Enlguana
iguana los monocitos son variables en tamafo, con un oraqge oscila desde
aproximadamente la mitad a dos veces el tamaneridelcito (HARRET AL, 2001).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

El monocito de reptiles es muy similar al hallacoages y mamiferos (BDLEY,
1937;LucAs Y JAMROZ, 1961;ANDREW, 1965;HAWKEY, 1975;MATEOET AL, 1984). Posee
un nucleo simple en forma de “U” o curvad®{E, 1991;CAMPBELL, 199683).

La fijacibn con metanol otorga a los monocitos dptites una coloracién azul
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grisacea clara (MER Y HUBER, 1923;AUSTIN ET AL, 1927;ATLAND Y THOMPSON 1958;
ANDERSEN 1961). El citoplasma varia de fino a moderameraegar, tifiendose también
de azul-grisaceo claro con tinciones tipo Romangw@#RYE, 1991; RASKIN, 2000), y
cuando la célula esta fisioldgicamente activa, .emerior se pueden encontrar bacterias
fagocitadas, restos celulares y vacuolas lipidiademas de otros materiales fagocitados
(FRYE, 1991; HEARD ET AL, 2004). También puede observarse eritrofagia enrsang
circulante, indicando que la hemdlisis intravascplaede ocurrir en los reptiles, aunque la
anemia hemolitica inmunomediada esta poco docuniet&EARD ET AL, 2004).

Los monocitos d€rotalus durissus terrificuse caracterizan por su nucleo basdfilo
arrinonado y su abundante citoplasma vacuolizag@IfNO ET AL, 1997), mientras que
en Elaphe obsoleta quadrivittataestas células presentan un nucleo pleomorfico
ligeramente basofilo y excéntrico, asi como un ptdema gris claro, de fina a
moderadamente granular, pudiendo presentarse vzedol(DOTSONET AL, 1997).

El monocito dePogona vitticepse describe como el leucocito de mayor tamafio
mostrando un citoplasma vacuolizado de ligeradm@zurdfila y un nacleo de contorno
arrinonado (EMAN, 1997). ElI monocito dePhysignathusspp. también representa el
leucocito de mayor tamafio y con morfologia masmiatica. Generalmente presentan un
abundante citoplasma grisaceo que a menudo contighiples vacuolas. El nlacleo suele
ser redondo o irregular, pero no segmentad®(kNc, 2001).

En Gallotia simonyi el nucleo del monocito muestra un gran tamafio y
frecuentemente aparece lobulado. El abundantelz#ima se tifie débilmente basofilo con
May-Grinwald-Giemsa y todos los monocitos estudigotesentan vacuolas de diferentes
tamafios y en numero variable ARTINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005). El nucleo de los
monocitos deVaranus salvatoraparece con forma de riidn y en posicion excentric
(SALAKIJ ET AL, 2014).

Generalmente a los monocitos que presentan citoplamamente granular y
azurdfilo se les suele llamar azurofilosyf8K Y BORYSENKGQ, 1988; WATSON, 1997).
Muchos autores emplean el término azuréfilo pafariree a todos los monocitos de
reptiles (TROIANO ET AL, 1997), como sucede é@rotalus adamanteufALLEMAN ET AL,
1999). Otros autores consideran a esta célula aomieucocito agranulocito diferente,
aunque derivado del monocito ¢Bskorr 2000); tal es el caso de lo observado en
Crotalus durissus terrificu§ TROIANO ET AL, 1997), Pogona vitticepgELIMAN, 1997),
Cyclura conutuse Iguana iguana(FUENTESET AL, 2000), Gallotia simonyi(MARTINEZ-
SILVESTRE ET AL, 2005) yVaranus salvatoi(SALAKIJ ET AL, 2014). KARR ET AL (2001)
describen el citoplasma de los monocitos con uar@dulado con vacuolas claras, aunque
algunas células muestran granulos citoplasmatimaalos. Sin embargo, consideran que
tanto los monocitos con granulos azuréfilos consodoe no los presentan deben incluirse
en el término monocito, ya que sus caracteristitaguimicas son muy similares.

Hay autores que describen al azurdéfilo como undeit exclusivo de iguanas y
muchas especies de serpientes, ocupando una fuwsigidar a la del monocito (BNTALI,
1988; RskIN, 2000).

Los monocitos pueden presentar alteraciones maoit@é que hacen que se
denominen monocitos toxicos. Dichas alteracionesden incluir vacuolizacién
citoplasmatica anormal y granulacion. Ademas, lamaecitos reactivos con frecuencia
exhiben membranas citoplasméaticas con proyecciogesjulos grandes o contienen
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bacterias fagocitadas y detritus celulares. Freensente estas ceélulas dominan las
respuestas inflamatorias en algunas especies pierges y lagartos (MCRACKEN, 1993;
WATSON, 1997).

-Técnicas citoquimicas

Los monocitos d€yclura conutae Iguana iguanason PAS-positivos (FENTESET
AL., 2000). Para otros autores, los monocitosgdena iguanaademas de ser ligeramente
positivos al PAS, reaccionan de forma moderada a-teftil butirato esterasa e
intensamente a la fosfatasa acidagRIET AL, 2001). Asimismo, estos autores clasifican
como monocitos a los monocitos con granulos aZosdfy a las células que no los
presentan, puesto que reaccionan citoquimicamerigerdisma manera.

Los monocitos déallotia simonyino reaccionan positivamente para ninguna de
las técnicas citoquimicas estudiadasaRVINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005), mientras que
SALAKIJ ET AL (2014) describen respuesta positiva a la persaidalao-naftil acetato
esterasa para los monocitos\teranus salvatar

Tabla 2.11.Tinciones citoquimicas del monocito de los reptilBENAAR, 1962; CAXTON-MARTINS, 1977;
CAXTON-MARTINS Y NGANWUCHU, 1978;recopilado erBYPEK Y BORYSENKGQ, 1988)

TINCION CITOQUIMICA REACCION DEL MONOCITO

ENZIMAS

Fostatasa acida Positivo

Fosfatasa alcalina Positivo

Beta glucoronidasa Positivo

Esterasa No determinado

Peroxidasa Positivo/Negativo

Deshidrogenasa acido lactico No determinado

POLISACARIDOS

Reaccion del acido periédico de Schiff Positivo

Azul alcian No determinado

Azul de toluidina Positivo
LIiPIDOS

Sudan negro B Positivo

Sudan neutro 11| No determinado

-Ultraestructura del monocito

Las descripciones ultraestructurales del monociteeptiles no quelonios no son
muy abundantes. MRTINEZ-SILVESTRE ET AL (2005) describen ultraestructuralmente el
monocito deGallotia simonyicomo una célula con un ndcleo con heterocromdinsa y
homogénea y un citoplasma portador de algunos g=me gran tamafo y vacuolas de
diferentes tallas, asi como con algunos ribosomas.
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2.1.3.3.- El Azurdfilo de los Reptiles

El azurofilo es un nuevo tipo de leucocito de lggtites, inicialmente considerado
exclusivo del orden Squamata OMTALI, 1988;HAWKEY Y DENNET, 1989,1994;DIVERS
ET AL, 1996;TROIANOET AL, 1996,1997;ELIMAN , 1997;ANDERSONET AL, 1997;TROIANO
Y SILVA, 1998;CHRISTOPHER ET AL, 1999;ALLEMAN ET AL, 1999;FUENTESET AL, 2000).
En un primer momentse incluyo dentro de las células mononucleareslg sérg6 una
funcion similar a la de los monocitos de los cuplexedigMONTALI, 1988;ALLEMAN ET
AL., 1992; RAsKIN, 2000). Se especuld mucho con la idea de que los azurdéitas
monocitos activados presentes en sangre circu{@ueuy, 1970;SAINT GIRONS, 1970;
CAMPBELL, 1996), existiendo una gran variedad de opinionesrdgradas que aun persiste
actualmente, debido a que esta célula presentdtditaamente caracteristicas de aciddfilo
y de monocito (MNTALI, 1988; HAWKEY Y DENNET, 1989; WATSON, 1997). Algunos
autores relacionan esta célula con los granulodgi@strofilos (JORDAN, 1938; SAINT
GIRONS, 1970; MACMAHON Y HOMER, 1975;WiLL, 1978; RYE, 1981; ALLEMAN ET AL,
1999), mientras que otros emplean el término atarpéra los monocitos que presentan
citoplasma azurofilico (8°EK Y BORYSENKQ, 1988;ALLEMAN ET AL, 1992;MUROET AL,
1994; CAMPBELL, 199@; WATSON, 1997; HARR ET AL, 2001; CAMPBELL, 2004).
Asimismo, algunos autores han descrito azurofilos reptiles del orden Chelonia
(HAWKEY Y DENNETT, 1989;ALLEMAN ET AL, 1992; ANDERSONET AL, 1997; TROIANO Y
SILVA, 1998; CHRISTOPHERET AL, 1999; SMITH ET AL, 2000), y otros han encontrado su
existencia en reptiles del orden Crocodyliaa{i{EYy Y DENNET, 1989; ALLEMAN ET AL,
1999; FONTENOT ET AL, 2004). Sin embargo, existen autores que afirmanequearias
especies de lagartos se han clasificado erroneant@ntmonocitos como azurofilos, ya
gue los estudios se han basado Unicamente endeacidin purpura de su citoplasma.
Mediante estudios citoquimicos de estas célulaguwanas se ha demostrado que carecen
de la actividad peroxidasa que presentan los dlgdafe las serpientes. Las caracteristicas
citoquimicas hacen que dichas células en iguares igdénticas a los monocitos, por lo
gue no deberian denominarse de otra manerRRHT AL, 2001). Actualmente se
considera que sOlo las serpientes poseen azurdgfilesto que esta denominacién debe
s6lo mantenerse para aquellas células monocitoiges se muestran positivas a la
bencidina peroxidasa @ARDET AL, 2004).

Se ha descrito que los azuréfilos pueden sufrir teamasicion de una morfologia
tipo granulocito a una tipo mononuclear bajo deteadlas condiciones. En lagartos se
suelen encontrar diferentes estadios celulareamntios similares a los neutrofilos o a
otros granulocitos (WL,1978).

Segun HWKEY y DENNET (1989), no se posee suficiente informacion sobre el
origen y funcién de los azurdfilos. No obstantecis® que juegan un papel importante en
las respuestas inflamatorias, particularmente &hosf y que la azurofilia y los cambios
toxicos en la morfologia celular suelen ser indvcat de infeccion. Otros autores
consideran que el azurdfilo, al derivar del mormcitomparte la funciérde éste
(MONTALI, 1988; ALLEMAN ET AL, 1992; RASKIN, 2000). Por ello se afirma que los
azurdfilos, al igual que los monocitos, incremergamumero en la respuesta antigénica y
en presencia de enfermedades infecciosas, ya qu&gsm en las interacciones antigeno-
inmunoglobulina especifica, especialmente en l&seagtan involucradas la IgM y la IgY
(MEAD Y BORYSENKQ, 1984a; SEKIZAWA ET AL, 1984; SYPEK Y BORYSENKQ, 1988).
Asimismo, los estudios realizados lguana iguanahan revelado al azuréfilo como una
célula inflamatoria y reactiva de importancia, aumgiempre precedida por el heterofilo
(DIVERSET AL, 1996).
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-Dimensiones celulares

El azurdfilo de Crotalus adamanteuses ligeramente superior en tamafo al
eritrocito, con un ratio nucleo/citoplasma moderadate bajo, aproximadamente 1:3
(ALLEMAN ET AL, 1999). EnOphiophagus hannaél diametro de esta célula es de entre 10
y 17 um, con un ratio nucleo/citoplasma tambiéd . @e(SALAKII ET AL, 2002). EnElaphe
obsoleta quadrivittatdos azurofilos son similares en tamaro a los bétes (DOTSONET
AL., 1997). Los azurofilos dPogona vitticepgpresentan el mismo tamafo, o ligeramente
inferior, que los monocitos (BAN, 1997). EnGallotia simonyiel ratio nucleo/citoplasma
es bajo, de 1:3 a 1:4 (MTINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005), mientras que los azuroéfilos de
Varanus salvatortienen un tamafio medio de 8 a 14 um, con un nOabdaminoso
(SALAKIJ ET AL, 2014).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Se desconoce a ciencia cierta el origen y func&raduroéfilo, aunque se supone
que procede de la serie monocitica, debido a stpfagra redonda, nucleo simple y finos
granulos azurdfilos citoplasmaticos. Sin embarg@repe poseer caracteristicas
morfologicas intermedias entre el monocito y laangitocitos (MONTALI, 1988).

Varios autores describen al azurdfilo muy simillamanocito, en cuanto a tamafo
y morfologia nuclear (DERS ET AL, 1996;JOHNSON Y BENSON 1996), mientras otros lo
consideran como un monocito pequefio, con un cgomade granulacion variable
(WATSON, 1997).

Otros autores consideran que la morfologia del &diknir puede variar desde
redonda y pequefia, similar a los linfocitos, hastacho mayor, semejandose a un
monocito, lo que podria implicar diferentes estadie maduracion celular AM/KEY Y
DENNET, 1989).

Para RsKIN (2000) la caracteristica morfologica mas desta&cdel azurdfilo es
gue su citoplasma contiene granulos eosindfilossfip abundantes, que le pueden otorgar
una coloracién rojo-purpura.

Un factor a destacar de los azurdfilos es que,dmuae exponen a tinciones tipo
RomanowsKky, su citoplasma muestra una reaccioncnoetatica, lo que puede facilitar su
reconocimiento e identificacion en los frotis sangos rutinarios (WWKEY Y DENNET,
1989).

Los azurdfilos de&Crotalus adamanteuse describen como células redondas, con un
citoplasma lleno de granulos azurdfilos y un moderaumero de vacuolas claras. El
nacleo aparece central o ligeramente excéntrico,ncorfologia redonda o irregular, con
cromatina condensada. En esta especie las célaascitoides sin granulacion azurdfila
son tan escasas que no se incluyen en el recurtocitario (ALEMAN ET AL, 1999).

El azurdfilo deCrotalus durissus terrificuse describe como una célula redonda, de
nacleo excéntrico y lobulado y con citoplasma atato, a veces de apariencia granular
(TROIANOET AL, 1997).

El contorno celular de los azurodfilos @gaphe obsoletaguadrivittata varia de
redondo a apariencia monocitoide, con un nucle@n@o o lenticular, generalmente
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excentrico, con cromatina condensada no muy aparé&htcitoplasma se muestra gris-
azulado, granular y ocasionalmente con vacuolag$DNET AL, 1997).

Los azurdfilos deOphiophagus hannake describen como células redondas, con
dos variantes celulares. Un primer tipo contieneneénosos granulos azurofilos, y otro
muestra una apariencia mas monocitoide, con esgaéaslos citoplasmaticos. Se cree
gue las células del primer tipo son mas inmadwyagjue las del segundo tipo contienen
numerosos lisosomas. El nucleo es redondo o imegudn cromatina condensada y
posicion central 0 excéntricaAS\KIJ ET AL, 2002).

En Pogona vitticepda clave para distinguir los azurofilos de los m@itos es su
citoplasma heterocromatico, con sus granulos esfride coloraciéon rosa y azul
(eosindfila y azurdfila). ElI nacleo aparece exdénirredondo o arrifionado I(f9AN,
1997). Sin embargo, otros autores han descritoofizapura para el citoplasma de estas
células en esta especie\($r GIRONS, 1970).

El citoplasma de los azurdfilos @allotia simonyimuestra vacuolas dispersas de
diversos tamafos y granulos azurdfilos no tan saerente tefiidos como los de los
granulocitos. El nucleo es no lobulado y suele eqeren posicion central @RTINEZ-
SILVESTREET AL, 2005).

El nucleo del azuréfilo d¥aranus salvatose describe grande y redondeado y su
citoplasma presenta numerosos granulos azuréas\KiJ T AL, 2014).

-Técnicas citoquimicas

Al igual que ocurre en el monocito de los mamifesesha descrito positividad de
los granulos de los azurdfilos frente a la reacdéra peroxidasa (ONTALI, 1988). De
hecho, hay autores que afirman que la denominat@deurofilo solo deberia mantenerse
para las células monocitoides que reaccionen pasignte frente a la bencidina
peroxidasa (HARDET AL, 2004).

En Crotalus adamanteu$os granulos azurdfilos se tifien intensamente lesn
técnicas citoquimicas de la benzidina peroxidaS8B y de forma menos intensa y difusa
con PAS (ALEMAN ET AL, 1999), recordando al patrén de tincion citoquimat
neutréfilo de mamiferos @GIOLINI, 1972). Sin embargo, estas células no se tifienacon |
o-naftil butirato esterasa, la cual es un marcadoqaimico usado para caracterizar las
células de origen monocitico en los mamiferos. tascteristicas citoquimicas de los
azurdfilos deBothrops jaracacason muy similares a las @rotalus adamanteufEGAMmI
Y SASSA, 1988).Sin embargo, difieren ligeramente de lastkphe obsoleta quadrivittata
pues en esta especie, ademas de tefirse con kidasa y el SBB, también muestran
positividad frente a la-naftil butirato esterasa y a la cloroacetato esgef(BOUNOUSET
AL., 1996). Los azurodfilos d®©phiophagus hannalse tifien intensamente con SBB y
moderadamente con PASiynaftil acetato esterasaq\K1J ET AL, 2002).

En Cyclura conutae Iguana iguanase han descrito tanto monocitos como

azurdfilos, siendo estos ultimos positivos frentePAS y la dihidroclorido benzidina
peroxidasa (BENTESET AL, 2000).

Los azurdfilos dé&allotia simonyireaccionan positivamente a la fosfatasa aciea,
naftil acetato esterasa y cloroacetato est€MsaTiNEZ-SILVESTREET AL, 2005),mientras
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que los de/aranus salvatose tifien moderadamente con la peroxidasaxyratftil acetato
esteras@SALAKI ET AL, 2014).

-Ultraestructura del azuréfilo

Ultraestructuralmente, los azurofilos @eotalus adamanteusiuestran numerosos
granulos citoplasmaticos pequefios rodeados de membiTambién aparecen en el
citoplasma un nimero moderado de mitocondrias ggnéticulo endoplasmico rugoso y
lisosomas, asi como pequefios procesos citoplagmtialgunas vacuolas. La membrana
nuclear se halla rodeada de un pequefio acumuletéeobromatina (ALEMAN ET AL,
1999).

Mediante microscopia electronica de barrido el @#orde Ophiophagus hannah
muestra una membrana celular muy irregular con nalgu microporos.
Ultraestructuralmente, también se detectan diféasnentre las dos variantes celulares
descritas. Una variante muestra numerosos gramegsiefios ligados a membrana,
algunas mitocondrias y reticulo endoplasmatico sagd.a otra variante de azurofilo
contiene numerosas vacuolas de gran tamafio y mdades (3\LAKIJ ET AL, 2002).

El azurofilo deGallotia simonyimuetra a nivel ultraestructural una significante
cantidad de heterocromatina nuclear periférica. clBbplasma presenta un numero
moderado de organulos, entre los que se encudasanitocondrias, aparato de Golgi y
lisosomas (MRTINEZ-SILVESTREET AL, 2005).

En Varanus salvatorlos azurdfilos presentan numerosos granulos ligado
membrana, mitocondrias y reticulo endoplasmatid¢agéal que erOphiophagus Hannah
la microscopia electronica de barrido revela unenbrana celular muy irregular A8ak1J
ET AL, 2014).

2.1.4.- El Trombocito de los Reptiles

El origen de los trombocitos esta en las célulaltimugleadas tipo megacariocito
de la médula 6sea y en focos de hematopoyesisveedrdar. Los trombocitos de reptiles
recuerdan a los megacariocitos de mamiferos. Tlastérombocitos maduros como los
megacariocitos pueden funcionar como fagocitov@gticomo demuestra la presencia de
bacterias y restos tisulares y de eritrocitos es @toplasmas g, 1991; WATSON,
1997).

Los trombocitos son similares en cuanto a su fun@dlas plaquetas de los
mamiferos, y juegan un importante papel en la foréma del trombo, coagulacion
sanguinea y cicatrizacion de heridaBYE 1991;WATSON, 1997;RAsKIN, 2000). Si bien
los estimulos que desencadenan la adhesién y agyegaieden ser diferentes, parece que
las plaquetas y los trombocitos funcionan de fosmalar en los procesos homeostasicos.
La tendencia de estas células a ser activadasoptaiato con superficies extrafias puede
originar cambios en su morfologia durante la tomandiestras de sangre, excepto cuando
se procede de forma muy cuidadosa. La activacidriogetrombocitos produce una
vacuolizacion citoplasmatica, alteraciones en sataao y agregacion. Aunque la
activacion celular frecuentemente facilita la idecdacion de los trombocitos, también
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puede ocultar cambios cuantitativos y morfolégiclisicamente significativos (AMVvKEY

Y DENNET, 1989; CAMPBELL, 199@). Ademas, se ha afirmado que los trombocitos con
nacleo polimorfico (MWKEY Y DENNET, 1989; CAMPBELL, 199@; WATSON, 1997) o los
trombocitos multinucleados (M¥soN, 1997) pueden estar asociados a enfermedades
inflamatorias severas.

Los trombocitos son pluripotenciales, lo que lesnite ser transformados en
eritrocitos, y al igual que sucede con el eritaaiina vez maduros, pueden volver a sufrir
division mitética y amitotica (Rve, 1991).

La pluripotencialidad de los trombocitos se denmaesin reptiles anémicos,
mediante el uso de la técnica de la bencidina jaea, que detecta cantidades minimas
de hemoglobina. Con el uso de tinciones Wright en@ia también se comprobd que estas
células portaban pigmentos sanguineos. La conficmdlegd con la induccion de anemia
en varios individuos, modificandose la morfologia lds trombocitos, que pasaron de
células normales a células aumentadas de tamafianooo mas nucléolos prominentes y
un mayor contenido de hemoglobina citoplasmatie§F1991).

-Dimensiones celulares

Las dimensiones del trombocito pueden ser bastartables, dependiendo de si
presenta una forma eliptica o ha adquirido una otamfa mas redondeada. En general se
considera que su tamafo suele oscilar entre 5-9d@rancho por 8-16 um de largo,
tendiendo a ser células relativamente pequefias e@yoria de las especieE@ISTEIN
1938;RYERSON 1949; TAYLOR Y KAPLAN, 1961;PIENAAR, 1962;DESSER 1978;Wo0O0D Y
EBANKS, 1984;SYPEK Y BORYSENKQ, 1988).

A modo de ejemplo, los trombocitos d&otalus adamanteugparecen como
células pequeias, la tercera parte del tamafio rdedcdo maduro (ALEMAN ET AL,
1999), mientras que e@phiophagus hannalmiden aproximadamente la mitad de un
eritrocito maduro, aunque los trombocitos que agaregrupados en el frotis tienden a ser
mas pequefos, aproximadamente como un linfockoaf&@ ET AL, 2002). El trombocito
deVaranus salvatotambién suele medir la mitad que el eritrocito oradSALAKIJ ET AL,
2014).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

La aplicacion de tinciones supravitales ayuda arelifciar a los trombocitos (que
aceptan la tincién) de los eritrocitos (que nodepdan) (RYE, 1991).

Morfoldgicamente el trombocito de reptiles variadiigtico/fusiforme a redondo
(BERNSTEIN 1938; RYERSON 1949; TAYLOR Y KAPLAN, 1961; PENAAR, 1962; DESSER
1978;Wo0D Y EBANKS, 1984;SyPEK Y BORYSENKGQ, 1988), con un ndcleo grande, basdfilo
y de posicidon central, con cromatina por lo genaras homogénea que la del eritrocito
(CAMPBELL, 199@; FRYE, 1991). El citoplasma de muchos de los trombociwmsegtiles
varia de azul claro a poco coloreado y es agraitere, 1991), aunque con granulacion
azurofila ocasional (MWKEY Y DENNET, 1989; CAMPBELL, 199@; WATSON, 1997;
RASKIN, 2000).

Los trombocitos activados son comunes y muestranoli@dacion citoplasmatica y
contornos irregulares @PBELL, 1996; WATSON, 1997;CAMPBELL, 20040) y pueden ser
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hallados en reptiles anémicos AV¢oN, 1997), observandose con frecuencia en
condiciones sépticas severas, tales como la sepécproducida porSalmonellaspp.
(RosskorPr 2000). Por tanto, aunque la razén de la variacionlas caracteristicas
morfologicas de los trombocitos se desconoce, ssidera que puede estar relacionada
con la actividad que desarrollan estas célulamcsoactivacion durante la toma de sangre
(HEARDET AL, 2004).

En ocasiones pueden observarse trombocitos birdodean los frotis sanguineos
de reptiles anémicos, por lo que se les suponeeape dividirse amitéticamente, al igual
que los eritrocitos (®vE, 1991).

Los trombocitos tienen tendencia a adherirse ailos y formar agregados en los
frotis sanguineos (MVKEY Y DENNET, 1989;FRYE, 1991;ALLEMAN ET AL, 1992;MUROET
AL., 1994; CAMPBELL, 199@; TROIANO ET AL, 1996; ELIMAN, 1997; WATSON, 1997,
ALLEMAN ET AL, 1999). Cuando esto sucede puede ser dificil apreciacitoplasma
(CAMPBELL, 2004).

Los trombocitos pueden confundirse con los linfixid con los nucleos rotos de
los eritrocitos (AWKEY Y DENNET, 1989;ELIMAN , 1997;WATSON, 1997;ALLEMAN ET AL,
1999), si bien los trombocitos suelen ser de memoafio que los linfocitos, poseen mas
cantidad de citoplasma y su tendencia a la agkitinaen los frotis sanguineos los
distingue. Ademas, si poseen granulos azurdfiltapleismaticos se presentan en menor
namero que los del linfocito (Wfson, 1997).

Los trombocitos inmaduros de reptiles son parecidol®s de las aves, y su
presencia refleja una respuesta regeneratixsif8ELL, 2004).

Los trombocitos d®ogona vitticepgeneralmente se describen elipsoidales, con un
nacleo redondo fuertemente tefido, ademas de aplagma de coloracion clara. Tienden
a aparecer agregados en el frotis, distinguiéndside los linfocitos (EVAN, 1997). Los
trombocitos dePhysignathusspp. mantienen la misma morfologia eliptica, con u
citoplasma gris muy claro, mas abundante que ébslénfocitos. Su nucleo presenta un
patron de cromatina muy denso, siendo mas basqii® el nucleo de los linfocitos
(LEBLANC, 2001).

Los trombocitos dé€rotalus adamanteupueden encontrarse aislados o formando
agregados. Presentan un citoplasma ligeramentdilbasdinque a veces aparece claro o
moderadamente vacuolizado y en ocasiones puedegalksgpseuddpodos. El nucleo se
muestra ovalado con cromatina densa, con un ratteo/citoplasma alto, pero no tanto
como el de los linfocitos (AEMAN ET AL, 1999).

En Ophiophagus hannales trombocitos son alargados, con citoplasmadigente
basofilo. El nucleo es oval, con cromatina densaury ratio nudcleo/citoplasma
moderadamente elevado. Son facilmente diferenciades los linfocitos por la
vacuolizacion citoplasmatica perinuclear que prese(B\LAKIJ ET AL, 2002).

Los trombocitos d&laphe obsoleta quadrivittatsuelen presentar dos morfologias.
Una es eliptica con bordes lisos, con el eje mdgbmucleo paralelo al de la célula. La
otra es generalmente redonda, aunque puede prmsged&iorme, con bordes irregulares.
En ambas formas el nicleo es central y densamest#ilo, con un patron de cromatina
condensada no muy aparente. El citoplasma comuengsnpoco coloreado y dificil de
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discernir, particularmente en los trombocitos retten Con frecuencia pueden observarse
estas células agregadaso(l3ONET AL, 1997).

El citoplasma del trombocito dé&sallotia simonyi ocasionalmente muestra
pseudopodia y en algunas células sOlo supone uwnefleghalo alrededor del nucleo
celular. Dicho nucleo es similar en tamafio al digtoito (MARTINEZ-SILVESTRE ET AL,
2005).

Los trombocitos deé/aranus salvatorson redondos u ovales, con un citoplasma
claro y pequeias vacuolas ocasionalesA8J ET AL, 2014).

-Técnicas citoguimicas

La mayoria de los trombocitos de reptiles contienecuolas claras que se
corresponden con depositos de glucogeno, que actimo fuente de energia. Dichas
estructuras se tifien positivamente con PAS. Estoifee distinguir los trombocitos
redondos y con escaso citoplasma de los linfocymsgjue estos ultimos no se suelen tefir
con PAS (HARDET AL, 2004).

Esta caracteristica se cumple@otalus adamanteyya que frente a la positividad
del PAS de los trombocitos, los linfocitos se musstnegativos. En esta especie, los
trombocitos también responden positivamente a-kaftil butirato esterasa, aunque el
patron de tincibn es menos intenso que con ladaael PAS (ALEMAN ET AL, 1999). El
mismo patron de tincidn citoquimica se observégaana iguana HARRET AL, 2001).

En Ophiophagus hannalsdlo un pequefio namero de trombocitos se tifien
intensamente con PAS, con una reaccion bien dafaidivel perinuclear. Los trombocitos
también se tifien débilmente con la fostatasa acildaB3-glucoronidasa (8.AKlJ ET AL,
2002).

Los trombocitos désallotia simonyino reaccionan positivamente con ninguna de
las técnicas citoquimicas utilizadasANINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005), mientras que los
de Varanus salvatorson positivos para la-naftil acetato esterasa y faglucuronidasa
(SALAKIJ ET AL, 2014).

36



Revision Bibliogréafica

Tabla 2.12. Tinciones citoquimicas del trombocito de los rfepti(PENAAR, 1962; CAXTON-MARTINS Y
NGANWUCHU, 1978;DESSER YWELLER, 1979; recopilado enY®EK Y BORYSENKQ, 1988)

TINCION CITOQUIMICA REACCION DEL TROMBOCITO

ENZIMAS

Fostatasa acida Positivo

Fosfatasa alcalina Negativo

Beta glucoronidasa No determinado

Esterasa No determinado

Peroxidasa Negativo

Deshidrogenasa acido lactico No determinado

POLISACARIDOS

Reaccion del acido periédico de Schiff Positivo

Azul alcian No determinado

Azul de toluidina Negativo
LiPIDOS

Sudan negro B Negativo

Sudan neutro Il No determinado

-Ultraestructura del trombocito

Ultraestructuralmente, el nudcleo del trombocitolsugresentarse lobulado con
heterocromatina densar¥&, 1991; CAMPBELL, 199@3; RASKIN, 2000). El citoplasma de
las células activas muestra pseudopodos que centiematerial finamente granular
(DESSER Y WELLER, 197%; SyPEK Y BORYSENKO, 1988; FRYE, 1991), ademas de
numerosos filamentos similares a fibrina entre,Irpd@dor, de las células §BSER Y
WELLER, 197%; SYPEK Y BORYSENKQ, 1988).

Los trombocitos deSphenodon punctatupresentan varios tipos de organulos
citoplasmaticos, incluyendo ribosomas, mitocondrigs vacuolas citoplasmaticas,
conteniendo éstas material filamentoso o inclusioesféricas electrodensas. El beta-
glucogeno se encuentra distribuido por el citoplsaspecialmente concentrado en los
pseudépodos (EBSER YWELLER, 197%).

Los trombocitos de&Caiman crocodilus yacareon predominantemente elipticos y
con un volumen citoplasmatico variable, generalememds abundante en los polos, donde
se aprecia un area de baja electrodensidad y aspectogéneo. En la region perinuclear
se observan gran cantidad de tubulos y vesicutagrelicidas del sistema canalicular.
Aparecen también vacuolas con granulos densos,omimros, algunas mitocondrias,
reticulo endoplasmatico rugoso, ribosomas y vessodé pinocitosis. El nucleo es eliptico,
presentando hendiduras y heterocromatina electsageriemas de poros nucleares en la
membrana (EMOURAET AL, 1997).

Los trombocitos de Crotalus adamanteuscontienen abundante reticulo
endoplasmico rugoso y polirribosomas, un pequefimend de grandes mitocondrias
perinucleares y granulos pequefios ligados a membfatemas, el citoplasma presenta un
namero variable de procesos citoplasmaticos y gandcuolas de baja electrodensidad.
El ndcleo muestra un tipico patron de heterocraragieriférica (ALEMAN ET AL, 1999).
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Mediante la microscopia electronica de barrido ttosnbocitos deOphiophagus
hannahse muestran como células alargadas de supeifiai¢hLAKIJ ET AL, 2002), muy
similar a lo descrito eWaranus salvato(SALAKIJ ET AL, 2014).

El citoplasma de los trombocitos d&allotia simonyi presenta pseudépodos,
vacuolas y pequefios granulos asociados a membtasa.mitocondrias son muy
abundantes, siendo el tipo celular con mayor nurderéstas. El nucleo se caracteriza por
su heterocromatina periférica AMTINEZ-SILVESTREET AL, 2005).
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2.2.- LAS CELULAS SANGUINEAS DE LOS QUELONIOS

2.2.1.- El Eritrocito de los Quelonios

-Dimensiones celulares

De acuerdo con varios autores, los eritrocitos ake quelonios presentan los
siguientes tamafos mediosHRAAR, 1962;SAINT GIRONS, 1970;FRYE, 1981):

Diametro mayor citoplasmatico: 18.5-gt
Diametro menor citoplasmatico: 10-futh
Didmetro mayor nuclear: 5-6}8n
Diametro menor nuclear: 446n

Ratio (ndcleo/citoplasma): 0.08-0.15

O O O o0 O

Tabla 2.13.Dimensiones eritrocitarias en varias especiesugéoqios (RYE, 1991)

ERITROCITO NUCLEO
DM Dm DM/Dm S DM Dm DM/Dm S Ratio
Testudo 185 10.6 1.75 1538 6.1 4.3 1.42 20.6 0.134
graeca
Pelomedusa 19.0 10.2 1.86 150.0 5.1 4.3 1.19 12.1 0.079
subrufa

DM: diametro mayor epm. Dm: diametro menor qum. S: superficie |im?) Ratio: ratio ntcleo/citoplasma

Tabla 2.14. Media, desviacion estandar y rangos de las direasicitoplasméticas de los eritrocitos de
tortugas bobas juvenile€éretta carettd (CASAL Y OROS 2007)

Area Perimetro Diametro mayor  Diametro menor
Eritrocito 194.28+27.54 51.19+3.53 19.05+1.35 12.85+1.25
126.43-288.80 41.89-61.40 16.22-22.76 9.69-16.53

Todas las medidas estan expresadgsmwerexcepto el area, gm?

En tortuga verdeQhelonia mydaslos eritrocitos se caracterizan por tener un
diametro mayor medio de 17 a 20 umaNX ET AL, 1998).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los eritrocitos de los quelonios tefiidos con unaidin rpida tipo Romanowsky
aparecen como células elipsoidales de contornommd, con nicleo elipsoidal y central y
un citoplasma rosado, uniforme y que a menudo eoatinclusiones o vacuolizacion
(WILKINSON, 2004). Dichas inclusiones tienden a ser anulanegulares y basodfilas, y
aparecen de forma habitual en algunas especiaseliengps.

Las estructuras mitéticas o la binucleacién puentgservarse en los eritrocitos de
los quelonios, particularmente en presencia danmdkion, en la época post-hibernacion o
durante la anorexia. Las células con contorno d® loude hoz pueden ser méas frecuentes
en animales con evidencia de hemalisisL@soN, 2004). En juveniles de tortuga boba
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(Caretta caretta los eritrocitos que se detectan en division nugdse vuelven menos
frecuentes a medida que el animal creca(@EY ET AL, 1998).

En la tortuga del desiert@ppherus agassijiios eritrocitos maduros se muestran
homogéneos en tamarfo, contorno celular y colora8én células generalmente ovales,
con un nucleo oval o irregularmente redondeado, @omatina densa de coloracion
oscura. Es frecuente hallar eritrocitos con cuerpugcitoplasmaticos basofilos y
punteados que se asocian siempre con una vacualeMAN ET AL, 1992).

Los eritrocitos deChelonia mydasson células ovaladas con coloracién verde-
naranja claro y nucleo de contorno oval, violetalado (WORK ET AL, 1998) y
localizacion central (WoD Y EBANKS, 1984). Muchos eritrocitos muestran pequefas
inclusiones amorfas en el citoplasma, adyacentes polos celulares o al nacleo. Cuando
las muestras son tratadas con el nuevo azul déem@egstas inclusiones aparecen palidas,
con ausencia de tincion @®¥K ET AL, 1998). En esta especie también se han descrito
eritrocitos de nucleo libre, caracterizados ponuoleo redondo eosinéfilo con un patron
de cromatina granular condensada. En ocasionesepuedacompanados de pequefios
acumulos de citoplasma azul oscur@4BLEY ET AL, 1998).

Los eritrocitos deCaretta carettamuestran una coloracion citoplasmatica rosa
palido y un nucleo de oval a redondo, en ocasiomesntado, azul-violeta. Al igual que en
Chelonia mydasalgunos eritrocitos presentan inclusiones basdfie pequefio tamafio en
su citoplasma (&sAL Y OROS 2007).

- Precursores eritrocitarios

La vida media de los eritrocitos de las tortugasimaa es muy larga, entre 600 y
800 dias (ATMAN Y BRACE, 1962), muy similar a lo descrito en las tortugam, en las
gue el pico de respuesta reticulocitaria a la pérdie sangre tarda 5 semanas en
completarse (RPHAEL, 2003).

Los eritrocitos inmaduros de los quelonios tienentamafo variable, con un
contorno mas redondeado y menos regular que eeritebcito maduro. Su nudcleo es
central, de mayor tamafio y al igual que el citapismas redondeado y menos regular
gue el de las células maduras. El citoplasma seniéis oscuro y azulado, presentando
sudanofilia. En el frotis sanguineo podemos obseevirocitos en diferentes fases de
maduracién, siendo algunos precursores mas pequedieslos eritrocitos maduros
(WILKINSON, 2004).

La proporcion de eritroblastos tiene potencial désgico ya que se usa para la
distincién entre las anemias regenerativas y nenm@&gtivas. En la practica, sin embargo,
este parametro es muy variable en los animalesssams dificil alcanzar conclusiones
fiables (WLKINSON, 2004). Es de destacar que por lo general, emgastde tierral igual
gue en otras especies, la anisocitosis y el inareonedel numero de células
policromatofilas se asocia con anemias, particidatm con la anemia post-hibernacion
(HAWKEY Y DENNET, 1989).

Los eritrocitos inmaduros déopherus agassizinuestran un citoplasma redondo
con basofilia aumentada (policromatéfilos). Su adats de mayor tamafio y contiene una
menor cantidad de cromatina condensada de coloraclara. El citoplasma es
irregularmente redondo y mas pequefio que el deb@to maduro. En el estudio de
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ALLEMAN ET AL (1992)los eritrocitos policromatofilos representaron necel 1% del
recuento total de eritrocitos en animales clinicaimeanos.

Los eritrocitos policromatéfilos de la tortuga r3astudo horsfieldipresentan un
contorno regular, liso y ovalado con un citoplasmal-vidlaceo, ligeramente granulado y
con vacuolas pequefas. El nucleo es central, grandi&ado y de color claro (0TKOVA
ET AL, 2002).

Los eritrocitos inmaduros d€aretta carettason células pequefas, redondas u
ovaladas, con un pequefio nucleo violeta redondedideramente oval y con un patrén de
cromatina condensada. El nacleo se vuelve masilmadhedida que la célula madura. El
citoplasma presenta una coloracién azulada masraspe la de las células maduras
(BRADLEY ET AL, 1998).

-Técnicas citoquimicas

En la mayoria de las especies de quelonios lo®@tds no reaccionan de forma
positiva con ninguna de las técnicas citoquimicisdéadas (VBRK ET AL, 1998;CASAL Y
OROs 2007;CHUNG ET AL, 2009). Como excepcion, los eritrocitos de la taatdgl templo
de cabeza amarilldd{eremys annandaliison positivos a la peroxidasa y al nuevo azul de
metileno (GIANSUE ET AL, 2011).

-Ultraestructura del eritrocito

Ultraestructuralmente los eritrocitos @aretta carettaaparecen ovales con un
nucleo oval con heterocromatina densagAL ET AL, 2007).

En algunos eritrocitos d€helonia mydasy Caretta carettase pueden detectar
ultraestructuralmente inclusiones pleomorficasctedelensas y carentes de nucleo y de
organulos reconocibles W%k ET AL, 1998;CASAL ET AL, 2007). Dichas inclusiones son
demasiado grandes como para considerarse partidtddess (GHEVILLE, 1983; QSAL ET
AL., 2007). Teniendo en cuenta la ausencia de parelhicglde membrana y la carencia de
pili, no se consideran bacterias. Estas inclusi@eegonsideran organulos degenerados
(WORK ET AL, 1998; CASAL ET AL, 2007). EnGopherus agassiziestos cuerpos estan
formados por material radiodenso carente de unanargcion especifica, aunque algunos
parecen ser remanentes de membranas y tambiés asolda con organulos degenerados,
posiblemente mitocondrias (AEMAN ET AL, 1992).WILKINSON (2004) llegé a la misma
conclusion estudiando dichas inclusiones ultraettralmente, pero no pudo determinar la
importancia clinica de las mismas.

Sin embargo, estudios mas recientes Garetta carettahan asociado estas
inclusiones con precipitados de hemoglobina inéstabcordando a los cuerpos de Heinz
de humanos (BSILE ET AL, 2011). En dicho estudio el porcentaje de eiitivscmaduros
portadores de inclusiones oscilo entre el 3 y 08¢ cada eritrocito sélo presenté un
cuerpo de inclusion.

-La hemoglobina de los quelonios
Al igual que en otros vertebrados, la molécula alénémoglobina es una parte

constituyente del eritrocito y es la responsabléaderopiedades respiratorias de la sangre
de los reptiles. En quelonios se ha comprobaddayaénidad por el oxigeno es diferente
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entre especies acuaticas y terrestres. Por lo @efes tortugas acuaticas tienen una menor
afinidad por el oxigeno, por lo que tienden a Bloer mas facilmente que las especies
terrestres. Se puede deducir que esto supone @apdaabn evolutiva de los quelonios
acuaticos para conseguir una liberaciébn de oxigedgima durante los periodos de
inmersion (MURRAY, 1996).

El nivel de hemoglobina de los eritrocitos de loglgnios es aproximadamente la
mitad del encontrado en animales homeotermraig-1977A).

El pH y la temperatura son factores que regulafitadad de la union del oxigeno
a la hemoglobina en humanos y tortugas. Ambos rest@stan sujetos a cambios
significativos derivados de las actividades norsa&le la vida de las tortugas marinas. La
hemoglobina de los quelonios normalmente presemianenor afinidad por el oxigeno
gue la de la especie humana, por lo que se ve niefhgsnciada por los cambios de pH y
temperatura (UTz Y LAPENNAS, 1982;GIARDINA ET AL, 1992;PETRUZZELLI ET AL, 1996).

Los valores de hemoglobina &opherus agassiziluctian dependiendo del afio
de medicion y de la estacion. Asi, se han observa@® elevados en septiembre que en
mayo Y julio (DCKINSON ET AL, 2002).

Algunos estudios muestran correlacion entre loeless de hemoglobina y la
actividad, ontogenia, temperatura y talla corpagal las tortugas marinas itz v
DUNBAR-COOPER 1984).

2.2.2.- Los Leucocitos Granulociticos en Quelonios

2.2.2.1.- El Neutrodfilo de los Quelonios

La mayoria de autores afirman la ausencia de rfdagr@n quelonios (RWRENCE
Y HAWKEY, 1986; BOURDEAU, 1989; FRYE, 1991; HAIGH, 1991; ALLEMAN ET AL, 1992;
CANNON, 1992; ARNOLD, 1994; MURO ET AL, 1994; GOTTDENKER Y JACOBSON 1995;
ANDERSONET AL, 1997; BRADLEY ET AL, 1998; TROIANO Y SiLVA, 1998; WORK ET AL,
1998; CHRISTOPHERET AL, 1999;WORK Y BALAZS, 1999;SMITH ET AL, 2000; DCKINSON
ET AL, 2002; LOPEZOLVERA ET AL, 2003).

Sin embargo, algunos autores han hallado neutsoflo los quelonio€aretta
caretta (GEORGE 1996),Chelonia mydagWoobD Y EBANKS, 1984; AGUIRREET AL, 1995)
y Gopherus agassizfRosskork 1982). Sin embargo, segUmBERSONET AL (1997), los
neutroéfilos deGopherus agassiziueden ser en realidad los monocitos azurdfilosrdes
posteriormente por AEMAN ET AL (1992)en esta especie.

El neutréfilo deChelonia mydase describe como una célula generalmente esférica
y con un diametro mayor aproximado de 17 + 3.1 |igeramente superior al eosindfilo.
El nlcleo es periférico, redondo u oval y fuertetadraséfilo. Los granulos, de coloracion
muy eosindfila, se localizan centralmente y sonasamumerosos y mas grandes que los
del eosindfilo. El citoplasma muestra una colora@aul clara (VoD Y EBANKS, 1984).
Estas células representan el leucocito menos nemeem el recuento diferencial
leucocitario (WboD Y EBANKS, 1984; AGUIRRE ET AL, 1995), pero su numero tiende a
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aumentar en respuesta al estrésUWIRREET AL, 1995). Mediante el uso de la microscopia
electrénica, otros autores han afirmado que lodrdfos descritos en esta especie de
tortuga marina se corresponden en realidad com@&des grandes degranulados Rk

ET AL, 1998).

2.2.2.2.- El Heterdfilo de los Quelonios

Los heterdfilos de los quelonios se consideran ifumadmente analogos a los
neutréfilos de mamiferos (MNTALI, 1988). Sin embargo, algunos autores no identifica
heterdéfilos en sus estudios en algunas especiegudl®nios, comoChelonia mydas
(WooD Y EBANKS, 1984) y tortuga loraLepidochelys kempi(CANNON, 1992).

-Dimensiones celulares

Los heterdfilos de los quelonios se describen coétalas de gran tamafo (Mo
ET AL, 1994;MARTINEZ-SILVESTRE, 1994). EnTestudo horsfieldmuestran un didmetro de
13.3 pm, con un nucleo de aproximadamente 5.9 EKOVA ET AL, 2002), mientras
gue enChelonia mydapresentan un tamafio de entre 10 y 18umRMET AL, 1998).

Tabla 2.15. Media, desviacién estandar y rangos de las diropasicitoplasmaticas de los heteréfilos de
tortugas bobas juvenile€éretta carettd (CASAL Y OROS 2007)

Area Perimetro Diametro mayor  Diametro menor
Heterdfilo 228.94+47.21 54.1645.61 17.83+1.87 16.30+1.81
133.20-333.36 41.56-64.68 13.94-21.06 11.75-20.26

Todas las medidas estan expresadgsiwerexcepto el area, gm?
-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los heterdfilos de los quelonios aparecen comdashedondeadas (BROET AL,
1994;MARTINEZ-SILVESTRE, 1994), con margenes irregulares y algunas vecsgmando
pseuddépodos (WKINSON, 2004). Su citoplasma contiene granulos fusifornashfiormes
(MURO ET AL, 1994; MARTINEZ-SILVESTRE, 1994), naranja palido y refractiles
(WILKINSON, 2004), tan numerosos que desplazan parcialmentéicdto a la periferia
celular (RYE, 1991). Este se muestra redondo u oval, muy cadorey raramente
bilobulado (MURO ET AL, 1994; WILKINSON, 2004). La segmentacion nuclear parece mas
frecuente en animales que presentan una inflamaciiva, aunque también puede ocurrir
en animales sanos (\MINSON, 2004).

En los quelonios, especialmente en tortugas a@saticterrapenes, los granulos
tienden a tefiirse de una coloracidon rojo-marron&oeatinciones tipo Romanowsky y el
nucleo suele localizarse en la periferia¥E 1991).

Los heterdfilos deGopherus agassizicontienen un nucleo simple de contorno
redondo o irregular y de localizacion generalmeexeéntrica, asi como numerosos
granulos alargados que se muestran eosindfilosetaiso de la tincion Wright-Giemsa
(ALLEMAN ET AL, 1992).

Los heterofilos dgestudo horsfieldcontienen granulos citoplasmaticos alargados
rojo-anaranjados, aunque la morfologia de los nésmeede no apreciarse cuando el
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citoplasma se presenta repleto de ellos. El nutkewoe localizacion excéntrica, de
coloracion azul clara y morfologia oval o redonde@NOTKOVA ET AL, 2002).

BRADLEY ET AL (1998) describieron los heteréfilos en ejempladesCaretta
caretta de menos de un afio de edad como células ovalagksngadas con granulos
citoplasmaticos de color naranja que, frecuentemedificultan la visualizacion del
nlcleo. Este es débilmente baséfilo, con un patedcromatina condensada. El citoplasma
aparece de color claro o ligeramente basofilasAL vy OROs (2007) describen los
heterdfilos de los juveniles d€aretta carettatefiidos con una tincidon rapida tipo
Romanowsky como células con un ndcleo excéntrigal, @enso y fuertemente violeta,
con cromatina agrupada. Ocasionalmente el nuclaceep central, mostrando entonces
una forma redonda. El abundante citoplasma sedidfidmente eosinéfilo, conteniendo
numerosos granulos fusiformes y eosindfilos, esiocas dificiles de diferenciar.

El nucleo de los heterodfilos deéhelonia mydase muestra denso, redondo u oval,
violeta-azulado y con posicion excéntrica. Los alames granulos citoplasmaticos se
tifien con un tono rojo palido (WRKET AL, 1998).

Los cambios toxicos que tienen lugar en los hatesbBuelen presentarse como
vacuolizacion, aparicion de granulos anémalos @raeolon azulada del citoplasma
(WILKINSON, 2004). EnTestudo horsfieldios heterdfilos toxicos muestran inclusiones
redondas negras variables en tamafio y nimero euaepullegar a cubrir al nicleo celular.
También se ha descrito la presencia de granulo®rem de huso (KOTKOVA ET AL,
2002).

En ocasiones pueden detectarse mieloblastos erirdds sanguineos de los
guelonios. Se describen como células con una madae@ntidad de citoplasma agranular,
ligeramente basdfilo, y un nicleo ovoide centridjeramente excéntrico de gran tamafio y
con un gran nucleolo ((RNERET AL, 1996).

-Técnicas citoquimicas

Las respuestas a las tinciones citoquimicas dehéterofilos de reptiles son
generalmente muy variablesvf&K Y BORYSENKQ, 1988).

A diferencia de lo que ocurre con los neutréfileslas mamiferos, los heterofilos
de los quelonios carecen de actividad peroxidasapdndica la ausencia de tincion frente
a la bencidina peroxidasa los heterofilos d&opherus agassiz{ALLEMAN ET AL, 1992),
hecho también documentado en los heterdfilos des aeptiles (MTEO ET AL, 1984;
MONTALI, 1988). Los granulos de los heterofilos@epherus agassiziademas de carecer
de respuesta frente a la peroxidasa, también aasuétgativos a la actividad de la fosfatasa
alcalina, aunque se observa una ligera positivielacel citoplasma de algunas células.
Tanto la fosfatasa alcalina como la peroxidasaossideran marcadores especificos para
los lisosomas de los neutrofilos de mamiferosin(J1986; MONTALI, 1988). Estas
discrepancias pueden deberse a diferencias fuegmpatre los heterofilos de reptiles y
aves Yy los neutroéfilos de mamiferos (AMAN ET AL, 1992).

Los granulos de los heterofilos d&opherus agassizino se tifien con ninguna
técnica citoquimica; sin embargo, se observa uram @mea focal de tinciébn en el
citoplasma celular cuando se tratan con cloroacesterasay-natftil butirato esterasa y
fostatasa AcidéALLEMAN ET AL, 1992). Las tinciones citoquimicas pueden obsseva
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dentro o alrededor de una determinada zona cualeerzimas se localizan en los
organulos celulares, pero también pueden tefiizenas libres, no rodeadas de membrana
(BozDECH Y BAINTON, 1981). El area focal de tincidon puede que no remtessolo un
organulo que contiene esas enzimas, sino una aacidmlde organulos, posiblemente
lisosomas, en una zona determinada de la célulaE{N ET AL, 1992).

Los heterdfilos deChelonia mydasse tifien cono-naftil butirato esterasa y su
citoplasma es PAS positivo %K ET AL, 1998), mientras que en los juvenilesGhretta
caretta se detecta positividad para la bencidina perogidademas de para la fosfatasa
acida (con vy sin tartrato), la cloroacetato esterat sudan negro B y débilmente para el
PAS (QasAL Y OROs 2007).

-Ultraestructura del heteréfilo

En Chelonia myda®l nucleo presenta acimulos moderados de hetematira y
el citoplasma contiene numerosos granulos eleatsmiealargados o redondos. También
aparece una pequefia cantidad de granulos pleono®rfie diferentes densidades
electrdnicas, reticulo endoplasmatico y algunaecuitdrias (VORK ET AL, 1998).

Ultraestructuralmente, los heterdéfilos de los julesndeCaretta carettamuestran
una forma redonda, con un nucleo excéntrico circalanteniendo acimulos moderados
de heterocromatina. El abundante citoplasma cantiermerosos granulos electrodensos
redondos o alargados y un escaso numero de grgmetosorficos de densidad variable.
También algunas mitocondrias y reticulo endoplasm@CAsSAL ET AL, 2007).

2.2.2.3.-El Eosindfilo de los Quelonios

Los eosinofilos se observan con frecuencia com@uesta a infecciones
parasitarias (GAZEBROOKET AL, 1981;JAIN, 19883; MUROET AL, 1994).

Los eosindfilos de las tortugas fagocitan compléfoaunes, indicando asi su
participacion en las respuestas inmunesAiMy BORYSENKQ 1984a; MUROET AL, 1994).

Se citan 3 clases de inmunoglobulinas séricas gangas: Ig M, Ig Y e Ig N
(CHARTRAND ET AL, 1971;BENEDICT Y POLLARD, 1972;LESLIE Y CLEM, 1972; recopilado
en SYPEK Y BORYSENKQ 1988). La presencia de la inmunoglobulina citodilien el
eosindfilo de reptiles se demuestra mediante iot@yaes antigeno-especificas con
eritrocitos de oveja, en tortugas apropiadamemteimzadas con dichos eritrocitos N
Y BORYSENKQ, 19848, SYPEK Y BORYSENKQ, 1988).

-Dimensiones celulares

Los eosindfilos de las tortugas y cocodrilos presemn tamafio intermedio entre
los de las serpientes y los sauriosif$ GIRONS, 1970).

En la tortuga moraTlestudo graedael diametro mayor de los eosinoéfilos presenta
una media de 14.19 um, con un rango de 11 a 173amT7(GIRONS Y DuGuUY, 1963;
FRYE, 1991) En Testudo horsfieldiestas células son ligeramente mayores que los
heterdfilos, con un diametro citoplasmatico apr@damde 13.5 pm y un nudcleo de 8.6 um
(KNOTKOVA ET AL, 2002).
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WooD Y EBANKS (1984) describen el eosindfilo dehelonia mydascomo una
célula de gran tamafio, con 13.4 + 2.2 um de di@netientras que \ORK ET AL (1998)
detectan dos tamafios celulares diferenciados aresgecie. Los eosindfilos pequefios, de
12 a 16 um de didmetro y los grandes, de 14 a 22Denforma similar, ehepidochelys
kempiitambién se citan dos tipos de eosindfilos: londea, de 14 um de diametro, con
granulos de 1.8-2.0 um y menos frecuentes, los giep) de 10 um de diametro
(CANNON, 1992).

Los eosindfilos deCaretta carettarepresentan la célula de mayor tamafio (Tabla
2.16.) y solo se detecta una variante morfolodgizesfL Y OROS 2007).

Tabla 2.16.Media, desviacién estandar y rangos de las diropasicitoplasmaticas de los eosinodfilos de
tortugas bobas juvenile€éretta carettq (CASAL Y OROS 2007)

Area Perimetro Diametro mayor  Diametro menor
Eosindfilo 259.60450.12 58.67+5.72 20.02+2.23 16.87+1.92
160.40-375.80 46.43-70.32 15.65-25.31 13.17-21.26

Todas las medidas estan expresadaswgrexcepto el area, gm?
-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los granulocitos eosinéfilos de los quelonios seaatarizan por sus granulos
esféricos de color rosa palido (MO ET AL, 1994) o eosinofilicos cuando se tifien con las
tinciones adecuadas @ATINEZ-SILVESTRE, 1994). Son células grandes, redondeadas y
con un nudcleo pequefio azulado de localizacion @eMARTINEZ-SILVESTRE, 1994;
MURO ET AL, 1994) o periférica (MRO ET AL, 1994), pudiendo presentarse lobulado
(WILKINSON, 2004).

Los eosindfilos dé&sopherus agassizgon similares a los heterofilos, conteniendo
numerosos granulos eosinofilos en su citoplasnszediibles de los granulos heterdfilos
por su contorno redondeado. El nucleo es simpleérdxico y redondeado o ligeramente
irregular (ALLEMAN ET AL, 1992).

Los eosinodfilos deTestudo horsfieldison células redondas, con granulos
citoplasmaticos mas oscuros que los de los hdtspfiojos y redondos. El nucleo se
presenta excéntrico, con coloracion uniforme y @tma condensada ((OTKOVA ET AL,
2002).

BRADLEY ET AL (1998) describen los eosindfilos de ejemplareShikdonia muydas
de menos de un afio de edad como células de citopladaro, con granulos
citoplasmaticos redondos, de tamafio variable yraocién roja oscura. El nucleo es
eosinofilo, de contorno oval o dentado y cromatioadensada. ASAL Y OROS (2007)
describen el eosindfilo de juveniles dgaretta carettacomo una célula de nucleo
excéentrico, oval o redondo e intensamente viole@n cromatina condensada. El
abundante citoplasma es débilmente baséfilo, cormoderado numero de granulos
redondos eosinofilicos bien definidos, con un taoddéi 1 pm, aproximadamente.

WooD Y EBANKS (1984) observan solo una variable morfologicaesedinofilo en
Chelonia mydasdescribiéndolo como una célula redonda, con nuckdondo o
ligeramente ovalado, de posicion periférica y débiite basofilo. Los abundantes
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granulos citoplasmaticos son esféricos y fuerteenausinodfilos. VBRK ET AL (1998)
describen dos tipos celulares €helonia mydaslos eosinodfilos pequefios y los grandes.
Los pequefios muestran un nucleo bien definido,nawly de color violeta-azulado, con
un citoplasma azulado que presenta numerosos geamabiondos, gris-naranja o de
coloracion clara, lo que les da apariencia de timdovacuolizado. Los eosinéfilos grandes
tienen un ndcleo amorfo, excéntrico y de coloracidoleta-azulada. Su abundante
citoplasma es claro o ligeramente granular, coatelt escasos granulos redondos con un
centro naranja palido, y rodeados por un halo matdnja ligeramente refractil. Los
granulos metacromaticos bien definidos y de tamadiable son infrecuentes en los
eosindfilos de la toruga verde.

En Lepidochelys kempitambién se citan eosindfilos grandes y pequefios. L
grandes se caracterizan por un nucleo redondo ideexcéntrico, con un citoplasma
lleno de unos 70-85 granulos refractiles redondosveides, de coloracion naranja y
localizacion periférica. También pueden observagegnulos mas pequeiios y menos
refrctiles. Los eosindfilos pequefios son menosuéetes, con una menor cantidad de
granulos grandes refractiles redondosNKoON, 1992).

Existen pocos estudios que hablen de la presemcidod tipos morfolégicos de
eosindfilos en reptiles. Asi, ademas de Lepidochelys kempi{CANNON, 1992) y en
Chelonia mydagWORK ET AL, 1998), se han descrito en la tortuga india de eapar
blando Lissemys punctajgDe Y MAITI, 1981, 1982). WRK ET AL (1998) deducen que
los eosinofilos grandes encontrados @helonia mydasrepresentan ceélulas activadas
degranuladas o que contienen material granularesoahte en respuesta a estimulos
inflamatorios. Sin embargo, no hay datos suficiergara determinar diferencias en la
madurez entre los dos tipos celulares.

-Técnicas citoquimicas

Por lo general, en contraste con los heterdfilos glosinéfilos de muchas especies
de quelonios son positivos a la peroxidasa contdasicas de la bencidina o la p-
phenylenediamina, y pueden diferenciarse de losrdfbs por pruebas citoquimicas
simples (KELENYI Y NEMETH, 1969; MATEOET AL, 1984;MAXWELL , 1984).

Los eosindfilos dé&sopherus agassiziesultan facilmente identificables puesto que
los granulos reaccionan positivamente a la bergipgeroxidasa, mientras que los granulos
heterdéfilos se muestran negativos. Los granulomeéfies no se tifien con ninguna otra
tincion citoquimica, y s6lo se observan pequefi@asarcitoplasmaticas positivas a la
técnica de la cloroacetato esterasaL&vAN ET AL, 1992). Analogamente, los granulos
eosinofilos de la tortuga de caja europemys orbiculariy reaccionan positivamente a la
peroxidasa (IELENYI' Y NEMETH, 1969).

En Lepidochelys kempilos granulos refractilies de los eosindfilos pegsefi
reaccionan intensamente con la fosfatasa acidagoatraste con los granulos de los
eosinofilos grandes, que son negativos. Generatméog eosinofilos grandes exhiben
positividad moderada frente a la fosfatasa alcalioealizandose principalmente en los
granulos mas pequefios y menos refractiles. Losulyrarrefractiles grandes muestran
actividad de moderada a intensa frente a la miedoqasa y la adenosin trifosfatasa. La
positividad a la reaccién del PAS parece conces#grakclusivamente en los granulos mas
pequefios y menos refractiles de los eosindéfilosdgs Lo mismo sucede con la actividad
esterasa inespecifica. Un moderado numero de gsamequefios de los eosindfilos

a7



Revision Bibliografica

grandes se muestra positivo a los lipidos neutmasmdo se tratan con Sudan negro B
(CaNNON, 1992).

En Chelonia mydaganto los granulos de los eosinéfilos grandes ctoaale los
pequefios se tifien intensamente con la cloroacetdwasa y marginalmente conola
naftil butirato esterasa y con el PAS@R®KET AL, 1998).

Los granulos de los eosindfilos @aretta carettareaccionan de forma positiva
para la fosfatasa acida (con y sin tartratepatftil butirato esterasa (con fluoruro sodico),
cloroacetato esterasa y PAS, y son moderadamersiéivps para el Sudan negro B
(CasAL Y OROS 2007).

-Ultraestructura del eosinofilo

El nucleo de los eosindfilos déhelonia mydas redondo u oval, con cantidades
variables de heterocromatina. Los eosindéfilos pBgsiemuestran granulos redondos
densamente homogéneos y bien definidos, que fremmente aparecen deformados por
estructuras cristalinas internas. Algunos eosiogfiambién presentan numerosos granulos
de densidad variable y vacuolas claras, multiplpeguefias o grandes e individuales. Los
eosindfilos grandes muestran en su abundante a&#o@l numerosas vacuolas
coalescentes, claras y mal definidas. Algunos dodngrandes, redondos o pleomarficos,
de densidad variable y bien definidos, apareceareaxtremo celular. Algunos de estos
granulos presentan un nucleo elecrodenso, recavdandos granulos cristaloides
encontrados en otras especies. Las mitocondriastiello endoplasmaético y el aparato de
Golgi son mas frecuentes en los eosinofilos pequ@NMORK ET AL, 1998).

Los eosinofilos d€aretta carettgpresentan una forma redonda homogénea, con un
nacleo redondo u oval, con un contenido variablehdeerocromatina. Los granulos
citoplasmaticos aparecen bien definidos, homogéertelectrodensos y circulares, sin
estructuras cristalinas internas. Algunas célulagstmtan vacuolas claras, en patron
multiple o como una Unica vacuola de gran tamaf@s Iitocondrias, el reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi se identif@mfacilidad (BsAL ET AL, 2007).

2.2.2.4.El Basofilo de los Quelonios
Los basofilos juegan un importante papel en lardefedel organismo en aves y
reptiles, especies en las que el numero de basdfilculantes es considerablemente

superior al de los mamiferos GWTALI, 1988).

RosskoPF(2000) ha descrito un aumento de basoéfilos cimtaken diferentes
especies de quelonios en respuesta a infesta@angsitarias intestinales.

En los basofilos de quelonios, tras inmunizaciam edtrocitos de ovejas, se hallan
antigenos especificos de anticuerpos citofilicoa @encion reaginica y, por tanto,
asociados a reacciones de hipersensibilidesh(MT AL, 1983;SYPEKET AL, 1984).

-Dimensiones celulares

Aunque generalmente los baséfilos de los queloe®slescriben como células

pequefias (WKINSON, 2004), s6loSphenodon punctatug los cocodrilianos presentan
baséfilos mas grandes que los observados en qasl(NT GIRONS, 1970).
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El didmetro mayor de los basdfilos @lestudo graecdiene de media 11 pum, con
un rango de 8 a 15 um AT GIRONS Y DUGUY, 1963; FRYE, 1991), mientras que en
Testudo horsfieldestas células presentan un diametro aproximadSdem (KNOTKOVA
ET AL, 2002).

Los basodfilos deCaretta carettatienen un tamafio similar al heterdéfilo de esta
especie, o ligeramente inferior{BDLEY ET AL 1998). Sin embargo,ASAL Y OROS (2007)
no determinaron las dimensiones celulares del baséh esta especie debido a la
dificultad para detectar este leucocito en el $reiinguineo.

De igual forma, VBRK ET AL (1998) no pudieron determinar las dimensiones
celulares del basdfilo dehelonia mydaslebido a su escasez en el frotis sanguinemivwV
Y EBANKS (1984) establecieron el tamafio del baséfilo para especie, definiéendola como
una célula pequefia, con un diametro de 5.8 + 0.@pmximadamente el tamafio del
nacleo del eritrocito.

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los basofilos de los quelonios son esféricos con niicleo no lobulado
(WILKINSON, 2004), raramente visible al ser ocultado por losindantes granulos
citoplasmaticos (MROET AL, 1994;WILKINSON, 2004). Estos granulos se caracterizan por
su color azul oscuro y morfologia esféricaAfiNEz-SILVESTRE, 1994; MURO ET AL,
1994; WILKINSON, 2004), aunque también pueden tener forma de vgMIaro ET AL,
1994). Dichos granulos son importantes a la horadiferenciar estas células de los
heterdfilos téxicos, en los que los granulos tiendetornarse oscuros y redondeados
(WILKINSON, 2004).

Los basofilos dé&sopherus agassizge identifican facilmente en las preparaciones
sanguineas tratadas con Wright-Giemsa debido adsepcia de numerosos granulos
citoplasmaticos redondos y densamente basofilos.gk@nulos suelen ser tan numerosos
que tienden a enmascarar el nucleo celulatg®MaN ET AL, 1992). Muy similares son los
basdfilos delTestudo horsfieldiya que se muestran repletos de granulos redataigsan
tamanfo. La coloracion de éstos varia de violetaub@negruzca. Su ndcleo practicamente
no es visible, aunque suele presentar acumulosodeatina (KNOTKOVA ET AL, 2002).

En Caretta carettael citoplasma se muestra abundante, de colorazdhclara y
conteniendo granulos violetas (metacromaticos). &rasiones pueden aparecer
parcialmente degranulados, con un citoplasma deeag@é apolillada. El nucleo es
eosindfilo, con cromatina condensadaRABLEY ET AL 1998). @QsAL Y OROs (2007)
describen estas células en esta especie de tortaigaa con una superficie redondeada y
un nucleo excéntrico y denso, de color azul-viojetm patron de cromatina agrupada. Los
granulos citoplasmaticos son grandes y basofiligcuentemente enmascaran al nucleo.

Los basdfilos deChelonia mydasse describen como células redondas, con un
ndcleo denso, violeta-azulado de posicion centnah gitoplasma bien definido, lleno de
granulos basoéfilos pequefios que tienden a ocultatdeo (WooD Y EBANKS, 1984;
WORKET AL, 1998 ).
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-Técnicas citoquimicas

En la mayoria de las especies de quelonios enuassg han realizado estudios
citoquimicos, los basdéfilos han resultado positiexslusivamente para el azul de toluidina
(ALLEMAN ET AL, 1992; WORKET AL, 1998; Q\SAL Y OROS, 2007).

-Ultraestructura del basofilo

Ni WORK ET AL (1998) enChelonia mydashi CAsAL Y OROs (2007) enCaretta
caretta pudieron determinar las caracteristicas ultraestrales del basoéfilo en esas
especies debido a la escasez de estas célulasamgia de estos quelonios.

2.2.3.- Los Leucocitos Mononucleares en Quelonios

2.2.3.1.-El Linfocito de los Quelonios

Determinadas variaciones patolégicas pueden geaaraentos de los niveles de
linfocitos circulantes, tales como la estimulacidmune y las neoplasias linforreticulares
(FRYg, 1991). La linfocitosis se suele asociar con I#aimacion, los procesos de
cicatrizacion, el parasitismo y la leucemiai(MiNson, 2004).

La linfopenia patoldgica tiende a aparecer antedisrainucion de la capacidad de
respuesta inmunitaria por parte del animal, taro gondiciones ambientales adversas,
como por el uso de glucocorticoides o farmacos mosupresores (MRO ET AL, 1994).
También puede diagnosticarse en condiciones désefisNCE, 1990; HAJDUK ET AL,
1992;AGUIRREET AL, 1995) y de hipotermia (8TH ET AL, 2000), ademas de en procesos
de anorexia/malnutricién, durante la hibernacioer enfermedades linfoproliferativas
(WILKINSON, 2004).

-Dimensiones celulares

Los linfocitos se describen como células de tamadoable (MARTINEZ-
SILVESTRE, 1994; MUROET AL, 1994;WILKINSON, 2004).

Los linfocitos deTestudo horsfieldmuestran un didmetro de aproximadamente 5.7
pm (KNOTKOVA, ET AL, 2002).

WooD Y EBANKS (1984) establecen un tamafio medio para los lirdecide
Chelonia mydasle 11.3 + 2.7 um, aungue observan células tangfegcomo un basdéfilo
y otras mas grandes que el neutrofilo o el eodmOéWoRrK ET AL (1998) describen el
linfocito de esta especie como una célula pequeraall4um.

El diametro del linfocito déepidochelys kempinide entre 7.2 y 8.5 um AGNON,
1992).

Los linfocitos deCaretta carettase describen también como células pequerias
(Tabla 2.17) (@sAL Y OROS 2007).
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Tabla 2.17. Media, desviacion estandar y rangos de las diroeasicitoplasméticas de los linfocitos de
tortugas bobas juvenile€éretta carettd (CASAL Y OROS 2007)

Area Perimetro Diametro mayor  Diametro menor
Linfocito 106.82+24.56 37.09+4.30 12.31+1.48 11.10+1.33
66.72-177.70 29.87-49.60 9.70-16.66 8.06-14.55

Todas las medidas estan expresadaswerexcepto el area, gm?

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los linfocitos de los quelonios muestran un citepla azulado, ligeramente
granular (MARTINEZ-SILVESTRE, 1994; MURO ET AL, 1994; WILKINSON, 2004), y pueden
contener particulas fagocitadas y en ocasionesuefeg granulos eosinofilos. Su
superficie puede presentar pequefios pseuddpodesigssriben granulos periféricos en
algunas preparaciones, lo cual puede ser artefa@ekiNsoN, 2004). Ocasionalmente
pueden contener inclusiones hialinasa@liNEz-SILVESTRE, 1994; MURO ET AL, 1994) y
azurofilas (MURO ET AL, 1994). Su nucleo es grande, lateral en los lindscde mayor
tamafo y central en los linfocitos pequefios, endas ocupa casi la totalidad del
citoplasma (MIRO ET AL, 1994). Estos leucocitos se presentan con frecuemcel frotis
moldeados por las células adyacentes KINSON, 2004). Los linfocitos inmaduros poseen
mayor cantidad de citoplasma y un nucleolo masdgrasiendo similares a los linfocitos
de mamiferos (WKINSON, 2004).

Los linfocitos deGopherus agassizéon morfolégicamente similares a los de los
mamiferos, con escasa cantidad de citoplasma.tiél macleo/citoplasma es elevado y
comunmente el nucleo presenta cromatina condenkadamilitud morfologica entre los
linfocitos y los trombocitos de esta especie puededucir a errores en la formula
leucocitaria. Las caracteristicas distintivas deliofocitos con respecto a los trombocitos
se basan en sus contornos citoplasmaticos redovglgachayor tamafio, asi como en la
tincion mas clara de su nucleo {&MAN ET AL., 1992). La morfologia celular de los
linfocitos de Testudo horsfieldes similar a la d€sopherus agassizii presentando un
nacleo compacto oscuro y un fino citoplasma comé&®@zulados o violetas NKTKOVA,

ET AL, 2002).

Los estudios existentes &@helonia mydagliscrepan ligeramente en cuanto a la
morfologia de los linfocitos. WoD Y EBANKS (1984) los describen como células esféricas
u ovales, con un nucleo de contorno irregular quexlp ocupar la mayor parte de la célula
0 sOlo un tercio. El citoplasma aparece azul-vetédpalido, sin granulos, pero con
vacuolas. VBRK ET AL (1998) describen un nucleo redondo bien definidteta-azulado,
con abundante cromatina condensada. Rodeando Eoni@y un halo citoplasmatico
granular y basofilo, a menudo con burbujas. Al @ que enGopherus agassizii
WORK ET AL (1998) no tuvieron problemas para diferenciar lodocitos de los
trombocitos en muestras frescas de sangre.

Los linfocitos pequefios deepidochelys kempaparecen como células redondas u
ovales, con un nucleo denso y redondo, ocasionédnmiantado, que ocupa casi todo el
volumen celular. El citoplasma es azul palido, padb contener escasos granulos
azurofilos (ANNON, 1992).
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CAsAL Y OROs (2007) describen el linfocito dearetta carettacomo una célula con
nicleo redondo, bien definido, violeta-azulado yrtgador de cromatina agrupada.
Alrededor del nucleo se extiende una fina capaitbglasma basoéfilo moderadamente
granular. El ratio nucleo/citoplasma estimado fabitualmente de 0.6.

-Técnicas citoguimicas

Tanto enGopherus agassizaomo enChelonia mydasos linfocitos no reaccionan
positivamente a ninguna de las técnicas citoqusngsaudiadas (AEMAN ET AL, 1992;
WORKET AL, 1998).

Los linfocitos pequefios deepidochelys kempimuestran actividad esterasa no
especifica muy leve en algunos granulos, pero nopas el resto de las enzimas
hidroliticas u oxidativas ni para los lipidos. Atais granulos o particulas intracelulares
aparecen PAS-positivos, por lo que el glucogencstttolye probablemente la fuente de
energia del linfocito en esta especiaSoN, 1992).

En el linfocito deCaretta carettasélo se detecta respuesta positiva moderada a la
a-naphtil butirato esterasa sin inhibicion de fluorgédico (@sAL Y OROS 2007).

El que los linfocitos de la mayoria de las espedéegquelonios estudiadas muestren
escasez de hidrolasas en su paquete enzimatice mstakr asociado a la ausencia de
actividad fagocitica de los linfocitos pequefiogjya la funcion principal de estas células
es la de mediar en la respuesta celular y humétal (ams ET AL, 1972).

-Ultraestructura del linfocito

Ultraestructuralmente, el linfocito dehelonia mydase describe como una célula
con un nuacleo redondo, frecuentemente dentado, gmandes agrupaciones de
heterocromatina. El escaso citoplasma muestra pooa@tocondrias, reticulo
endoplasmatico y pequefios granulos electrodensosKf AL, 1998).

Los linfocitos deCaretta carettason muy similares ultraestructuralmente a los de
Chelonia mydasMuestran una forma irregularmente circular, camucleo redondeado,
frecuentemente dentado y con cantidades abundaietebeterocromatina. El escaso
citoplasma contiene algunas mitocondrias, polis@mas, reticulo endoplasmatico y
pequefios granulos electrodensosgAL ET AL, 2007).

2.2.3.2.-El Monocito de los Quelonios

La funcion principal de los monocitos de los qualeres la fagocitosis, como se
desprende del estudio in vitro en el galapago ddlcladeado de HilariePhrynopys
hilarii) constatandose ademas la tendencia de estos it@scacfusionarse para formar
células gigantes multinucleadas, que probablemg@ten un importante papel en los
procesos de “limpieza” de la sangrer@® T AL, 2008).

Una vez abandonan la sangre y pasan a los teja®sionocitos se diferencian a

macrofagos, que contribuyen al desarrollo de lauesta inflamatoria (@RISTOPHERET
AL.,1999).
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La monocitosis aparece en los procesos infeccios@sicos (necrosis tisulares,
procesos supurativos cronicos), y en las infecaiaiecas (poxvirus), clamidiasis (dko
ET AL, 1994) y granulomas (@BUIRRE ET AL, 1995). En general, la monocitosis puede
presentarse en respuesta a la infeccion agudanicarg a la inflamacién, aunque la
frecuencia con que la monocitosis es diagnostickfzende mucho de los rangos de
referencia empleados (\INSON, 2004).

-Dimensiones celulares

Los monocitos se consideran células de tamafio isu@dinfocito (MURO ET AL,
1994). Su diametro suele representar 1-1.5 vecediaghetro mayor del eritrocito
(WILKINSON, 2004).

Los monocitos dd@estudo horsfieldpresentan un diametro aproximado de 15.5 pm
(KNOTKOVA, ET AL, 2002).

Los monocitos d€helonia mydasnuestran un tamafo superior al de los linfocitos,
con un diametro de entre 11 y 26 umdiR¥ ET AL, 1998).

BRADLEY ET AL (1998) describen el tamafio del monocitdCaeetta carettasimilar
al del heterofilo, mientras queA€aL Y OROS (2007) observan que el diametro de los
monocitos de esta especie esun 33% superior asdmiocitos (Tabla 2.18).

Tabla 2.18. Media, desviacién estandar y rangos de las direesicitoplasmaticas de los monocitos de
tortugas bobas juvenile€éretta carettd (CASAL Y OROS 2007)

Area Perimetro Diametro mayor  Diametro menor
Monocito 187.81+40.55 49.69+5.53 16.41+1.91 14.77+1.65
108.96-301.91 38.44-64.73 12.97-20.60 10.34-19.34

Todas las medidas estan expresadgsmwerexcepto el area, gm?

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los monocitos de los quelonios suelen presentarontorno celular uniforme. Su
citoplasma es azul palido, a menudo vacuolizadoagariencia espumosa y ligeramente
granular. Su nucleo es variable, frecuentementé @wdentado con forma arriionada,
pudiendo presentar un solo nucléolo grandaWsoN, 2004) y conteniendo cromatina
fina (MUROET AL, 1994).

Los monocitos ddestudo horsfielipresentan un gran nucleo que contiene fina y
palida cromatina. Estas células poseen un contauedrangular y su abundante
citoplasma es azul-grisaceo y puede presentar lac(KNOTKOVA, ET AL, 2002).

En la sangre deGopherus agassizise identifican dos tipos de monocitos
circulantes. Los monocitos tipo I, mas abundarges, células de apariencia similar a los
monocitos de mamiferos. Contienen un nucleo singd@econtorno irregular y una
moderada cantidad de citoplasma basdfilo que a deoecontiene una o0 mas vacuolas
claras. Los monocitos tipo Il tienen una apariersimilar aunque muestran un numero
bajo o moderado de granulos citoplasmaticos pegugi@urdfilos, con un ndcleo que va
de lobulado a pleomodrfico (AEMAN ET AL, 1992). Este ultimo tipo celular se identifica
también en otros reptiles (W, 1978) y es morfolégicamente diferente a los ddasd
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identificados en serpientes y aligatores, y pradrakhte se corresponde con los monocitos
azurofilos (MATEO ET AL, 1984;MONTALI, 1988).

Los monocitos deChelonia mydasse describen como células redondas o
ameboides. El nucleo es esférico, ovalado o den@del@olor violeta-azulado y con un
fino patrén de cromatina. El citoplasma es moderemtde basoéfilo, con bordes bien
definidos o irregulares y vacuolas de tamafo vhidlo presentan granulos azuroéfilos
(WORKET AL, 1998).

Los estudios que describen los monocitos de laa@ges juveniles d€aretta
caretta coinciden en la mayoria de sus caracteristichg) & la coloracion del nucleo.
BRADLEY ET AL (1998) describen un nucleo eosindfilo mientras cagaL Y OROS (2007)
lo describen violeta-azulado. Generalmente la nimgfa nuclear aparece oval, arrinionada
o fusiforme, con un patrén de cromatina menos agtopgue el linfocito. Son células
redondas o ameboides con citoplasma moderadames@dilb, que a veces desarrolla
pseudopodia, y vacuolas ocasionales de talla ‘ariddd presentan granulos azuroéfilos
(BRADLEY ET AL, 1998; CASAL Y OROS 2007). El ratio nucleo/citoplasma estimado es
generalmente de 0.5, menor al de los linfocitoesia especiecAsAL Y OROS 2007).

-Técnicas citoquimicas

El monocito tipo | d&5opherus agassizge tifie con la técnica citoquimica dexta
naftil butirato esterasa (AEMAN ET AL, 1992), al igual que los monocitos de mamiferos
(JAIN, 1986\) y de otros reptiles (Mreo ET AL, 1984;MONTALI, 1988). También muestra
positividad a la fostatasa acida y en ocasion&schroacetato esterasal{A&AMAN ET AL,
1992).

Los monocitos d€helonia mydaseaccionan positivamente con las técnicas de la
fosfatasa acida y el PAS, y débilmente con la eoetato esterasa y tanaftil butirato
esterasa (WRK ET AL, 1998). Sin embargo, los monocitos de la torthgha Caretta
carettgd so6lo muestran positividad moderada parateftil butirato esterasa sin inhibicion
de fluoruro sédicodAsAL Y OROS 2007).

En los fagocitos mononucleares circulantes Rigynopys hilarii se detecta
positividad a enzimas lisosomiales como las fosttacidas o la trimetafosfatasa. Asi, la
B-glicerofastatasa acida se detecta en los lisosgnesssel interior de los fagolisosomas.
La reaccion a la citidina 5-monofosfatasa acidpreduce alrededor de los lisosomas y la
trimetafosfatasa se detecta también en el intdgdos fagolisosomas L ET AL, 2008).

-Ultraestructura del monocito

Los monocitos d€helonia mydagresentan un ndcleo con escasa heterocromatina
en el que ocasionalmente puede detectarse el tmcEoabundante citoplasma contiene
un gran complejo de Golgi, mitocondrias, reticulm@lasmatico y algunos pequefios
granulos electrodensos (WKET AL, 1998).

La descripcion ultraestructural del monocitoQlretta carettaes muy similar a lo
anteriormente observado para esta célul@heionia mydagCASAL ET AL, 2007).

Los fagocitos mononucleares Barynopys hilarimuestran en su citoplasma, tras
un proceso de incubacion, mitocondrias, lisosomiagglisosomas conteniendo particulas
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que estan siendo digeridast@®. T AL, 2008).

2.2.3.3.-El Azurdfilo de los Quelonios

Los azurdfilos se han identificado en algunos quek) aunque no es un hallazgo
frecuentdHAWKEY Y DENNET, 1989;ALLEMAN ET AL, 1992;ARNOLD, 1994;ANDERSONET
AL., 1997; TROIANO Y SILVA, 1998; CHRISTOPHERET AL, 1999; SMITH ET AL, 2000;
DICKINSON ET AL, 2002).

Aunque se observan con frecuencia en reptiles rdelnoSquamata (RISTOPHER
ET AL, 1999), la funcion de los azurdfilos se desconoceNMLI, 1988; GIRISTOPHERET
AL.,1999). Sin embargo, se ha afirmado que la azuagdiliede producirse en asociacion a
un proceso infeccioso o inflamatorio (WiNSON, 2004).

Los facilmente identificables azurdfilos de lostiles del orden Squamata son
inusuales en el orden CheloniaNFERSONET AL, 1997). Los azurdfilos se consideran
monocitos con granulaciones azurdfilas en el cspla y la mayoria de los autores los
identifican como monocitos (MROET AL, 1994).

-Dimensiones, morfologia celular y técnicas citoquiitas

En Gopherus agassizge identifican dos tipos de monocitos. Los moraciipo I,
poco frecuentes, son similares a los del tipo hqae contienen un numero bajo o
moderado de granulos citoplasmaticos pequefiosofdesr con un nucleo de lobulado a
pleomorfico (ALEMAN ET AL, 1992). Los azurdfilos de esta especie presentawickact
peroxidasa en sus granulos. Este tipo celularesgtifita también en otros reptiles (W,
1978) y es morfolégicamente diferente a los azla®fidentificados en serpientes y
aligatores, correspondiéndose probablemente comdo®citos azurofilos (Mreo ET AL,
1984;MONTALI, 1988).

También se han descrito azurdfilos Bestudo horsfieldiPresentan un diametro
aproximado de 9.7 um, con un gran nucleo de 8.8 i@ diametro, que usualmente aparece
ligeramente dentado o con una forma semiesférieacromatina es de color violeta
oscuro, firmemente condensada y el citoplasma pi@sea coloracion azul-grisacea y
cierta cantidad de granulos rosadosi@KkkOVA ET AL, 2002).

2.2.4.- El Trombocito de los Quelonios

Los trombocitos son similares a las plaquetas darlamiferos y juegan un papel
activo en la formacion del trombo, coagulacion sémga y cicatrizacion de herida{fE,
1991;WATSON, 1997;RASKIN, 2000).

-Dimensiones celulares

El tamafio de los trombocitos de los quelonios sstdetido a grandes variaciones.
Se ha establecido la media de fr@ de diametro menor, por 8-16n de diametro mayor
(BERNSTEIN 1938;TAYLOR Y KAPLAN, 1961;W00D Y EBANKS, 1984).

55



Revision Bibliografica

WORK ET AL (1998) describen al trombocito @delonia mydagsomo una célula de
menor tamafio que el eritrocito, con 9-12 um de didmmmayor. VoD Y EBANKS (1984)
referencian un diametro mayor de 13.0 £ 1.4 um yliametro menor de 5.9 £ 0.9 um,
ligeramente superior al nacleo del eritrocito.

Las medidas celulares del trombocito en juvenik€aretta carettase muestran en
la Tabla 2.19 (@sAL Y OROS 2007).

Tabla 2.19.Media, desviacion estandar y rangos de las dimeasicitoplasmaticas de los trombocitos de
tortugas bobas juvenile€éretta carettq (CASAL Y OROS 2007)

Area Perimetro Diametro mayor  Diametro menor
Trombocito 64.52+16.38 32.88+5.06 13.50+2.45 6.19+0.99
35.58-109.40 23.71-42.75 9.15-18.35 4.01-9.36

Todas las medidas estan expresadaswerexcepto el area, gm?

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

El trombocito se describe como una célula eliptoa bordes redondeados. El
citoplasma es escaso y de color azul muy palidalEleo es central, tan grande que ocupa
casi la totalidad de la célula, con un borde liscoloracion azul oscura (MRO ET AL,
1994) mucho mas intensa y con mayor densidad quie lbos linfocitos (AWKEY Y
DENNET, 1989;WILKINSON, 2004). Ademas, en quelonios estas células sersobkervar
mas pequefas que los linfocitosa(kkey Y DENNET, 1989).

Gopherus agassiziial igual que otros reptiles, presenta trombocdesmayor
tamafno que el de las plaquetas de los mamiferascudntemente aparecen formando
agregados. Se observan sutiles diferencias ergriedmbocitos y los linfocitos, aunque la
distincion entre ambos suele ser dificil. Los trogitbs contienen un ndcleo redondo que
es mas pequefio y mas circular que el del linfoeiiemas de contener una cromatina mas
densa y oscura. Muestran escasos acumulos deasitoplligeramente basofilo que es mas
angular que el de los linfocitos, formando una os mpé&oyecciones puntiagudas. En
ocasiones se observan pequefios granulos azuréfiled citoplasma (AEMAN ET AL,
1992).

El trombocito deTestudo horsfieldpresenta un ndcleo redondo u oval oscuro. El
citoplasma se observa redondeado alrededor deta(xlbien, ovalado, y es transparente,
con una bien visible membrana citoplasméaticaqikova ET AL, 2002).

WooD Y EBANKS (1984) describen el trombocito @delonia mydason un nucleo
densamente basdfilo, oval o bilobulado, rodeadoupodelgado citoplasma claro, visible
en forma de éareas alargadas que parten de los paldeares. En esta especie los
trombocitos tienden a confundirse con los basqfilmsnque el contorno aparece mas
irregular en los primeros. @Rk ET AL (1998) no tuvieron problemas para distinguir a los
trombocitos deChelonia mydasde otras células sanguineas, especialmente de los
linfocitos, y afirmaron que el uso de preparaciodessangre fresca sin enfriar, favorece
gue los trombocitos retengan sus caracteristicafoldgicas originales. Por otro lado, su
descripcion morfologica de los trombocitos en estpecie de tortuga marina es muy
similar a la desarrollada por®#D Y EBANKS en 1984.
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El trombocito deCaretta carettaes descrito por BADLEY ET AL (1998) como una
célula oval o elongada, con un citoplasma claroigeramente azulado. El ndcleo
redondeado muestra una coloracion eosindfila y amép de cromatina condensada.
CAsAL Y OROs (2007) los describen como células ovaladas, autaudién observan
trombocitos redondos. El ndcleo aparece generaémevdlado, con una tincion fuerte
azul-violeta y cromatina agrupada. El escaso @sph se acumula en los polos de las
células de morfologia ovalada, o en forma de haledador del ndcleo de las células
redondeadas. En ambos casos, la coloracién deplastna es muy palida, casi
transparente.

-Técnicas citoquimicas

Citoquimicamente, los trombocitos d&opherus agassizimuestran positividad
citoplasmatica a la técnica de la fostatasa acpdamitiendo diferenciarlos de los
linfocitos, ya que en esta especie, estos Ultintseaccionan positivamente a ninguna
técnica citoquimica (ALEMAN ET AL, 1992). Lo mismo sucede &helonia mydascuyos
trombocitos se tifien positivos con danaftil butirato esterasa y PAS, mientras que los
linfocitos no asumen ninguna caracteristica tiatdiiVORK ET AL, 1998).

Los trombocitos de los juveniles @aretta carettas6lo muestran positividad para
la técnica del PAS (&AL Y OROS 2007).

-Ultraestructura del trombocito

Los trombocitos deChelonia mydasse describen ovalados o fusiformes, con
nucleos ovales o lobulados, ricos en heterocromatims bordes celulares muestran
algunas proyecciones digitiformes, y a menudo &@ear@equeiias membranas uniformes
adheridas a granulos y estructuras claras caralezilen el citoplasma @¥K ET AL,
1998). Estos sistemas canaliculares abiertos sarcaracteristica muy frecuente de este
tipo celular en muchos reptilesyf&k Y BORYSENKQ, 1988).

En los juveniles d€aretta carettdos trombocitos son similares a los descritos en
Chelonia mydasmostrando una tipica forma ovalada, aunque tamép&arecen células
redondas. El ndcleo, generalmente oval, contienerderomatina periférica. El resto de
las caracteristicas celulares son idénticas aldasreadas ef€helonia mydasincluyendo
la presencia de estructuras canaliculares claras@toplasma (&sAL ET AL, 2007).

Los trombocitos dd’hrynopys hilarii presentan morfologia fusiforme y nucleo
lobulado. En el citoplasma pueden encontrarse g@gandesiculas y estructuras
canaliculares, ademas de reticulo endoplasmatianalgr, complejo de Golgi y escasos
ribosomas libres. Tras su activacion y agregaciée, desencadenan alteraciones
estructurales que se traducen en el desarrolloudemsas proyecciones filopodales, un
aumento del nimero de vacuolas y el cambio de hogito de fusiforme a esférica
(PELLIZZON ET AL, 2002).
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2.3.- LAS CELULAS SANGUINEAS DE LOS EMIDIDOS (Familia
Emydidae)

2.3.1.- El Eritrocito de los Emididos

-Dimensiones celulares

Los eritrocitos de los juveniles de la tortuga dmire rojo americanaP§eudemys
rubriventris) muestran un tamafno medio de 20 x 10 (NN ET AL, 2007). En la tortuga
asiatica amarilla de charc®dadia sinensjsel diAmetro mayor de los eritrocitos, medido
mediante el uso del microscopio Optico, es de 14.3.1 um, mientras que con la
microscopia electronica el tamafio es de 15 a 2QQGHuUNG ET AL, 2009). En la tortuga
del templo de cabeza amarilldi¢remys annandaliiel diametro mayor del eritrocito es de
15.81 + 2.56 um y el didmetro menor 10.01 + 1.54(CAANSUEET AL, 2011).

Los tamafos celulares de los eritrocitos de latba&c@rachemys callirostrisse
describen en la Tabla 2.20ARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

Tabla 2.20. Medidas citoplasméticas y nucleares de los eiit®ade hicoteasTfachemys callirostris
(CARRASCAL VELASQUEZET AL, 2014)

Area total Area nicleo Area Diametro Diametro
citoplasma mayor menor
Eritrocito 278.0+8.5 37.0£3.0 241.0+9.0 24.20+1.3 14.0+0.9

Las medidas estan expresadagim®n excepto el area, gm?
Los tamafios celulares de los eritrocitos de vasapecies de emididos se describen
en la Tabla 2.21 (AizzA ET AL, 2014) y en la Tabla 2.22K¥KFg, 1991).

Tabla 2.21.Medidas citoplasmaticas y nucleares de los efitrecle varias especies de emididoRIZ&A ET
AL., 2014)

Diametro Diametro Area Diametro Diametro Area
mayor menor citoplasma mayor menor nacleo
celular celular nicleo nicleo
Emys 22.5+1.21 14.1+0.44 249.4+21.58 6.3+0.16 5.1+0.34 25.2+2.48
trinacris
Emys 21.7£1.51 11.5+0.98 195.8+1.16 6.6+0.75 5.7+0.47 29.5+0.27
orbicularis
galloitalica
Emys 21.7+£1.01 12.5+0.98 214.0+22.8 7.5+0.54 5.7+0.47 33.6+3.74
orbicularis
hellenica
Trachemys  19.2+0.62 13.6+0.61 204.9+15.46 6.0+0.37 5.3+0.25 25.2+2.8
scripta
elegans

Las medidas estan expresadagien excepto el rea, gm?
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Tabla 2.22.Dimensiones eritrocitarias en galapago lepr@ertmys caspica lepros@RYE, 1991)

Eritrocito Nucleo
DM Dm DM/Dm S DM Dm DM/Dm S Ratio
Clemmys
caspica 19.0 10.9 1.74 1625 6.5 4.8 1.35 245 0.151
leprosa

DM: diametro mayor epm. Dm: didmetro menor . S: superficie |im?) Ratio: ratio niicleo/citoplasma

Davis Y HoLcomB (2008) establecen diferencias de tamafo entreo@tds
portadores y no portadores de inclusiones citopéisas en tortuga pintad€lfrysemys
picta pictgd concluyendo que las células portadoras de irarhesi tienden a ser més largas,
estrechas y con menos superficie que las no poasddabla 2.23), si bien no observan
diferencias estadisticamente significativas emsedmanos nucleares.

Tabla 2.23.Medidas citoplasméticas de los eritrocitos deoftuta pintadaGhrysemys picta picjgDAvIS
Y HoLcowmB, 2008)

Diametro mayor Diametro menor Area citoplasma
(Rango y media) (Media)
Eritrocitos sin inclusiones 13.8-19.2 (16.3) 8.4 111.3
Eritrocitos con inclusiones 14.8-19 (17.0) 7.6 106.3

Las medidas estan expresadagi®n excepto el area, gm?
-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los eritrocitos de los juveniles de@seudemys rubriventrise describen como
células elipticas, con un nucleo basofilo centrainycitoplasma con coloracién de gris
claro a rosado (INIS ET AL, 2007). EnChrysemys picta pictana media del 17.5% de los
eritrocitos muestra cuerpos de inclusién con ceiérade azul claro a azul oscuro y una
forma redondeada. Siempre se visualizan de mandnadual, frecuentemente cerca del
nacleo, pero sin desplazar a éste de su posicifinate sin estar asociados a vacuolas o
estructuras cristalinas. Su tamafio varia entreyQL&8 um, con una media de 0.89 um
(DAvIs Y HoLcowmB, 2008). Por el contrario, menos de un 1% de lieitos deOcadia
sinensis presentan cuerpos de inclusion basdfilos asociamlogna vacuola y con
remanentes de membrana, considerandose organulgenaldados, posiblemente
mitocondrias. Estas células se describen con foowal, con un ndcleo oval o
irregularmente redondeado, conteniendo cromatingadg oscura (GUNG ET AL, 2009).
Mas de un 50% de los eritrocitos ddieremys annandaliipresentan cuerpos
intracitoplasmaticos puntiformes y basofilos, y uamlgs células también muestran
estructuras en forma de gota protruyendo la memabeatular. Los eritrocitos maduros de
esta especie son generalmente ovalados, con n@teado, aunque se aprecia un nivel
moderado de anisocitosis y poiquilocitosis. En mrees se detectan eritrocitos inmaduros,
de morfologia redondeada y un nucleo 2-3 veces mawye el de las células maduras
(CHANSUEET AL, 2011).
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El uso de la tincion de Wright muestra a los etitas deTrachemys callirostris
como células ovaladas con nucleo redondo de postedtral y basofilo (coloracion azul).
El citoplasma aparece grisaceo traslUciderf@ASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

Los eritrocitos maduros de la tortuga de charcdissia (Emys trinacri$ son
bastante homogéneos en cuanto a su morfologiacrinUsando la técnica de May-
Grunwald Giemsa muestran una forma eliptica y wmdante citoplasma de color rosa
palido. El nucleo, de posicién central, violetalado y oval o redondeado, presenta
cromatina condensada profundamente baséfila yesmayor es paralelo al de la célula.
Algunos eritrocitos presentan también pequefasusiaes citoplasmaticas e incluso
vacuolas (&RizzA ET AL, 2014).

-Técnicas citoquimicas

Los eritrocitos deDcadia sinensisio reaccionan positivamente a ninguna técnica
citoquimica (GIUNG ET AL, 2009), como sucede en muchas otras especieaalienips
(WORK ET AL, 1998;CAsAL Y OROS 2007).Sin embargo, en los eritrocitos Hgeremys
annandalii se describe una fuerte reaccion positiva para deoxdasa, y en las
preparaciones incubadas con el nuevo azul de metdgarece tincion puntiforme en
todos los estadios de desarrollo eritrocitarieAiGUEET AL, 2011).

-Ultraestructura del eritrocito

Ultraestructuralmente los eritrocitos @eadia sinensipresentan forma elipsoidal
y apariencia de cupula en el area nucleanuf@ ET AL, 2009). Los eritrocitos de
Hieremys annandalison muy similares a los decadia sinensisLas células maduras
presentan varios orificios en la membrana citopésra. Los eritrocitos inmaduros son
mas pequefios y con una superficie mas irregulatagumaduros. Mediante microscopia
electronica de transmision los eritrocitos de estpecie muestran una electrodensidad
uniforme. Se describen algunos focos electrodetigosnclusion y algunas mitocondrias.
El citoplasma de algunas células aparece llenced®plobina cristalizada BNSUE ET
AL., 2011).

-La hemoglobina en emididos

En estudios realizados en tortugas de Florfldaghemys scripase ha constatado
una considerable variacion de la afinidad del axigentre eritrocitos individuales,
asociado a la presencia de dos tipos funcionalesialécula de hemoglobina en estas
células. Estos dos tipos de hemoglobina no estasé@parados en grupos celulares
diferentes, sino que estarian presentes en todositoocitos circulantes @ISCHEET AL,
2001).
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2.3.2.- Los Leucocitos Granulociticos en Emididos

2.3.2.1.- El Neutréfilo de los Emididos

Ninguno de los autores o articulos referenciadogsta revision bibliografica ha
descrito neutrofilos en especies de quelonios elmsdi

2.3.2.2.- El Heterd6filo de los Emididos

-Dimensiones celulares

Los heterofilos de los juveniles d&seudemys rubriventripresentan un tamafo
aproximado de 13 um de diametraNis ET AL, 2007). El tamafio de los heterdfilos de
Hieremys annandalies muy similar (13.66 £ 1.73 um de diametro), éierl segundo
leucocito en tamafio después del azuréfilei{GUE ET AL, 2011). Los heterdfilos de
Ocadiasinensis representan los leucocitos de mayor tardaBoritos para esta especie,
mostrando un didmetro en el microscopio Optico 168 + 2.6 um, aunque mediante la
microscopia electronica se describien con un tardaf®1-6.6 um (BUNGET AL, 2009).

Los tamafios celulares de los heterofilosTdechemys callirostrise describen en
la Tabla 2.24. En esta especie este tipo celul@osesponde con el leucocito de mayor
tamafno (BRRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

2.24.Areas citoplasmaticas y nucleares de los hetesoéle hicoteasT¢achemys callirostris(CARRASCAL-
VELASQUEZET AL, 2014)

Area total Area nicleo Area citoplasma

Heterdfilo 224.0+1.2 52.3+1.3 171.3+2.0

Las medidas estan expresadagi®h

EnEmys trinacrisno se observaron diferencias significativas egittamaro de los
heterofilos de las tortugas macho (13.9 = 6.71 yngs hembras (13.3 = 1.27 um), y
también esta célula represento el leucocito de nmiayoafio para esta especier(&A ET
AL., 2014).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Bajo el microscopio Optico los heteréfilos Beeudemys rubriventrimuestran un
nacleo excéntrico, de circular a ligeramente irfagucon un ratio nucleo/citoplasma
relativamente bajo. El citoplasma aparece llenondmerosos granulos fusiformes con
coloracién rosada o naranjaiiis ET AL, 2007).

La morfologia irregular de los heterdéfilos @eadia sinensiges muy similar a la
mostrada por los eosinéfilos de esta especie. liddnte citoplasma contiene numerosos
granulos eosinofilicos alargadosH{@\G ET AL, 2009).

En el galapago de OrbignyClirysemys dorbign)h los heterofilos fueron
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nombrados inicialmente como “eosindfilos tipo 1Blddo a la eosinofilia exhibida por sus
granulos citoplasmaticos en respuesta a tincioims Romanowsky. Estos granulos
muestran una morfologia alargada y fueron dificilles distinguir. Estas células son
polimérficas con un ndcleo excéntricoZ&VEDO Y LUNARDI, 2003).

Los heterdfilos deHieremys annandaliimuestran una morfologia irregular,
conteniendo numerosos granulos fusiformes, muy tagwe entre si, y un nucleo
excéntrico. Mediante la tincidbn Wright-Giemsa laarqulos presentan una coloracién roja
oscura y una superfice dentada, mientras que caimdedbn de Wright aparecen de un
brillante color rojo-anaranjado. Sin embargo, cwasd tifien con Diff-Quik, los granulos
no muestran coloracion algunaH&NSUEET AL, 2011).

La morfologia externa de los heterdfilos deachemys callirostrises mas
homogénea, generalmente redondeada. El ndcleo oa#pposicidn excéntrica y aparece
redondo o en ocasiones aplanado, con cromatindilbadé color morado opaco. Los
granulos citoplasmaticos son fusiformes vy alargada coloracién acidéfila
(CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

El ndcleo de los heterdfilos demys trinacris al contrario que en el resto de los
emididos estudiados, aparece segmentado, con @ositeral, baséfilo y con cromatina
densa. El citoplasma, cuando no queda completamamteascarado por los grandes
granulos eosindfilos de morfologia fusiforme quentmme, muestra una coloracion
débilmente azulada o clara&zA ET AL, 2014).

-Técnicas citoquimicas

Los heterofilos d€€hrysemys dorbignimuestran actividad para la trimetafosfatasa
en la mayoria de los granulos citoplasmaticos,nybtén presentan actividad fosfatasa
alcalina en la membrana de los granulos alargaflnsla membrana citoplasmatica y
algunos granulos pequefios se deteca actividadasatero especifica. También hay
deteccidn de proteinas basicas en granulos citoplaos y en el nucleo, y actividad
peroxidasa en algunos granulos citoplasmaticosdmuknreaccion se incuba en pH neutro.
Sin embargo, si la incubacion se realiza en pHliattala actividad peroxidasa se ve
claramente disminuida @VvEDO Y LUNARDI, 2003).

En Ocadia sinensisoélo se detecta positividad frente a la peroxidagsstrandose
como una tincién débil en los granulos citoplasotdti que son PAS negativosH{@iG ET
AL., 2009).

Los granulos de los heterdéfilos ddieremys annandalii también muestran
positividad muy débil a la peroxidasa, mientras eugtoplasma es positivo para el Sudan
negro B, la fosfatasa acida y alcalinaglaaftil acetato esterasa y PASHANSUEET AL,
2011).

-Ultraestructura del heterdéfilo

Los heterdfilos deChrysemys dorbignibmuestran un ndcleo indentado con
heterocromatina cerca de la envuelta nuclear. Elpleisma contiene mitocondrias
pequefias, escaso reticulo endoplasmatico y apdeatéolgi poco notable. Se describe
también un fino granulado electrodenso compatilde depdsitos de glucogeno. Los
granulos aparecen como una poblacién heterogérma,farma redonda-alargada o
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acampanada y también se describen granulos pequediesdos por una membrana que
contiene material homogéneamente electrodensevbo Y LUNARDI, 2003).

La microscopia electrénica de barrido revela urtaoo celular irregular, rugoso y
con proyecciones en forma de cresta en los hdtesafeOcadia sinensi$CHUNG ET AL,
2009).

Mediante la microscopia electrénica de barridogaulos de los heterdfilos de
Hieremys annandalise aprecian ovoides y protruyen contra la membcahdar. Con la
microscopia electrénica de transmision los granafmerecen grandes y pleomorficos, en
su mayoria fusiformes, con areas de electrodensidadble. Los granulos heterofilicos
presentan un nucleo central de matriz heterogédeetaadensa. Los ribosomas son escasos
y el citoplasma no esta vacuolizado. El nucleo lesrporfico y rico en eucromatina
(CHANSUEET AL, 2011).

2.3.2.3.- El Eosindfilo de los Emididos

-Dimensiones celulares

En Pseudemys rubriventrisdlo se observa un tipo celular de eosindfilo,uy s
tamano oscila entre 14-18 um, siendo el leuco@tmdyor tamafio en este emididanib
ET AL, 2007). Por el contrario, los eosinéfilos Heeremys annandalirepresentan el
granulocito mas pequefio de esta especie, con orett@de 10.61 + 1.22 um KENSUE
ET AL, 2011). Los eosindfilos d®cadia sinensison el segundo leucocito en tamario,
después del heterofilo, con un diametro en micqoiscoptica de 15.1 + 2.4 um y de 4.3-
4.9 um en microscopia electronicad(®IG ET AL, 2009).

Los tamafios celulares de los eosindfilosTdechemys callirostrise describen en
la Tabla 2.25. En esta especie, este leucocitoeOkuperado en tamafio por el heterdfilo
(CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

Tabla 2.25. Areas citoplasmaticas y nucleares de los eoso®file hicoteasT¢achemys callirostris
(CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014)

Area total Area nlcleo Area citoplasma

Eosindfilo 198.045.0 43.0+£2.3 154.5+5.6

Las medidas estan expresadagi®h
El tamafio de los eosindfilos @amys trinacrises de 13.5 + 5.67 um en machos y

de 12.6 + 1.3 um en hembras, siguiendo en dimeesiah heterdéfilo (Rizza ET AL,
2014).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los eosindfilos dePseudemys rubriventrise caracterizan por poseer un nucleo
bilobulado o irregular de posicién excéntrica y dfds. El ratio nucleo/citoplasma es
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relativamente bajo. Los abundantes granulos cisopdéicos se muestran circulares y de
color rosado o anaranjadoifis ET AL, 2007).

En Ocadia sinensi®l nucleo se observa simple, redondo o con fornegular y
localizacion central. Con las tinciones de WrightGyemsa estas células muestran
numerosos granulos redondos eosinofilasui@s ET AL, 2009).

Los eosindfilos d&Chrysemys dorbignise muestran como células redondeadas de
ndcleo excéntrico, con un citoplasma lleno de gaaredondos y de gran tamafio, que se
tifen eosinofilos en respuesta a tinciones tipo &wwsky (AEVEDO Y LUNARDI, 2003).

Los granulocitos eosindfilos d¢ieremys annandalison tipicamente redondos, con
un nucleo excéntrico y un citoplasma lleno de g@mnasféricos. Empleando las tinciones
de Wright-Giemsa y Wright estos granulos se tifercalor purpura, mientras que con el
Diff-Quick aparecen rojo-anaranjadosHANSUEET AL, 2011).

Los eosinofilos delTrachemys callirostrisson células redondeadas, con nucleo
redondo de posicion central o periférica y colayaanorada. Los granulos citoplasmaticos
se muestran circulares y rosadosKRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

Los eosindfilos deEmys trinacrisson facilmente reconocibles por sus granulos
citoplasmaticos redondos y eosinofilicos. El nlUgessenta gruesa cromatina agrupada, y
se tifie intensamente azul. Su morfologia es dendada oval, simple o bilobulado, con
localizacion lateral, cerca de la membrana celfi&izza T AL, 2014).

-Técnicas citoquimicas

Los granulos de los eosindfilos @hrysemys dorbigniial contrario de lo que
sucede en el heterofilo, no presentan actividadetafosfatasa ni fosfatasa alcalina. Se
observa actividad esterasa no especifica en la namaleelular. Las proteinas basicas se
detectan tanto en los granulos como en el ndcledaceal igual que lo observado en
heterdfilos. La actividad peroxidasa de los eodim®faparece muy susceptible al peréxido
de hidrogeno, llevando a la destruccion parcidibdegranulos. Sin embargo, los granulos
intactos muestran actividad peroxidasa tanto ennpttro como alcalino (ZEVEDO Y
LUNARDI, 2003).

En Ocadia sinensise describe una respuesta citoquimica similas &édberofilos,
mostrando positividad a la peroxidasa, pero ncA& FCHUNG ET AL, 2009).

Los eosindfilos deHieremys annandaliireaccionan positivamente a todas las
ténicas citoquimicas estudiadas salvo al azul hlédioa, es decir, muestran positividad
para la peroxidasa, el Sudan negro B, las fosfatasmla y alcalina, la-naftil acetato
esterasa, el PAS y el nuevo azul de metilen(SUEET AL, 2011).

-Ultraestructura del eosindfilo
Los eosindfilos deChrysemys dorbigninmuestran un ndcleo dentado con
heterocromatina cerca de la envoltura nuclear. HEbplasma presenta algunas

mitocondrias, grandes cantidades de reticulo eadoytico rugoso y un bien desarrollado
complejo de Golgi. Los granulos citoplasmaticosrepen grandes y esféricos rodeados
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por una membrana que contiene material homogéneanaectrodenso. También se
observan algunos granulos més pequefias\(2DO Y LUNARDI, 2003).

Mediante la microscopia electrénica de barridodosinéfilos deDcadia sinensis
muestran una superficie irregular, con proyeccioeas forma de cresta, pero una
morfologia general redonda u ovalada8G ET AL, 2009).

Mediante microscopia electronica de barrido losinédigos de Hieremys
annandaliise muestran con forma de morula debido a la @idimude los granulos contra
el citoplasma. La microscopia electrénica de trasiem revela una superficie celular
cubierta por microvellosidades. Los abundantesujp&raparecen grandes, redondos y con
electrodensidad homogénea. La densidad de estomilgsaes superior a la de los
heterdfilos. En el citoplasma se observan esc@sosamas pequefios y mitocondrias, pero
no vacuolas. El nucleo presenta principalmenterbetematina (BANSUEET AL, 2011).

2.3.2.4.- El Basofilo de los Emididos

-Dimensiones celulares

Los basdfilos dePseudemys rubriventrimuestran un tamafio de 12-15 pm de
diametro, similar al descrito para los heterdfilpsro inferior al de los eosinofilosnis
ET AL, 2007). En el caso dgieremys annandaliel basofilo es el segundo granulocito en
tamano después del heterdfilo, con un diametr@2dg/+ 6.2 um (BANSUEET AL, 2011).
Los basodfilos deOcadia sinensisrepresentan el tercer granulocito en cuanto a
dimensiones, con un didmetro en microscopia opiecd3.4 + 2.1 um y de 3.1-4.7 um en
microscopia electronica de barridoH{@IG ET AL, 2009). EnTrachemys callirostrisel
basofilo también representa el tercer granulogitdaenaiio, con un area total de 86 + 3.6
pumz, solo superando en dimensiones al linfocitbtyombocito (ARRASCAL-VELASQUEZ
ET AL, 2014). El basdfilo dEmys trinacrisse describe como una célula pequefia, de unos
9.49 um de diametro, sin diferencias de tamafoifgigtivas entre machos y hembras.
Muestra un gran nucleo en proporcion a su tamaiidace midiendo 7.09 + 0.25 pum
(ARIZZA ET AL, 2014).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los basdfilos dd°’seudemys rubriventrise caracterizan por un nucleo central o
ligeramente excéntrico, de coloracién azul palglee frecuentemente aparece disimulado
por la presencia de numerosos granulos citoplasasatilertemente basofilos. Mediante el
uso de Diff-Quik® el citoplasma suele aparecer wiizado o apolillado debido a la
degranulacion de sus granulos hidrosolubles bajdicmnes de fijacion inadecuadas. Los
granulos se preservan y distinguen mejor en prejgar@s bien fijadas y tefiidas con
Wright-Leishman (UNISET AL, 2007).

Los basdfilos d®cadia sinensise identifican facilmente en los frotis tefiidos co
Wright y Giemsa por la presencia de numerosos tgancitoplasméticos redondos y
basdfilos. El ndcleo ocupa una posicion central(@s ET AL, 2009).

Los basofilos dedieremys annandalimuestran una morfologia variable, al igual
gue el nimero y tamafio de sus granulos citoplasasatUsando la tincién Wright-Giemsa
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el nucleo aparece rojo-violeta, pero los granulosse tifien, aunque frecuentemente
ocultan el nucleo. Con la tinciébn de Wright losrars se observan de color azul oscuro o
negro-violeta, pero el nucleo no adquiere colorachi los granulos ni el nacleo se tifien
en respuesta al Diff-Quick {@@NSUEET AL, 2011).

De forma muy similar a lo descrito en el resto dg émididos estudiados, los
basofilos deEmys trinacrismuestran un nucleo redondo de localizacion centras.
abundantes granulos citoplasmaticos aparecen cancaloracion violeta muy oscura
(ARIZZA ET AL, 2014).

-Técnicas citoquimicas

Los basofilos deDcadia sinensigeaccionan fuertemente frente a la peroxidasa,
pero no muestran positividad en respuesta al PASNGET AL, 2009).

En los basofilos delieremys annandalise detecta positividad citoplasmatica para
la peroxidasa y el PAS, y tincion positiva de lodmmilos para el nuevo azul de metileno.
El azul de toluidina, sin embargo, no genera respugntorial en esta especieH NSUE
ET AL, 2011).

-Ultraestructura del basofilo

El uso de la microscopia electrénica de barridéosrbasofilos décadia sinensis
pone de manifiesto una superficie celular suavey @ootuberancias ligeramente
redondeadas (@NG ET AL, 2009).

Con la misma técnica, los basofilos ddieremys annandalii muestran
caracteristicas especiales que los diferenciarasletras células. Su superficie muestra
numerosas microvellosidades, y los granulos dedafifes tamafios generan protrusiones
en la membrana citoplasmatica. La microscopia réeica de transmision permite
observar que los basoéfilos tienen vacuolas de gnaaiio conteniendo en algunos casos
granulos densos en su interior. El abundante cisoph presenta granulos finamente
lamelares y electrodensos y numerosas mitocondfiaslicleo presenta principalmente
heterocromatina (€ANSUEET AL, 2011).
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2.3.3.- Los Leucocitos Mononucleares en Emididos

2.3.3.1.-El Linfocito de los Emididos

Aunque la funcion principal de los linfocitos B ksde producir varios tipos de
inmunoglobulinas y la de los linfocitos T consiste participar en la moderacion de la
respuesta inmune AMPBELL, 1996;RAsKIN, 2000; CAMPBELL, 2004n), algunos estudios
recientes enfrachemys scriptehan puesto de manifiesto que las células B tidaen
capacidad de ingerir particulas extrafiasvitro. Esto sugiere que los linfocitos B de
reptiles pueden actuar de forma complementaria a#hdas fagociticas (MMERMAN ET
AL., 2010).

-Dimensiones celulares

Los linfocitos dePseudemys rubriventrigpresentan el leucocito de menor tamafio
en esta especie con un diametro aproximado deB¥LONNIS ET AL, 2007). Algo similar
sucede erHieremys annandaliiespecie en la que el linfocito aparece como lalaé
sanguinea de menor tamafo, con 6.41 + 0.61 pHANSLE ET AL, 2011). También el
linfocito deOcadia sinensigs el leucocito mas pequefio de esta especie, @asaugamano
en microscopia optica (11.2 £ 2.3 um de diametsopastante superior al observado en
Hieremys annandalii Mediante microscopia electrénica de barrido énditro del
linfocito mide 3.2-3.6 um (RUNG ET AL, 2009).

Los tamafios celulares de los linfocitosTadachemys callirostrise describen en la
Tabla 2.26. En esta especie este leucocito apamoe la célula sanguinea de menor
tamafno (BRRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

Tabla 2.26. Areas citoplasmaticas y nucleares de los linfscitte hicoteas Tfachemys callirostris
(CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014)

Area total Area nicleo Area citoplasma

Linfocito 75.0+2.0 52.0+2.0 23.71+2.0

Las medidas estan expresadagi®h

Los linfocitos deEmys trinacrisson la célula sanguinea mas pequefia de este
emidido. El diametro celular en los machos es det@.12 um y en las hembras es 6.5 +
1.26 pum (ARIzzA ET AL, 2014).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los linfocitos de Pseudemys rubriventrisse caracterizan por un ratio
nucleo/citoplasma relativamente elevado, sienduleleo central, circular y basofilo, y el
citoplasma escaso y de coloracion débilmente aayladisS T AL, 2007).

En Ocadia sinensigambién se observa un ratio nucleo/citoplasmaaeieyv El
escaso citoplasma aparece baséfilo y el nucleoept@sfrecuentemente cromatina
agrupada. Los linfocitos se diferencian de los troaitos en esta especie por sus bordes
citoplasmaticos rugosos y por su nucleo mas grgrdietincion mas clara (@NG ET AL,
2009).
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Los linfocitos deHieremys annandaliaparecen como células redondeadas con un
ratio ndcleo/citoplasma alto. El nicleo se presemteentrico y portador de cromatina
condensada. Las caracteristicas tintoriales soilasg® independientemente de la técnica
de tincion empleada. El citoplasma se observa bbaséén un &rea mas clara alrededor del
ndcleo. La mayoria de los linfocitos son agranslapero algunas células poseen unos
pocos granulos pequefios de coloracion rof(SUEET AL, 2011).

Los linfocitos de Trachemys callirostristambién presentan una morfologia
generalmente redondeada. El nucleo es grande, maboi@groximadamente un 70% del
tamafio celular, y contiene cromatina condensadaay aoloracion morada. El escaso
citoplasma aparece basofilo-grisace@KRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

En Emys trinacrisARizzA ET AL (2014) no tuvieron problemas para distinguir los
linfocitos de los trombocitos, ya que morfoldgicameeambos tipos celulares resultaron
muy diferentes. Los linfocitos son células redondas un ratio nucleo/citoplasma
elevado. El escaso citoplasma se tifie de color aalinucleo es redondo con un fino
patrén reticular.

-Técnicas citoquimicas

Los linfocitos deOcadia sinensisio se tifieron con ninguna de las dos técnicas
citoquimicas empleadas para la caracterizacionlatetn esta especie HONG ET AL,
2009).

Por el contrario, eRlieremys annandaliios linfocitos muestran positividad para la
fosfatasa acida, la-naftil acetato esterasa y el PAS, pero solo al meelos granulos
citoplasmaticos (BANSUEET AL, 2011).

-Ultraestructura del linfocito

La microscopia electronica debarrido muestra &dito deOcadia sinensi€omo
una célula de morfologia redonda o irregular, com wuperficie también irregular,
caracterizada por proyecciones en forma de cr€staNG ET AL, 2009).

De igual manera, con el uso de la microscopiarélieica de superficie, el linfocito
de Hieremys annandaliaparece con una forma redonda y una superficigulae con
proyecciones citoplasmaticas y microvellosidades microscopia electronica de
transmision muestra un citoplasma rico en pseudigpograndes mitocondrias, reticulo
endoplasmatico rugoso y ribosomas libres. El nucgarece redondo o dentado,
conteniendo heterocromatinaHENSUEET AL, 2011).

2.3.3.2.-El Monocito de los Emididos
-Dimensiones celulares
El tamafio de los monocitos @Rseudemys rubriventriess muy similar al de los

heterofilos, con 13 um de diametroiNls eT AL, 2007). El monocito d®cadia sinensis
tiene un tamafo en microscopia Optica de 12.5 #1i6 inferior al de los granulocitos
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pero superior al de los linfocitos, mientras que keomicroscopia electronica de barrido se
observa un tamafio de 4.7-5.4 pm8G ET AL, 2009).

Los tamafios celulares de los monocitosltechemys callirostrise describen en
la Tabla 2.27. En esta especie el monocito muestraenor tamafno que el heterdfilo y el
eosinofilo, pero es mayor que el linfocito y el @f#de (CARRASCAL-VELASQUEZ ET AL,
2014).

Tabla 2.27. Areas citoplasmaticas y nucleares de los monodi@shicoteas Trachemys callirostris
(CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014)

Area total Area nicleo Area citoplasma

Monocito 170.0+2.2 103.0+3.0 67.10+3.5

Las medidas estan expresadagien

En Emys trinacrisy Trachemys callirostri®l monocito es superado en tamafio por
el heterdfilo y el eosindfilo. No se aprecian défiecias significativas entre las medidas
celulares de machos y hembras. Asi, en los madhdiametro celular es de 11.3 + 4.81
pumy en las hembras, 11.7 + 1.75 uUnRIEEA ET AL, 2014).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

CHANSUE ET AL (2011) no describen monocitos en la sangre Higeremys
annandalii En su lugar identificaron azurofilos, algo quesaha observado en ninguno
de los otros emididos en estudio.

Los monocitos dePseudemys rubriventripresentan una forma de circular a
irregular, con un nucleo grande, basdéfilo, bilobolao irregular. El citoplasma aparece
débilmente basdfilo y en ocasiones contiene vasuméaas (INISET AL, 2007).

El citoplasma de los monocitos @xadia sinensis se tifie basofilo y su ndcleo
muestra morfologia en forma de “U”. La presenciaida o mas vacuolas citoplasmaticas
es un hallazgo habitual pero no se detectan graaaziarofilos (BUNG ET AL, 2009).

Los monocitos deTrachemys callirostrisson células redondas, sin granulacion
citoplasmatica. El citoplasma es débilmente basdéibn una tonalidad azul-grisacea. El
nacleo es grande, con forma de media luna o redaladg ocupa gran parte de la célula.
Su coloracién es basofila de mayor intensidad queddl citoplasma (ERRASCAL-
VELASQUEZET AL, 2014).

Los monocitos déEmys trinacrispresentan una gran cantidad de citoplasma de
color débilmente gris-azulado, finamente granulaacuolizado. El nucleo es ovalado o
arrifionado, con un patron de cromatina denso aEda membrana nuclear RExzA ET
AL., 2014).
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-Técnicas citoquimicas

Los monocitos décadia sinensisélo muestran ser débilmente positivos para el
PAS y no en todos los casos, y no son positiv@stadnica de la peroxidasaH@\G ET
AL., 2009).

-Ultraestructura del monocito

La microscopia electronica de barrido muestra ahouoio de Ocadia sinensis
como una célula de bordes muy rugosos y proyecsionegulares en forma de cresta,
ademas de estructuras del citoesqueleto en lafmigpéCHUNG ET AL, 2009).

2.3.3.3.-El Azurdéfilo de los Emididos

Hieremys annandalies la Unica especie de emidido en la que existestudio
completo de la morfologia de sus células sangujyeas la que se describen azurofilos en
lugar de monocitos (@NSUEET AL, 2011).

-Dimensiones, morfologia celular, técnicas citoquirmas y ultraestructura

Los azurdfilos deHieremys annandalison los leucocitos menos frecuentemente
observados y los de mayor tamafio en esta espaci@ri®a y tamafo son variables,
presentando un didmetro medio de 14.32 + 2.19 jmitdplasma aparece azuroéfilo (gris-
purpura) con la tincion de Wright-Giemsa, pero ife fazul oscuro con las técnicas de
Wright y Diff-Quik. El nucleo se observa pleomodiy el citoplasma espumoso. Los
granulos citoplasmaticos caracteristicos del adaréb se pueden delimitar claramente
mediante la microscopia oOptica.

Esta célula sélo reacciona positivamente paradaida citoquimica de la fosfatasa
acida y dicha reaccion se localiza exclusivamente® granulos citoplasmaticos.

Mediante la microscopia electronica de barrido &lréfilo presenta numerosas
burbujas en la membrana que dificultan la visualé@a de la superficie celular. La
microscopia electronica de transmision evidencigriesencia de numerosos granulos
azurofilicos de 0.3-0.4 um de diametro. El citoplagpresenta escasa cantidad de reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias y lisosomaguids células son portadoras de
grandes vacuolas y emiten pseudopodos de difer&antesios. El nucleo es grande con
heterocromatina periférica EBNSUEET AL, 2011).

2.3.4.- El Trombocito de los Emididos

-Dimensiones celulares

Los trombocitos d®seudemys rubriventrigresentan un diametro mayor de 16 umy
un diametro menor de 6 pmMNis ET AL, 2007). Los trombocitos d®cadia sinensis
tienen un didmetro de 9.2 £ 1.3 um en microscopig@y de 3.1-5.6 um con microscopia
electronica de barrido (@NGET AL, 2009).
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CHANSUE ET AL (2011) no establecen un tamafo estandar paraddadocitos de
Hieremys annandaliipero los describen con un tamafo inferior o simdh de los
linfocitos.

Los tamafos celulares de los trombocitog techemys callirostrise describen en
la Tabla 2.28 (BRRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

Tabla 2.28. Areas citoplasméticas y nucleares de los trombsaite hicoteasT¢achemys callirostris
(CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014)

Area total Area nicleo  Area citoplasma  Diametro Diametro
mayor menor
Trombocito 77.0£3.0 44.0+1.6 33.31£3.0 14.07+£0.9 6.9+0.4

Las medidas estan expresadagien excepto el area, gm’

El tamafio celular de los trombocitos Emys trinacrises de 25.0 £ 1.23 x 5.0
0.89 pm en los machos y 22.9 + 0.63 x 4.8 = 0.54gomas hembras, mientras que el
nacleo para ambos sexos muestra un tamano apraxided2.9 + 1.3 x 4.11 + 0.74 pum
(ARIZZA ET AL, 2014).

-Caracteristicas tintoriales y morfologia

Los trombocitos d€seudemys rubriventrigparecen como células elipticas, con un
nacleo ovoide y basdfilo central, y un citoplasnggdamente basofilo. Suelen observarse
en pequefias agrupacionasNis ET AL, 2007).

El citoplasma de los trombocitos @xadia sinensise tifie ligeramente basofilo.
Estas células aparecen frecuentemente agrupadzsherde de la preparacion, y bajo el
microscopio optico pueden ser dificiles de difeif@ncde los linfocitos (BUNG ET AL,
2009).

EnHieremys annandalse describen tres tipos morfolégicos de tromboesterico,
ovoide y fusiforme. Con la tincidon de Wright-Gienaecitoplasma del trombocito se tifie
de color violeta, pero mas transparente que elodelihfocitos. Algunos trombocitos
presentan vacuolizacién citoplasmatica y se tifieleta oscuro (BANSUEET AL, 2011).

La forma de los trombocitos derachemys callirostrises alargada, con un nucleo
eliptico y central. El citoplasma suele observaselusivamente en la parte proximal y
distal de la célula y se muestra traslucido. Ellenicontiene cromatina condensada y se
tine de color morado (KRRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

El trombocito deEmys trinacrismuestra una morfologia alargada, con un nucleo
central, eliptico y densamente tefiido. El citoplasno presenta granulos y tiene una
apariencia hialina (Aizza T AL, 2014).

-Técnicas citoquimicas

En los trombocitos de la tortuga de Reey@seochlemys reevekiise detecta
actividad peroxidasa en la envuelta nuclear y eatédulo endoplasmatico rugoso, pero no
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en el aparato de Golgi o en los granulos citopléisog La actividad fosfatasa acida se
localiza en las inclusiones citoplasmaticas gran@eso no en los granulos pequefios.
Dicha actividad se ve inhibida con el uso del flworsodico (IAIMON ET AL, 1987).

El citoplasma de los trombocitos @eadia sinensise tifie positivamente con PAS,
lo que los diferencia de los linfocitos, que sogai®os para esta técnica. Sin embargo, no
se obtuvo respuesta para la peroxidasaG ET AL, 2009).

Los trombocitos dedieremys annandalis6lo muestran positividad a nivel de sus
granulos citoplasmaticos para el Sudan negro BRAS (GHANSUEET AL, 2011).

-Ultraestructura del trombocito

Los trombocitos d&eochlemys reevesinuestran una morfologia oval o fusiforme,
con un gran nucleo multilobulado. A mayores aumgném los extremos celulares se
detecta un haz marginal de microtibulos. Aparecamdgs vesiculas electrollcidas y
canaliculos a lo largo de todo el citoplasma. Lagaoulos citoplasmaticos son escasos,
observandose algunas mitocondrias, pequefias adegidde reticulo endoplasméatico
rugoso, un pequefio aparato de Golgi y escasosoniass libres. También pueden
observarse en el citoplasma una o dos inclusiorswlgs, de unos 0.5-1 um de diametro.
Dichas inclusiones contienen estructuras electex@&p en su periferia que recuerdan a
cuerpos de mielina. También puden observarse vgrisailos pequefios electrolicidos de
unos 250 nm en el citoplasma. Mediante el métodaudenio rojo se constata que las
vesiculas y canaliculos citoplasmaticos estan reawibs y relacionados entre si y que
pueden extenderse hasta el plasmalema, lo cualapegmificar que esas estructuras
constituyen un sistema conectado de superficieev®@N ET AL, 1987).

Con la microscopia electrénica de barrido los trooitbs de Ocadia sinensis
presentan una morfologia irregular y proyeccion@plasmaticas redondas o en forma de
cresta (BIUNGET AL, 2009).

Mediante microscopia electrénica de barrido lostrocitos deHieremys annandalii
se observan como células frecuentemente alargamasiumerosos pseudopodos. Los
trombocitos que aparecen con morfologia redondesseian a la presencia de fibrina con
mayor asiduidad que las otras formas celulares.idviegl microscopia electronica de
transmision se aprecia la cromatina nuclear densmeondensada. En el citoplasma
aparecen numerosas vacuolas, mitocondrias, peggeéieslos y una banda marginal de
microtubulos (BANSUEET AL, 2011).
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2.4.- VALORES HEMATOLOGICOS DE LOS REPTILES

2.4.1.- El Hematocrito de los Reptiles

El hematocrito se define como la proporcion delaslexistentes en un volumen de
sangre. Se emplea para estudiar el porcentajatdeibos circulantes en sangre periférica
(LASSEN YWEISER 2004), y se considera un buen indicador del esladkalud general del
individuo (HERBST YJACOBSON, 1997).

En la mayoria de los reptiles el rango normal dediecrito esta comprendido entre
el 20% y el 40% (WLLACH Y BOEVER, 1983; MARKS Y CITINO, 1990; FRYE, 1991),
considerandose aquellos niveles de hematocritaianés al 20% como un signo de
anemia, mientras que los superiores al 40% puedehcar la presencia de
hemoconcentracion y/o policitemiaAG@PBELL, 2004).

La policitemia puede ser relativa o absoluta;

= La policitemia relativa se define como el incremento del nivel de
hematocrito asociado a un numero de eritrocitomabrSuele estar causada
por una disminucion de la volemia, es decir, ursndiuciéon del contenido
liquido de la sangre (deshidratacion).

» La policitemia absoluta se produce por un incremento total de la masa
(numero) de eritrocitos. En funcion de su fisiopadé, la policitemia
absoluta se clasifica como primaria o secundaasécundaria a su vez, se
divide en adecuada o inadecuada;

o Policitemia absoluta primaria. Los eritrocitos se producen de forma autonoma
independientemente de la liberacion de eritropoggtiEPO).

o Policitemia absoluta secundaria (PASec)La produccion de eritrocitos es
dependiente de la EPO.

- PASec adecuada. Se produce en respuesta a un&lpposistente.

- PASec inadecuada. Se produce por alteraciones euerapn unos niveles
séricos elevados de EPO sin que exista una hipsisi@mica previa.
Nefropatias causadas por neoplasias, amiloidogesdiones o inflamaciones
pueden causar hipoxia local renal y desencademaneas la sintesis de EPO
(ETTINGER, 2003).

En la mayoria de los casos la policitemia detectldos pacientes es relativa,
causada por un estado de deshidratacion. Cuammni¢emia persiste una vez corregida
la condicion de deshidratacion pasa a considetaragolicitemia absoluta, ya sea por un
aumento de la produccion de eritropoyetina o poa umeoplasia de la serie roja
(policitemia absoluta primaria), aunque estas aiodes no se han descrito en reptiles
(WATSON, 1997).

Cuando existe una elevacion o un nivel normal dmatecrito no se puede
descartar la posibilidad de que haya una anemiaasrarada por un estado de
deshidratacién. En estas circunstancias la medid@dmivel de proteinas totales puede
ayudar a detectar los estados de deshidratac@se(RHAL, 2002).
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Tabla 2.29.Medida del valor hematocrito en algunas especiesuldes

ESPECIE

HEMATOCRITO (%)

Orden Squamata. Suborden Sauria
Sauria

Anolis carolinensis
Chamaeleo chamaelebn
Corucia zebrata
Heloderma suspectuth
Iguanas

Iguana iguané

Iguana iguana

Iguana iguan&

Iguana iguand

Iguana iguan&’

Iguana iguand’
Iguana iguan&™

Iguana iguand’
Pogona vitticep's
Varanussp?®
Varanus salvadori
Varanus salvatdf
Orden Squamata. Suborden Serpentes
Serpentes

Boasp®

Boa constrictot®
Boa constrictof’
Coluber constrictof*
Crotalus atrox?
Crotalus horridug®
Natrix natrix*
Natrix sipedof?
Phytonsp®
Phytonsp®®

Phyton regiu&
Thamnophis sirtalfé
Orden Crocodilia
Alligator mississippienst$

Alligator mississippiensts

Caimansp?

Crocodylus niloticu¥
Crocodylus niloticu&
Crocodylus porosts
Osteolaemus tetraspfs
Paleosuchus palepebrogtis

16-35
28
24
24-60
37 (22-50)
30-45
30
25-38
42.10
45-52
Alto: 35-40
Bajo: 20-24
30

34 (machos)
38 (hembras)

24-37
27
27
38.4
31 (Macho); 33 (Hembra)

16-45
24-40
29
18.5
26
31.9
45
37
35.5
25-40
25-40
10.5-28
28

20
12-38
26
35
14-35
17-41
12-33
16-28

1:LAWTON, 1991

2: DESSAUER UNPUBLISHED, 1952;HUTTON Y ORTMAN, 1957;MILLER Y WURSTER 1956

3: CUADRADO ET AL, 2002
4:WRIGHT Y SKEBA, 1992

5: University of Miami, Avian and Wildlife Laboratory,996. In: Exotic companion medicine handbook fetevinarians, 2: 2

74



Revision Bibliogréafica

6: HERNANDEZ Y COULSON, 1951;THORSON 1968

7:DIVERSET AL, 1996

8:HANLEY ET AL, 2004

9: ANDERSON 1992

10:ROSENTHAL, 2002

11:DIVERSET AL, 2005

12:HARRET AL, 2001; Datos d8. Lock (iguanas machog)datos de.. K. MAXWELL (iguanas hembrashmbos autoresn: Biology,
Husbandry, and Medicine of the Green iguana. BaRobson (ed.). Krieger Publishing Company, Flo2@83: 101-102
13:HEARDET AL, 2004

14: RRYE, 1995;FRYE Y TOWNSEND, 1993

15:ELIMAN, 1997

16: DESSAUER UNPUBLISHED, 1952;HAGGAG ET AL, 1965,1966;KHALIL Y ABDEL-MESSIEH 1963;ZAIN-UL-ABEDIN Y QAZI, 1965
17:FONTENOTET AL, 2004

18:ROSSKOPFET AL, 1982

19: THORSON 1968

20:FRYE, 1973

21:DESSAUER UNPUBLISHED, 1952;HUTTON, 1958

22:WALLACH Y BOEVER, 1983

23:DEUTSCH YMCSHAN, 1949

24:MUNDAY Y BLANE, 1961;SENIOW, 1963

25:DESSAUER 1970

26:JOHNSON YBENSON 1996

27:ANDERSEN 1961;AUSTINET AL, 1927;COULSON YHERNANDEZ, 1964;DiLL Y EDWARDS, 1935;HOPPING 1923;THORSON 1968
28:LLOYD, 2003

29: DESSAUER UNPUBLISHED, 1952;DILL Y EDWARDS, 1931A,8; THORSON 1968

30:KHALIL Y ABDEL-MESSIEH 1963

31:MILLAN ET AL, 1997

32:COOPERBAILEY ET AL, 2011

33:SALAKIJ ET AL, 2014

Notese que emguana iguanalas hembras, gravidas o no, mostraron una mayor
concentracion de hematocrito que los machos, siesti diferencia significativa. Ello
puede estar relacionado con un incremento en Ecagrd de transporte de oxigeno en las
hembras de esta especieA@r ET AL, 2001).
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2.4.2.- El Nivel de Hemoglobina de los Reptiles

El nivel de hemoglobina (Hb) se determina normab@enediante el método de la
cianometahemoglobina €®EL, 2003).

La concentracion de hemoglobina en muchas espeeiesptiles varia entre los 6 y
12 g/dL, aunque con frecuencia son inferiores a/dlOgMARTINEZ-SILVESTRE ET AL,
2011).

En la Tabla 2.30 se exponen los niveles de hemwglodescritos para varias
especies de reptiles.

Tabla 2.30.Nivel de hemoglobina en algunas especies de reptile

ESPECIE Hb (g/dL)

Orden Squamata
Suborden Sauria

Saurid 4.6-11.9
Corucia zebrata 7.4-11.6
Heloderma suspectufn 7.4 (6.0-9.5)
Iguana iguand 3.5-5.5
Iguana iguané 8.6 (macho)
10.6 (hembra)
Iguana iguana 9.1 (macho)
10.7 (hembra)
Varanus salvatdr 10.6
Suborden Serpentes
Serpente$® 5.2-12
Phyton regiu$ 3.41-8.79
Orden Crocodilia
Crocodylus niloticu’ 8-11
Crocodylus porostis 4.7-12.2
Osteolaemus tetrasfiis 5.3-11
Paleosuchus palpebrogus 6.2-8.8
Alligator mississipiensfs 5.7-11.3

1:LAWTON, 1991

2: WRIGHT Y SKEBA, 1992

3: FRYE, 1995;FRYE Y TOWNSEND, 1993

4:HARRET AL, 2001

5: Datos deB. Lock (iguanas machog) datos dd.. K. MAXWELL (iguanas hembrasfmbos autorestn: Biology, Husbandry, and
Medicine of the Green iguana. E. R. Jacobson (Edgger Publishing Company, Florida. 2003: 101-102
6:RAITI, 2002

7: JOHNSON YBENSON, 1996

8:LLoYD, 2003

9:MILLAN ET AL, 1997

10: COOPERBAILEY ET AL, 2011

11:SALAKIJ ET AL, 2014

Noétese que elguana iguanalas hembras, gravidas o no, mostraron un nivel de
hemoglobina significativamente mayor que los machBdo puede deberse a un
incremento en la capacidad de transporte de oxigernas hembras de esta especierft
ET AL, 2001).
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2.4.3.- Indices Eritrocitarios de los Reptiles

Los indices eritrocitarios describen el tamafio medel contenido en hemoglobina
de los eritrocitos. Pueden ser calculados por medioontadores celulares automaticos o
utilizando ecuaciones estandar. Las formulas erdpte@n mamiferos para calcular el
volumen corpuscular medio (VCM), la hemoglobinapemcular media (HCM) vy la
concentracion de hemoglobina corpuscular media (@H@ueden ser utilizadas de igual
forma en los reptiles @PBELL, 1995).

VCM: Hematocrito x 10/Recuento glébulos rojos%10
HCM: Hemoglobina x 10/Recuento glébulos rojos®{10
CHCM: Hemoglobina x 100/Hematocrito

= ElI VCM indica el tamafio medio de los eritrocitosn Malor aumentado,
normal o disminuido indica que el eritrocito medes macrocitico,
normocitico o microcitico, respectivamente.

» La HCM indica el contenido medio de hemoglobina @utrocito. Desde el
punto de vista clinico es frecuentemente ignorada.

= La CHCM indica la concentracion de hemoglobina anettrocito medio.
Una CHCM normal o disminuida indica que, morfol@giente, el eritrocito
es normocromico o hipocromico respectivamente. Umemto de la CHCM
indica un error laboratorial 0 de muestreo, comedeuocurrir en muestras
hemolisadas (WLARD Y TVEDTEN, 2004).

Tabla 2.31.indices eritrocitarios en algunas especies delespti

Especie VCM (femtolitros) CHCM (g/dL) HCM (picogramos)
Corucia zebrata 152-600 17-56 42-111
Crocodylus porosus 240-311 26.1-31.9 72-92
Iguana iguan&* 266 (machos) 25.1 (machos)

279 (hembras) 27.9 (hembras)
Varanus salvator 284.5 33.0 94.0

1: WRIGHT Y SKEBA, 1992
2:MILLAN ET AL, 1997
3:HARRET AL, 2001

4: HEARD ET AL, 2004
5:SALAKIJ ET AL., 2014

Noétese que enlguana iguana las hembras, gravidas o no, mostraron una
concentracion de hemoglobina corpuscular media (@H§ignificativamente mayor que
los machos. La deshidratacién no causa aumenttzs @ACM, por lo que esta diferencia
puede deberse a un incremento en la capacidadrigptrte de oxigeno en las hembras de
esta especie (MRRET AL, 2001).

77



Revision Bibliografica
2.4.4.- Recuento Total de Eritrocitos y Leucocitos de los Reptiles

El nUmero de eritrocitos en sangre periférica q¢iles es generalmente menor que
en aves y mamiferos YBek Y BORYSENKO, 1988). El recuento total de eritrocitos (RBC)
de los saurios tiende a ser mayor que el de lgsestes (Guy, 1970; SYPEK Y
BORYSENKQ, 1988) y a su vez, las serpientes suelen presantanayor RBC que los
guelonios (Guy, 1970). Parece existir, por tanto, una relaciéersa entre el RBC y el
tamafio de los glébulos rojosyf&kK Y BORYSENKQ, 1988).

Se ha descrito que, en respuesta a enfermedadeisasiépuede producirse un
descenso en el recuento de eritrocitos/€Rs, 2000). Ademas, el RBC puede variar a
causa de las condiciones ambientales, el estadional, el sexo y la estacion. Asi, el
RBC es mayor previamente a la fase de hibernacapayece disminuido justo después de
ese periodo (MSSACHIA Y SIEVERS, 1956;DuGuy, 1970; SUNT GIRONS, 1970; SYPEK Y
BORYSENKQ, 1988;FRYE, 1991).

El nimero total de leucocitos (WBC) puede experiiarenna elevacion en respuesta
a procesos inflamatorios o infecciosos, especianenando dichos procesos tienen un
caracter agudo. En los casos en que las patoltigieen una evolucion mas cronica es
frecuente que se manifieste un WBC normal o ligeram aumentado. Aunque menos
comun que en las enfermedades infecciosas, el WRGeptambién elevarse en respuesta
a la neoplasia. Se suele aceptar que el gradacdEmento del WBC se correlaciona con la
severidad del proceso patolégico experimentadeosfs, 20000).

Los descensos en el WBC pueden asociarse con etfadwirica, secuestro celular

o trastornos de la médula 6sea. También suelentdete recuentos bajos o0 muy bajos de
leucocitos durante el periodo de hibernacion ytpbstnacion (Dvers, 200Q).
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Tabla 2.32.Recuentos totales de eritrocitos y leucocitos garels especies de reptiles

Especie Recuento de eritrocitos Recuento de leucocitos
(x 10°/microlitro (pl)) (ply

Orden Squamata. Suborden Sauria

Saurid 4.0-21 12000-22500

Agama atrd 12.5

Chamaeleo chamaeledn 8 31120

Coruciasp? 15 12400

Corucia zebratd 8.4-18.3 3900-22400

Heloderma suspectuth 5 4600 (3300-6400)

Iguana§ 15-35 6000-14000

Iguana iguané 14-58 1700-15000

Iguana iguané 35-58 4300-15000

Iguana iguand Alto: 8-14 x 16

Bajo: 4-7 x 16

Iguana iguand 8-20 4500-10000

Iguana iguan&’ 14 14800

Iguana iguana™ * 12.7 (machos§ 15200(machos)®
14.8 (hembras} 13300 (hembra$)

Iguana iguan&® 13 (machos) 15100(machos)

14 (hembras y juveniles) 14800 (hembras)

Lacerta agilis’ 9.45

Tarentola mauritanick 6.92-8.42

Varanus salvadorif 15 11450

Varanus salvatot 10,76 (Macho)-11,72(Hembra) 15670 (Macho)-16050 (Hembra)

Orden Squamata. Suborden Serpentes

Serpiente¥ 1x10

Serpente¥ 10 6.7-8.1 x 16

Serpentées 4.0-25 6700-81000

Boasp? 10-25 4000-10000

Boa constrictof” 1.71 6700

Coluber constrictof* 7.30-10.75

Crotalus atrox? 0.68

Elaphe scalari€ 11.81

Natrix maur&* 3.78-10.7

Natrix maura®™ 3.8-10.7

Phytonsp®* 1.0-2.5 6000-12000

Phytonsp* 10-25 6000-12000

Phyton regiu& 14770

Vipera aspié’ 5.71-14.10

Orden Crocodilia

Aligatores’ 600000

Alligator mississippiens?s 6.18-14.80

Alligator mississippiens?s 4-12 1800-20800

Crocodylus niloticu§ 10 5500-12400

Osteolaemus tetraspis 0.3-4.5 2000-6000

Paleosuchus palepebrogtis 4-9 2700-13500

1:LAWTON, 1991
2:PIENAAR, 1962
3: CUADRADO ET AL, 2002
4:WRIGHT Y SKEBA, 1992
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5: University of Miami, Avian and Wildlife Laboratory,996. In: Exotic companion medicine handbook fetevinarians, 2: 2

6: BARTEN, 1993

7: ANDERSON 1992

8: ROSENTHAL, 2002

9: FRYE Y TOWNSEND, 1993;FRYE, 1995

10:HARRET AL, 2001

11:Datos deB. Lock. In: Biology, Husbandry, and Medicine of the Gregnana. E. R. Jacobson (ed.). 2003: 101-102.

12: Datos dé.. K. MAXWELL. In: Biology, Husbandry, and Medicine of the Gregnana. E. R. Jacobson (ed.). Krieger Publishing
Company, Florida. 2003. Pp. 101-102

13: HEARDET AL, 2004

14:ALDER Y HUBER, 1923; PENA ROCHE, 1939;SALGUES, 1937

15:ALDER Y HUBER, 1923;SALGUES, 1937

16:FONTENOTET AL, 2004

17:DIVERSET AL, 1996;GOTTDENKER Y JACOBSON 1995;BARTEN, 1993

18:RAITI, 2002

19: ROSSKOPFET AL, 1982;University of Miami, Avian and Wildlife Laboratory,996. In: Exotic companion medicine handbook for
veterinarians, 2: 2

20:FRYE, 1973

21:HUTTON, 1958

22:WALLACH Y BOEVER, 1983

23:SALGUES, 1937

24:DUGUY, 1967;SALGUES, 1937

25:DESSAUER 1970

26: California Avian Laboratory (Citrus Heights, li@@nia). In: A. M. Fudge (ed.). 1999. Laboratdvledicine (Avian and Exotic Pets).
Philadelphia, W.B. Saunders Company: 375-400

27:BABUDIERI, 1930

28:ALTMAN Y DITTMER, 1964;COULSONET AL, 1950;HOPPING 1923;WINTROBE, 1933

29:LLoyD, 2003

30:COOPERBAILEY ET AL, 2011

31:SALAKI ET AL, 2014

2.4.5.- Recuento de Trombocitos de los Reptiles

Actualmente no existe un método completamentediglalra determinar el nimero
de trombocitos en sangre circulante de reptilesp&sie hacer una estimacion de su
namero en frotis tefiidos, buscando un campo al emael microscopio donde no se
observen agregaciones de trombocitos, y multipetalimero de trombocitos presentes en
este campo por el cuadrado del objetivo utiliz&® puede repetir en varios campos para
obtener una media. Con ello se consigue el numproxiemado de trombocitos por
microlitro de sangre (KskIN, 2000; BARROWSET AL, 2004; WILKINSON, 2004). También
se puede realizar un recuento total de tromboeitogleando la técnica de la camara de
Neubauer con el diluyente de Natt y Herrick, coa dilucion de la sangre de 1:200. El
recuento se hace en la totalidad de la cuadri@ari&ral, en ambos lados de la camara. El
namero obtenido se multiplica por 1000, resultaedal niamero total de trombocitos por
ML de sangre. Sin embargo, los resultados despi@hdinediante esta técnica son
variables debido a la dificultad de distinguir estélulas de los linfocitos pequefioKYE
1991;MARTINEZ-SILVESTREET AL, 2011).

Se ha descrito que el nimero de trombocitos eflegptscila en un rango de 25-350
células por cada 100 leucocitoseffrAR, 1962; SPEK Y BORYSENKO, 1988), pero el
recuento suele ser inferior al 40% y los reptikesos frecuentemente exhiben un rango de
10500-19500 trombocitos/ul de sangreefRArR, 1962; FRYE, 1981). La Tabla 2.33
expone valores de trombocitos para diferentes espde reptiles.
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Tabla 2.33.Valores del recuento de trombocitos en difereaspecies de reptiles

Especie Trombocitos
Caiman latirostrig 14+ 3.2 (1G/mn?)
Caiman crocodylus jacate 12.7+ 4 (10/mn?)
Crotalus durissus terrificifs 6900+ 2400 (18/1)

1: TROIANOET AL, 1996
2: TROIANOET AL, 1997

Los trombocitos deCrotalus adamanteusepresentan el segundo tipo celular en
abundancia, después de los eritrocitos. Su recymrgde variar mucho en los diferentes
frotis sanguineos, dependiendo de la mayor o mamesencia de agregados trombocitarios
gue pueden ser consecuencia de una defectuosaléosaagre (ALEMAN ET AL, 1999).

Varanus salvatorpresenta una media de 85.5 + 41.2 trombocitoscpda 100
leucocitos (8LAKII ET AL, 2014).

Algunos estudios describen la existencia de vamss estacionales en el nimero
de trombocitos, observando un descenso de estdascéh invierno y un aumento durante
el periodo estival (KPLAN, 1954;PIENAAR, 1962;DuGuY, 1970;TROIANOET AL, 1997).

La trombocitopenia en reptiles suele deberse aextasiva utilizacion de los
trombocitos periféricos o a un descenso en su pmdi (AMPBELL, 2004). Asi, puede
derivarse de un proceso de coagulacion intravasdidaminada u otros desérdenes de la
coagulacion. La presencia de trombocitos activaglosel frotis puede ser sefial de
coagulacion intravascular diseminada{Hey vy DENNET, 1989), aunque también pueden
aparecer en respuesta a una mala técnica de abtetecsangre (Wrson, 1997).

La trombocitosis se detecta cuando existe una hegiar o una infeccion
bacteriana, mientras que la anisocitosis y la p@aede formas gigantes esta asociada a
menudo con una hiperplasia mieloide y linfoideAdEY Y DENNET, 1989). El
polimorfismo nuclear se considera anormal y susiareasociado a procesos inflamatorios
severos (WWKEY Y DENNETT, 1989).

2.4.6.- Recuento Diferencial Leucocitario de los Re  ptiles

Se pueden emplear numerosas tinciones hematolégaas realizar el recuento
diferencial leucocitario. Las tinciones rapidamée bastantes ventajas y se consideran
adecuadas (WKINSON, 2004).

-Neutrdfilo

En reptiles sanos, en aquellas especies en lasegha descrito su presencia, esta
célula suele representar un 3-7% del total de @tasy y raramente excede el 109RYE,
1991).

-Heterdfilo

Esta célula se ha clasificado como el leucocito atasidante en la mayoria de los
cocodrilianos y quelonios @ARD ET AL, 2004), mas aun en los quelonios acuatices€F
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1973).

El nimero de heterofilos circulantes en reptileedauser muy variable. Algunos
autores consideran que puede representar hastaD-d®% del recuento diferencial
leucocitario (RYLOR Y KAPLAN, 1961;DucGuy, 1970;Wo0D Y EBANKS, 1984; SYPEK Y
BORYSENKQ, 1988;JACOBSONET AL, 1990;MARKS Y CITINO, 1990;FRYE, 1991; WRIGHT Y
SKEBA, 1992), pero hay estudios en los que se afirma gadepllegar a representar hasta
un 65% del total de leucocitosr¥E, 1991).

Hay especies en las que el heterdfilo se ha desmwino el segundo leucocito mas
numeroso del recuento diferencial, como es el dadguana iguana(ANDERSON 1992;
HARRET AL, 2001), la iguana azul del Gran Caym@yc¢lura nubila lewisi (FISSEET AL,
2004), Pogona vitticeps(ELIMAN, 1997), Varanus salvator(SALAKIJ ET AL, 2014), el
cocodrilo del Nilo Crocodylus niloticul y el caiman enand?@leosuchus palpebrosus
(LLoyp, 2003). En contraste, en el varano de Papaaianus salvador)i (FONTENOTET
AL., 2004), Alligator mississipiensisel cocodrilo enano(steolaemus tetraspigLLOYD,
2003), el mostruo de GilaHeloderma suspectyn{COOPERBAILEY ET AL, 2011) y el
camaleén comun Ghamaeleo chamaelepnCUADRADO ET AL, 2002), el heterofilo
representa el leucocito mas abundante. Sin embargalgunas especies de serpiente
como Ophiophagus hannalios heterofilos constituyen el tercer leucocito mimero
(SALAKID ET AL, 2002), mientras que e@rotalus adamanteusos heterdfilos y los
basofilos representan los leucocitos menos abuesl@AtLEMAN ET AL, 1999).

Debido a que los reptiles son animales ectotérmlosdeucocitos tienden a fluctuar
en sus recuentos influenciados por varios factocespo la estacion del afio y la
temperatura (BNAAR, 1962; SHEELER Y BARBER, 1964; STENROSS Y BOwMAN, 1968;
SEMPLE ET AL, 1970; DuGUY, 1970; ROSSKOPFET AL, 1982; WoOD Y EBANKS, 1984;
LAWRENCE Y HAWKEY, 1986;FRYE, 1991;HART ET AL, 1991;ANDERSON 1996). Algunos
estudios no han hallado cambios significativososnplarametros sanguineos en funcion de
la edad o el sexo, pero si en relacion con la épetafio (ROIANO Y SiLVA, 1998).
Generalmente se reconoce la gran variabibilidatbsiéeucogramas de reptiles @uy,
1970,HAWKEY Y DENNET, 1989; QWMPBELL, 199@3).

Algunos autores consideran que el numero de héterofirculantes esta
influenciado por factores estacionales, observandesuentos mas elevados durante el
verano y mas bajos durante el periodo de hibema(@vGcuy, 1970; LAWRENCE Y
HAWKEY, 1986; WATSON, 1997; RskIN, 2000). También se ha citado un incremento de
estas células en hembras gravidas en algunas espdei reptiles (Dcuy, 1970;
CUADRADO ET AL, 2002). Otros autores no han hallado evidenogasattiaciones en los
recuentos totales de leucocitos ni en el porcedi@jeeterofilos en funcion de la estacion o
del sexo del reptil (@RISTOPHERET AL, 1999).

Los incrementos significativos en el numero de hiéites suelen asociarse a
enfermedades inflamatorias (especialmente infeesionicrobianas o parasitarias y dafios
tisulares), aunque también aparecen en trastornomflamatorios como el estrés, la
neoplasia o la leucemia mieloide &skorPkr 1982; QWMPBELL, 199@; RASKIN, 2000;
CAMPBELL, 2004n). Varios autores han descrito un aumento del ptafe de heterdfilos
como consecuencia del estrés generado en el mordenta captura de los animales
(LANCE, 1990;HAJDUK ETAL., 1992;AGUIRREET AL, 1995).

La heteropenia se ha descrito en reptiles con mef#mdes virales masivas
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(RosskopPr 2000), particularmente en la enfermedad de lospms de inclusion de
algunas serpientes AJoBsON 1999), y algunos autores la relacionan con estato
inmunosupresion (RFFERET AL, 2005).

-Eosinofilo

Los recuentos de eosindfilos suelen oscilar entre20% del total de leucocitos en
los frotis sanguineos de reptilesYf8K Y BORYSENKGQ 1988; RYE, 1991), pero
generalmente su porcentaje es bastante variable.

Los estudios publicados en lacértidos ponen defresiti que estos animales tienen
pocos eosinofilos circulantes. Es el caségiena iguana/ANDERSON 1992;HARRET AL,
2001) yCyclura nubila lewisi(FISSEET AL, 2004). Asimismo, algunas serpientes como la
boa constrictoroa constrictoy (CHIODINI Y SUNDBERG, 1982;ROSSKOPFET AL, 1982), la
pitdn tigrina Phyton moluruf la pitdn real Phyton regiuyy la pitdn reticuladaRhyton
reticulatis) (ROSSKOPFET AL, 1982) presentan un numero muy bajo de eosinofile® %),
constituyendo e®@phiophagus Hannahl leucocito mas escasoa(3k1J ET AL, 2002). De
igual forma, enAlligator mississipiensjsCrocodylus niloticusOsteolaemus tetraspisy
Paleosuchus palpebrosiss eosinofilos suponen generalmente el dltimadeiio en el
recuento diferencial {loyp, 2003). Ademas, efPhysignathusspp. (LEBLANC, 2001),
Varanus salvadorii(FONTENOT ET AL, 2004), Varanus salvator(SALAKIJ ET AL, 2014),
Heloderma suspectum(CooPERBAILEY ET AL, 2011), Chamaeleo chamaeleon
(CUADRADO ET AL, 2002) yElaphe obsoleta quadrivittatdDOTSONET AL, 1997) no se
describen eosinofilos. Por el contrario, algung&eies de tortugas pueden poseer hasta un
20 % de eosinofilos @YLOR Y KAPLAN, 1961; DuGuy, 1970; Wo0D Y EBANKS, 1984;
SYPEK Y BORYSENKQ, 1988; JACOBSONET AL, 1990; MARKsS Y CITINO, 1990; WRIGHT Y
SKEBA, 1992).

Se ha postulado que los eosinoéfilos siempre sepi@s en un numero inferior al del
heterofilo (WATSON, 1997).

El nimero de eosindfilos puede verse influenciado factores estacionales,
contabilizandose numeros menores en verano y nmydeante la hibernacion
(LAWRENCE YHAWKEY, 1986;DuGuyY, 1970;WATSON, 1997). Esta fluctuacion se asocia al
declive de los eosindfilos en los periodos donde daimales muestran una mayor
actividad metabolica (@Ek Y BORYSENKQ, 1988; DuGuy, 1970). Otros autores no han
hallado diferencias en las formulas leucocitariasm@ consecuencia de factores
estacionales (ROIANO Y SILVA, 1998).

El recuento de eosindfilos tiende a incrementarde astimulaciones parasitarias e
inmunoldgicas no especificas Eb Y BORYSENKQ, 1984). La eosinofilia se ha citado en
infestaciones por parasitos sanguineos, digestivasxternos (WTsoN, 1997). Bajo
estimulacién antigénica también se incrementa smend (RYE, 1991) y se ha
demostrado la presencia de la inmunoglobulina ititafen el eosinoéfilo de los reptiles
(MEAD Y BORYSENKQ, 19848, SYPEK Y BORYSENKQ, 1988).

La eosinopenia en reptiles sbélo se ha descritoespuesta a incrementos en la

actividad metabolica de los animalesufy, 1970) y a situaciones de estréaNCE,
1990;HAIDUK ET AL, 1992).
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-Basofilo

Los basofilos pueden representar un 0-40% del neowdiferencial leucocitario en
reptiles (AYLOR Y KAPLAN, 1961;DuGUY, 1970;ROSSKOPE 1982;ROSSKOPFET AL, 1982;
WooD Y EBANKS, 1984; SYPEK Y BORYSENKQ, 1988; JACOBSON ET AL, 1990; MARKS Y
CITINO, 1990; WRIGHT Y SKEBA, 1992; CAMPBELL, 199@; RASKIN, 2000; ROSSKOPE
2000), mientras que otros autores consideran quengchos individuos sanos y no
hibernantes los basdfilos pueden suponer el 10-@89%otal de leucocitos &vE, 1991).
Es destacable que en algunos quelonios estasscpligglen presentar recuentos superiores
al 50% (MCHELS, 1923; MEAD ET AL, 1983; SYPEK ET AL, 1984; SYPEK Y BORYSENKQ,
1988). Sin embargo, es poco frecuente observafilwssén Elaphe obsoleta quadrivittata
(DOTSON ET AL, 1995; 1997), Ophiophagus hannaliSaLakiy ET AL, 2002) elguana
iguana(ANDERSON 1992;HARRET AL, 2001).

En Crotalus durissus terrificuTROIANO ET AL, 1997), Crotalus adamanteus
(ALLEMAN ET AL, 1999),Chamaeleo chamaeleqi€CuUADRADO ET AL, 2002) yVaranus
salvator (SALAKIJ ET AL, 2014) los basdfilos representan la célula menwserosa en el
recuento diferencial leucocitario. EWaranus salvadorii (FONTENOT ET AL, 2004)
constituye el penultimo leucocito, mientras queAdiigator mississipiensjsCrocodylus
niloticus Osteolaemus tetraspig Paleosuchus palpebrosusipone el tercer o cuarto
leucocito en numero (loyp, 2003). De igual manera, ehogona vitticeps(ELIMAN,
1997),Cyclura nubila lewis{FISSEET AL, 2004),Boa constrictolCHIODINI Y SUNDBERG,
1982;ROSSKOPFET AL, 1982) y varias especies de pitonekyton molurusPhyton regius
y Phyton reticulati} (ROSSKOPFET AL, 1982) los basofilos representan el tercer leucocito
en frecuencia en el recuento diferencial leucaoitar

Se ha descrito una pequefia variacion estacionaklenumero de basdfilos,
disminuyendo su recuento durante la hibernaciénrgemtando al llegar la época activa
del individuo (SUNT GIRONS, 1970;RASKIN, 2000).

A diferencia de lo que ocurre con los mamiferoslosmreptiles es frecuente que se
produzca un incremento significativo en el nUumdosoduto de baséfilos en respuesta a
patogenos bacterianos, especialmente en aquepasies que en condiciones normales
presentan un numero elevado de estas célulasrR@HET AL, 2004). Se ha observado
basofilia en presencia de ciertos parasitos saegsif{SPEK Y BORYSENKO, 1988;
CAMPBELL, 199@; WATSON, 1997) como hemogregarinas y tripanosomas, y en
infecciones por iridovirus (8°EK Y BORYSENKQ, 1988;CAMPBELL, 199@3).

-Linfocito

Muchos autores consideran a los linfocitos los deiltos mas numerosos en la
sangre periférica de los reptilesA(®r GIRONS, 1970; SYPEK Y BORYSENKO, 1988;
CAMPBELL, 199@). En algunas especies los linfocitos pueden reptas hasta un 80% del
recuento diferencial leucocitario Y&EK Y BORYSENKQ 1988). Otros autores describen
porcentajes superiores al 50% del total de leus®cén iguanas y tortugas marinas
(DIVERSET AL, 1996;WORKET AL, 1998). Asi sucede dguana iguana ANDERSON 1992;
HARR ET AL, 2001) y de forma muy similar e@yclura nubila lewisi cuyo porcentaje
linfocitario puede alcanzar el 46%I4BE ET AL, 2004). De igual manera, dbrotalus
durissus terrificug TROIANO ET AL, 1997),CrotalusadamanteugALLEMAN ET AL, 1999),
la culebra arbodrea pard®diga irregulari9 (LAMIRANDE ET AL, 1999), Ophiophagus
hannah(SaLAK1d ET AL, 2002) yElaphe obsoleta quadrivittattbboTSONET AL, 1997), asi
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como enCrocodylus niloticugPIENAAR, 1962; LLOYD, 2003), Paleosuchus palpebrosus
(LLoyD, 2003) yVaranus salvato(SALAKIJ ET AL, 2014) los linfocitos son los leucocitos
mas numerosos. Otros autores corroboran esta piealocia linfocitaria para algunas
especies de ofidios ENAAR, 1962; Ducuy, 1970; ROOSKOPF ET AL, 1982).
Contrariamente, otros trabajos realizadoLentalus durissus terrificug Boa constrictor
(PIENAAR, 1962; DDTSONET AL, 1995) hallan al azurdéfilo como el leucocito predoamite.
PIENAAR (1962) comprobd una predominancia linfocitaria emias especies de reptiles
sudafricanosPelomedusa subrufa, Pelosios sinuatus, Agama &ramaeleo dilepsis
dilepsis, Cordylus jonesii, Cordylus vittifer, Lydgrtylus c. capensis, Mabuya varia,
Pachydactylus c. capensis, Pachydactylus bibroaraNus niloticus, Albabophis rufulus,
Crotaphopeltis hotambosi Psammophis s. subtaeniatu® mismo sucede coRogona
vitticeps(ELIMAN , 1997).

Sin embargo, erAlligator mississipiensjsOsteolaemus tetraspid.LoyD, 2003),
Chamaeleo chamaeleofCuADRADO ET AL, 2002) y Heloderma suspectur{fCOOPER
BAILEY ET AL, 2011) el linfocito es el segundo leucocito mésralante. EriVvaranus
salvadoriiel linfocito representa el tercer leucocit@{FENOTET AL, 2004).

En general se considera que el recuento totalagivelde linfocitos en reptiles es
bastante variable, estando influenciado por diwefaotores como la especie, la edad, el
sexo, la estacion del afio, el estado nutriciona@taslo de parasitismo por hemoprotozoos
y metazoos, o la presencia de enfermedades conantes(RYE, 1991).

Muchos autores han descrito recuentos linfocitasiogeriores en las hembras de
algunas especies de reptiles en comparaciéon comamhos de su misma edad y en
idénticas condiciones ambientales u@y, 1970; BORYSENKO Y LEwis, 1979;
GLAZEBROOK ET AL, 1981;BURKE Y RODGERS 1982; SYPEK Y BORYSENKQ, 1988;FRYE,
1991;WATSON, 1997;CAMPBELL, 19963).

En lo que respecta a la edad, los reptiles mas@svéienden a mostrar nimeros
ligeramente superiores de linfocitos, monocitoserdddilos y trombocitos, comparados con
los ejemplares adultos de su misma espe&egA.991).

Durante la muda o ecdisis el recuento de linfoct@msbién tiende a elevarse
ligeramente(FRYE, 1991; WATSON, 1997), y lo mismo puede suceder después del
apareamiento (Wrson, 1997).

La estacion y las condiciones ambientales tambiéctamn al recuento de linfocitos,
incrementandose durante los meses calurosos deovgrdescendiendo a la llegada del
invierno y la hibernacio(DuGuy, 1970;HUSSEINET AL, 1978;DESSER YWELLER, 197%;
WRIGHT Y COOPER 1981; SYPEK Y BORYSENKQ, 1988; FRYE, 1991; CAMPBELL, 199@s;
WATSON, 1997). Asi, las especies de climas templados pi@sema disminucion de los
linfocitos durante el periodo de hibernaciGrugdEINET AL, 1978;197R; 197%B; WRIGHT
Y CooPER 1981;CAMPBELL, 199@) y en primavera exhiben una proliferacion linfadi
posthibernacién. Se ha explicado el descenso erealento linfocitario como una
consecuencia de la relativa incapacidad de alg@species de climas templados a
desarrollar una respuesta inmune primaria duraagebhjas temperaturas invernales o
durante el periodo normal de hibernaciOnr(®AT ¥ CooPER 1981). Las experiencias
clinicas con una variedad de serpientes, lagartpselonios de climas templados llevo a
proponer esta hipétesisK¥e, 1991). Las especies tropicales también muestratealive
estacional del niamero de linfocitos durante el @mwd como consecuencia de una
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disminucién de los linfocitos esplénicos y circim (SYPEK Y BORYSENKQ 1988;
CAMPBELL, 199&3).

En contraste, e@rotalus durissus terrificuso se hallan variaciones en el recuento
diferencial leucocitario y por tanto en el numesolidfocitos, en funcién de la edad o del
sexo de los individuos, o en respuesta a la estdERDIANO ET AL, 1997).

La linfocitosis puede observarse como consecuetheian proceso inflamatorio o
durante la cicatrizacion de heridass¢(@BELL, 199@; JacoBSON 1999), aunque también
puede ocurrir en respuesta a infecciones parasitarienfermedades viricasa(@BELL,
199@; WATSON, 1997; AcoBson 1999) o durante la ecdisis AMACH Y BOEVER, 1983).

En serpientes que padecen la enfermedad de loposuee inclusion, ademas de una
marcada linfocitosis, ocasionalmente se puederc@etdichos cuerpos de inclusion en el
interior de los linfocitos @coBsON 1999).

La linfopenia se asocia con estados de malnutri(Bucuy, 1970; BORYSENKO Y
LEwIS, 1979; GLAZEBROOK ET AL, 1981;BURKE Y RODGERS 1982;SYPEK Y BORYSENKQ,
1988; FRYE, 1991; WATSON, 1997; CAMPBELL, 1996, 2004) o aparece de forma
secundaria en respuesta a diversas enfermedadesddsrdel estrés y la inmunosupresion
(CamPBELL, 20040), como el estrés post-captura en reptiles silees{taNCE, 1990;
HAJDUK ET AL, 1992;AGUIRREET AL, 1995).

-Monocito

Los monocitos usualmente se presentan en bajo nlendos frotis sanguineos de la
mayoria de las especies de reptiles, constituyamd®-10% del recuento diferencial
leucocitario (RYLOR Y KAPLAN, 1961; TAYLOR ET AL, 1963;Ducuy, 1970;0TIs, 1973;
RosskoPE 1982; ROSSKOPFET AL, 1982;Woo0D Y EBANKS, 1984; SYPEK Y BORYSENKOQ,
1988; JACOBSONET AL, 1990; MARKS Y CITINO, 1990;ALLEMAN ET AL, 1992;WRIGHT Y
SKEBA, 1992; CAMPBELL, 199@). Este rango es mayor en algunas especies des@pi
(HAWKEY Y DENNET, 1989;CAMPBELL, 199@). Otros autores los contabilizan como 0.5-
3% del recuento diferencial leucocitaricrifg, 1991). Un porcentaje similar (0-3 %) se ha
observado emBoa constrictor(CHIODINI Y SUNDBERG, 1982;ROSSKOPFET AL, 1982) y en
varias especies de pitonéthgton molurusPhyton regiug Phyton reticulatiy (ROSSKOPF
ET AL, 1982). Un namero inferior al 4 % se ha citaddgerana iguana/ANDERSON 1992;
HARRET AL, 2001) yCyclura nubila lewis{FISSEET AL, 2004). PENAAR (1962) describid
recuentos de monocitos de hasta un 20% en algapbtkes sudafricanos.

En Pogona vitticepgELIMAN , 1997),Varanus salvadori{FONTENOTET AL, 2004) y
Varanus salvator(SALAKID ET AL, 2014) los monocitos representan la célula menos
frecuente, después del basoéfilo. Btligator mississipiensisCrocodylus niloticusy
Paleosuchus palpebrosuss monocitos constituyen el pendltimo o dltimadecito
(LLoyp, 2003). El monocito deHeloderma suspecturfCOOPERBAILEY ET AL, 2011)
representa el ultimo leucocito en numero, mienmag en Chamaeleo chamaeleon
(CUADRADO ET AL, 2002) estas células representan el tercer leuco@@toabundante.

Los monocitos no se han observado en ejemplar&daqdae obsoleta quadrivitatta
sanas (DTSON ET AL, 1995;1997), pero se citan en otras especies de serpieote
infecciones bacterianas severaso(BoN ET AL, 1995). Sin embargo, se observan en
algunas especies de serpientes sin patolo@igisiophagus hannalespecie en la que los
monocitos y los eosindfilos representan los ledosanenos numerososA{@KIJ ET AL,
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2002); Crotalus durissus terrificu§TROIANO ET AL, 1997), en la que son la célula menos
frecuente después del basdfilo;Grotalus adamanteysen la que los monocitos se
identifican s6lo como azurofilos representando efjumdo leucocito mas numeroso
después del linfocito (AEMAN ET AL, 1999).

Se ha especulado con que estas células son edackarurofilos con cambios
morfologicos asociados a una infeccion o inflamag¢@oTSONET AL, 1997).

Las variaciones estacionales en el nimero de mimsosion pequefias, siendo
bastante constante su porcentaje relativog{ly, 1970; SYPEK Y BORYSENKO, 1988;
WATSON, 1997). Otros autores niegan incluso la existeneigatiaciones estacionales para
este leucocito (BskIN, 2000) o bien, no han observado dichas variaciomessus
investigaciones (AWRENCE Y HAWKEY, 1986;MURO ET AL, 1994; TROIANO ET AL, 1996;
TROIANOET AL, 1997;ANDERSONET AL, 1997;TROIANO Y SILVA , 1998).

La monocitosis usualmente sugiere la presencianderaceso infeccioso crénico u
otra estimulaciéon inmunogena. Por ello, el recuel@amonocitos tiene una importancia
significativa como medida de la respuesta a lgtardinica y como factor pronéstico de
la recuperacion del animal ¢RskopPk2000).

La monocitosis se observa frecuentemente en imeesi bacterianas y en algunas
infecciones viricas, como la enfermedad de lospngede inclusion de boidos dBskorPk
2000). En casos de granulomas cronicos de divatsalegias el recuento monocitario
también aumenta significativamenter{fe, 1991; Rosskorr 2000; CAMPBELL, 2004a).
Segun ©ADRADO ET AL (2002) la monocitosis en reptiles también poddaciarse con
necrosis tisular, como se ha descrito en avesif€eLL, 1994).

-Azurdéfilo

Los azurdfilos erCrotalus adamanteufALLEMAN ET AL, 1999), Crotalus durissus
terrificus (TROIANO ET AL, 1997),0Ophiophagus hanna{SaLAKIJ ET AL, 2002) yVaranus
salvadorii (FONTENOT ET AL, 2004) representan el segundo leucocito mas numetelso
recuento diferencial, mientras que\éaranus salvatoel azurofilo es el tercer leucocito en
namero (BLAKIJ ET AL, 2014). Esto coincide con las observaciones ds @utores que
consideran al azurdfilo un leucocito abundanteaesdngre de las serpientescAI Y
SASSA, 1988;DOTSONET AL, 1995;TROIANO ET AL, 1997). Aunque difiere de la opinion de
HAWKEY Y DENNET (1989), que generalmente han contabilizado a lasbélos en bajo
namero en lagartos sanos, cocodrilos y algunogiss.Asi sucede eRogona vitticeps
(ELIMAN, 1997), Cyclura nubila lewisi(FiISSE ET AL, 2004) y Heloderma suspectum
(COOPERBAILEY ET AL, 2011), en los que tanto los monocitos como losréditos
presentan los nimeros mas bajos en el recuentaéleucocitos. Sin embargo, se cita un
recuento de azurdfilos de hasta un 20 % del taaledcocitos erPhyton regiusy en
iguanas (VERSET AL, 1996;JOHNSON YBENSON 1996).

En Alligator mississipiensjsCrocodylus niloticusy Paleosuchus palpebrosues
azurofilos ocupan un tercer o cuarto lugar en @leato diferencial leucocitario, mientras
gue enOsteolaemus tetraspacupan el penultimo lugar (byp, 2003).

Se ha postulado que los azurdfilos, al igual gue rfonocitos, incrementan su

namero después de una lucha antigénica y en prasdacenfermedades infecciosas
(MEAD Y BORYSENKQ, 19847 ; SEKIZAWA ET AL, 1984;SYPEK Y BORYSENKQ, 1988).
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En la Tabla 2.34 se exponen los valores del reoudifierencial leucocitario en
varias especies de reptiles.

Tabla 2.34.F6rmula leucocitaria de diferentes especies ddesmxpresada en porcentajes

Eosindfilo Basofilo  Azurdfilo  Neutréfilo Linfocito ~ Monocito Heterdfilo

Especie
Orden Squamata. Suborden Sauria
Agama atra 14.3 3.7 3.1 1.4 74.3 0.6
Anguis 3-67 0-28 10-77 0-3 4-62
fragilis®
Chamaeleo 0 0.5 25 9 66
chamaeleoh
Chamaeleo 23.8 3.6 11.0 0.0 59.6 0.0
dilepsis
dilepsig
Cordylus 10.0 26.6 11.4 3.4 45.4 0.0
jonesit
Cordylus 13.2 7.2 6.6 3.2 66.8 0.8
vittifer*
Coruciasp? 4 15 22 0 22 0.6 37
Corucia 0-18 4-26 8-42 2-40 0-6 16-58
zebratd
Cyclura 0.1-55 8-31 0-8.5* 28-46 31-51
nubila lewis?
Heloderma 0 12 8 0 32 2 46
suspecturi?
Iguana§ 0-1 0-2 20-45 0-2 40-70
Iguana 0-1 5-11 33-61 12-35 5-55
iguand
Iguana 0.5 4.5 10.2 57 0.2 27.6
iguand
Iguana <2 raro 35-55 <4 5-55
iguand?®
Iguana 0-2 1-4 15-25 40-65 1-4 30-45
iguand*’
Iguana 1 3 5 63 5 23
iguana?®™ (macho}* (macho}* (macho}* (macho}* (machoy*  (macho}*
1 4 2 69 5 19
(hembra)® (hembra)® (hembra)® (hembra)® (hembra)®  (hembra)®
Iguana 0.7 2.7 64 9 24
iguana* (macho,  (macho) (macho)  (macho) (macho)
hembra) 3.4 67 8 21
1.8 (hembra) (hembra) (hembra)  (hembra)
(juvenil) 3.1 79 2.4 13
(juvenil) (juvenil)  (juvenil) (juvenil)
Lacerta 1-30 0-12 45-96 0-5 2-23
muralis
Lygodactylus 13.4 15.6 15.0 0.0 50.8 0.0
c.capensis
Mabuya 34.4 19.0 9.0 0.0 36.6 0.0
varia®
Varanus 11.3 0.1 10.8 0.0 73.7 0.0
niloticus'
Varanus 0 2 38 14 1 48
salvadori®
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Eosindfilo  Basofilo  Azurdfilo  Neutréfilo Linfocito ~ Monocito Heterdfilo

Especie

Varanus 0 0.8 16.3 0 43.5 1.6 39.1
salvator*

Orden Squamata. Suborden Serpentes

Boasp? 0-3 0-20 0-15 10-60 0-3 20-50
Boa 2 51 2 9
constrictor’

Causus 12.8 9.2 49.8 8.0 17.2 0.2

rhombeatu$

Crotaphopelt 11.0 11.4 22.8 0.0 51.8 0.0

is

hotamboeia

Natrix 1-68 0-25 4-87 0-5 5-75
maure

Phytonsp? 4 0-10 10-60 0-3 0-20
Phytonsp ¢ 0-3 0-10 0-15 10-60 0-3 20-60
Phyton 0-4 7-34 1-49 0-2 40-82
regius®

Vipera aspié 0-75 0-40 2-90 0-5 2-65
Orden Crocodilia

Crocodylus 0-2.7 0-1.6 70-84 0-4.7 13-29
porosus®

* Azurdfilos + Monocitos

1: Datos ligeramente modificados poeNrAR, 1962

2: DESSAUER 1970

3: CUADRADO ET AL, 2002

4: HEARDET AL, 2004

5:WRIGHT Y SKEBA, 1992

6: FISSEET AL, 2004

7: University of Miami, Avian and Wildlife Laboratory,996. In: Exotic companion medicine handbook fetevinarians, 2: 2
8: BARTEN, 1993

9: DIVERSET AL, 1996

10: ANDERSON 1992

11:FRYE, 1995;FRYE Y TOWNSEND, 1993

12:Datos deB. Lock. In: Biology, Husbandry, and Medicine of the Greguana. E. R. Jacobson (ed.). 2003: 101-102.
13: Datos dé.. K. MAXWELL. In: Biology, Husbandry, and Medicine of the Gregnana. E. R. Jacobson (ed.). Krieger Publishing
Company, Florida. 2003: 101-102

14: WRIGHT Y SKEBA, 1992

15:FONTENOTET AL, 2004

16:ROSSKOPFET AL, 1982

17:FRYE, 1973

18: JOHNSON YBENSON 1996

19:MILLAN ET AL, 1997

20:COOPERBAILEY ET AL, 2011

21:SALAKI ET AL, 2014
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2.5.- LA BIOQUIMICA SANGUINEA DE LOS REPTILES

El plasma de la mayoria de los reptiles es clatte ooloracién pajiza, aunque puede
aparecer naranja brillante o amarillo en iguanasasnaleones africanos debido a la
presencia de pigmentos carotenoides. También dedwito de color verde-amarillento en
pitones y Bothrops jaracacadebido a su contenido en carotenoides y riboftavin
(WALLACH Y BOEVER, 1983; Q\MPBELL, 2004).

Los pardmetros bioquimicos sanguineos de los esptde muestran mas
influenciados por factores externos, como el estadtricional y las condiciones
ambientales, que los de los vertebrados endotésni®@mOUR ET AL, 1986; LAWRENCE,
1987; AMPBELL, 19963; HEARD ET AL, 2004; WILKINSON, 2004). También suelen verse
afectados por la edad y el sexo del individuaMgBELL, 19963; WILKINSON, 2004).

Las alteraciones de los parametros bioquimicoscidds por diferentes condiciones
patolégicas son similares a las observadas en Emii@ros, aunque existen algunas
diferencias (HARDET AL, 2004).

2.5.1.- Las Proteinas Totales (Solidos Totales)

El valor de los sdlidos totales es aproximadameqtevalente a la concentracion de
proteinas plasmaticas, siempre que el plasma rsuas@ apariencia clara, ya que la
lipemia y la hemdlisis producen elevaciones artefdes de su nivel. Se puede determinar
de forma sencilla mediante el uso de un refractdometuna pequefia cantidad de plasma
sanguineo (A&LLO, 2000).

En reptiles las proteinas totales constituyen apradamente un 5% del volumen
total del plasma (BssAUuER 1970). La concentracion de proteinas totalesy@éisas de
los reptiles sanos generalmente esta comprendighrango de 3-8 g/dL (BwsoN, 1960;
DESSAUER 1970; CHIODINI Y SUNBERG, 1982; ROSSkoPE 1982; TAYLOR Y JACOBSON
1982;WALLACH Y BOEVER, 1983; SAMOUR ET AL, 1986;LAWRENCE, 1987;JACOBSONET
AL., 1990;MARKsS Y CITINO, 1990; FRYE, 1991; BOLTEN ET AL, 1992; WRIGHT Y SKEBA,
1992;CAMPBELL, 19963; 2004B).

Las proteinas plasmaticas se dividen en dos compeserincipales: la albimina y
las globulinas (MrcHELL, 2001a).

La hipoproteinemia en reptiles se asocia normaleneat la malnutricion cronica,
aunque otras posibles causas incluyen malabsorer@idigestion, enteropatias con
pérdida de proteinas, pérdida de sangre severdeynmdad renal o hepatica cronica
(CAMPBELL, 199@; DIVERS, 200@®; CAMPBELL, 20048), siendo el descenso de los niveles
de albumina el principal causante del descenso dettas proteinas totales IVBRS,
200@B; DIVERS ET AL, 2005). Las globulinas también pueden disminuir espuesta a
enfermedad hepatica severa, malnutricibn o malalisoCamPBELL, 199@; DIVERS,
200(B).

La hiperproteinemia puede aparecer en casos deddsskion, o bien por una
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elevacion de las globulinas asociada a una enfexthedlamatoria cronica (§/PBELL,
2008) o a necrosis tisular @PBELL, 199@; DiveErs, 200@®). También puede
observarse un aumento de los valores de proteilaasd@ticas en hembras durante la
foliculogénesis (MRks Y CiTINO, 1990; AcoBsoN 1993; CAMPBELL, 2004B). Esto se
debe al aumento de los niveles de albunfMarcHeLL, 2001), pero sobre todo a la
liberacion a la sangre de la vitelogenina y otipeproteinas (dentro del grupo de las
globulinas) que son movilizadas para crear la ydens huevos (WME1J, 1997).

En la Tabla 2.35 se muestran los niveles de praggitasmaticas de varias especies
de reptiles.

Tabla 2.35.Valores de proteinas totales plasmaticas en algspecies de reptiles

Especie Proteinas totaleqg/dL)

Orden Squamata
Suborden Sauria

Saurid 3.0-8.1
Chamaeleo chamaeledn 4.7
Coruciasp? 6.5
Dipsosaurus dorsalfs 3.8
Heloderma suspecttfth 6.3
Iguana iguana 6.3
Iguana iguané 4.3-7.3
Iguana iguané 6.2
Iguana iguané 4.5-8.0
Iguana iguand 5.4 (macho)
7.5 (hembra gravida)

Iguana iguan&’ 5.2 (macho)

6.5 (hembra no gravida)
7.5 (hembra gravida)

Iguana iguan&' 4.5-8.0
Varanus salvatdr 7.7
Orden Squamata

Suborden Serpentes

Serpentes* 2.9-8.0
Boa constrictol® 4.6-8.0
Drymarchon corai¥’ 4.6-8.0
Elaphe obsoleta quadrivitatta 8.9
Phytonsp® 6.1
Phyton regius 5-8
Pituophis meanoleuclfs 4.3-5.9
Orden Crocodilia

Crocodylus niloticu¥ 4.3
Osteolaemus tetraspfs 2.5-6.9
Paleosuchus palepebrostis 4.1-7.0
Alligator sp’® 3.6-6.9

1:LAWTON, 1991

2: CUADRADO ET AL, 2002

3: WRIGHT Y SKEBA, 1992

4: KOPPLINET AL, 1983

5: California Avian Laboratory (Citrus Heights, @atnia). In: A. M. Fudge (ed.). Laboratory MedieinAvian and Exotic Pets).
Philadelphia, W.B. Saunders Company: 375-400

6: ANDERSON 1992
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7:DIVERSET AL, 2005

8: FRYE, 1994;FRYE Y TOWNSEND, 1993

9:HARRET AL, 2001

10: Datos deB. Lock (iguanas machos) datos dd.. K. MAXWELL (iguanas hembrashmbos autoresin: Biology, Husbandry, and
Medicine of the Green iguana. E. R. Jacobson (Kdgger Publishing Company, Florida. 2003: 101-102
11:FRYE, 1994

12:RAITI, 2002

13: CHIODINI Y SUNDBERG, 1982;ROSSKOPFET AL, 1982

14:DREW, 1994

15:RAMSEY Y DOTSON 1995

16:WALLACH Y BOEVER, 1983

17:FRYE, 1994;MADERET AL, 1985

18:LLoyD, 2003

19:FRYE, 1994;SUEDMEYER, 1991

20:COOPERBAILEY ET AL, 2011

21:SALAKIJ ET AL, 2014

2.6.- VALORES HEMATOLOGICOS DE LOS QUELONIOS

En los quelonios el area anatdmica de puncion eermsede influir en los
paradmetros hematolégicos y bioquimicos en func@®sidse produce o0 no contaminacién
linfatica de la muestra sanguinea. Asi, en la ¢gartmmarginada Tlestudo marginada
LOPEZOLVERA ET AL (2003) se observan en las muestras tomadas denéa coccigea
dorsal niveles inferiores en el recuento total meoeitos, el hematocrito, la concentracion
de hemoglobina, las proteinas totales y otros petré@sibioquimicos, en comparacion con
las obtenidas de la vena braquial. Se cree quealsacde estas diferencias es la
hemodilucion por contaminacion linfatica.

Existen estudios en quelonios en los que se canktaéxistencia de diferencias
estacionales y/o intersexuales en algunos parasnb&ématoldgicos (QONI ET AL 2014;
YANG ET AL, 2014).

2.6.1.- El Hematocrito de los Quelonios

El hematocrito puede ser un buen indicador debestie salud aunque las causas de
un bajo hematocrito pueden no estar claras. El toamt desciende en respuesta a
enfermedades debilitantes cronicas como la neaplgsrasitismo severo y anorexia
prolongada (lHRBST YJACOBSON 1997).

El hematocrito de los quelonios suele ser aproxamahte del 34% en la época
posthibernacién y del 28% antes de la hibernadboARTHUR, 1996).

En la Tabla 2.36 se exponen los valores de hemitatate algunas especies de
guelonios.
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Tabla 2.36.Valores de hematocrito en algunas especies dergoslo

Especie Hematocrito (%)
Queloniod 20-40
Quelonio$ 32-55
Familia Testudinidae (tortugas terrestres)
Clemmys muhlenbergjsilvestres 20
Geochelonsp? 17
Geochelone yniphofa 20
Gopherus agassiZi* 23-37
Gopherus agassizii 25-53
Gopherus polyphemtfs 23
Malacochersus tornieti 34
Terrapene carolina™ 20-38
Terrapene carolind 28.6
Terrapene carolina 28
Terrapene carolin& 20-38
Testudospp’* 24
Testudo graeca 24
Testudo graecy Testudo hermanfi 34 (primavera)

28 (verano)

Testudo hermanti 25
Testudo hermantfi 24.44
Testudo horsfieldir 27
Testudo marginafa 14
Testudo marginafa 23
Testudo radiatd 31
Tortugas marinas
Caretta carett®’, edad: 2 meses 18.5
Caretta carett®’, edad: 3 meses 16.4
Caretta carett®’, edad: 4 meses 19.0
Caretta carett®’, edad: 5 meses 18.8
Caretta carett®’, edad: 6 meses 20.1
Caretta carett®’, edad: 7 meses 19.3
Caretta carett®’, edad: 8 meses 20.3
Caretta carett®’, edad: 9 meses 20.2
Caretta carett®’, edad: 12 meses 20.1
Caretta carettd™! 32
Caretta carett®’ 32
Caretta carettd’ 30.5
Caretta carettd’ 35.4 (rango:28-48)
Caretta carettd 29
Caretta carett& 22
Caretta carettd’ 29.8
Chelonia mydd$ 36
Chelonia mydag 35.2
Chelonia mydds 26.3
Chelonia mydds 36
Chelonia myda$ 29
Chelonia myd&$ 30
Chelonia myda$ 35.2
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Especie Hematocrito (%)
Tortugas marinas
Lepidochelys kemfi 30.1
Lepidochelys kempi 31.1
Lepidochelys olivacéicrias 24.5
Lepidochelys olivacéjadultos 31
Tortugas de agua dulce
Cuora flavomarginati Machos (31), hembras (27)
Cuora trifasciatd’ 30

1: University of Miami, Avian and Wildlife Laboratory.996. In: Exotic companion medicine handbook fetevinarians, 2: 6
2: Grange Laboratories, comunicacion personal, 1893%. McArthur (ed.). Veterinary managementarfaises and turtles. Blackwell
Science Ltd.: 117.

3: RAPHAEL, 2003

4: WANG ET AL, 1999

5:FRYE, 1994

6: WALLACH Y BOEVER, 1983

7: JACKSON, 1991

8: BRENNERET AL, 2002

9: ROSSKOPF 1982

10: TAYLOR Y JACOBSON 1982

11:Clinical laboratory normals: California desert tise. PAL News, Winter 1992-1993: 7
12:SAMOUR ET AL, 1986

13:STEIN, 1996

14:ALTMAN Y DITTMER, 1964

15:MATHESET AL, 2005

16:MUROET AL, 1998

17:LO6PEZOLVERA ET AL, 2003

18: GOTTDENKER Y JACOBSON 1995

19: BRADLEY ET AL, 1998

20:FRAIR, UNPUBLISHED, 1964

21:THORSON 1968

22:DESSAUER 1970

23:JACOBSON ET AL, 2004(datos de Agosto del 2004)

24:1LUTz Y DUNBAR-COOPER 1987

25:WHITMORE, 1994

26:RAPHAEL, 2003

27:GELLI ET AL, 2004

28:WANG ET AL, 1999

29:NORTONET AL, 1990

30:MONTILLA ET AL, 2006

31:LuTZz,1990

32:MCcGEHEE, 1979

33:WHITAKER Y KRUM, 1999

34:MOHANTY-HEJMADI ET AL, 1984

35:FRAIR, 1977A

36:YANG ET AL 2014(Valores obtenidos tras sacar la media de lostregide diferentes estaciones)
37:GRIONI ET AL 2014
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2.6.2.- El Nivel de Hemoglobina de los Quelonios

En la Tabla 2.37 se exponen los niveles de hemoglobe varias especies de
guelonios.

Tabla 2.37.Valores de hemoglobina en algunas especies dergoglo

Especie Hb (g/dL)

Queloniod 12-18

Familia Testudinidae
Tortugas terrestres

Geochelone radiafegcautivas) 6.7
Gopherus agassizi{machos) 10.2
Terrapene carolina maj6r 5.9
Testudo graecy Testudo hermariii 10.1-11.3(primavera)
9.1-9.5(verano)
Testudo hermanfi 10.1(invierno)

9.3 (verano)
Tortugas marinas

Caretta carettd, edad:4 meses 5.28
Caretta carettd, edad:5 meses 5.19
Caretta carettd edad:6 meses 5.80
Caretta carettd, edad:7 meses 5.42
Caretta carettd, edad:8 meses 6.25
Caretta carettd edad:9 meses 6.20
Caretta carettg® 4.7
Caretta carettd 4.7
Caretta carettd’ 9.82
Caretta carettd’ 10.1
Chelonia mydds 6.6
Lepidochelys olivacéa 3.8
Tortugas de agua dulce

Cuora flavomarginat¥ Machos(8.16), henbras (6.72)

1: Grange Laboratories, comunicacién personal, 1883. McArthur (ed.). Veterinary managementatdises and turtles. Blackwell
Science Ltd.: 117

2:RAPHAEL, 2003

3: JACKSON, 1991

4: HEARD ET AL, 2004

5: DICKINSON ET AL, 2002

6: BRADLEY ET AL, 1998

7:FRAIR, unpublished1964

8: THORSON 1968

9: DESSAUER 1970

10:KELLERET AL, 2004

11:BOLTENET AL, 1992

12:YANG ET AL 2014(Valores obtenidos tras sacar la media de lostregide diferentes estaciones)
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2.6.3.- Indices Eritrocitarios de los Quelonios

En la Tabla 2.38 se exponen los valores de loscésderitrocitarios de varias
especies de quelonios.

Tabla 2.38.indices eritrocitarios en algunas especies de gigdo

MCV (fl) MCHC (gm/dL) MCH (pg)
Especie
Quelonios 59-77 30-36 20-26
Familia Testudinae
Tortugas terrestres
Terrapene carolina 309-587 79-131
Testudo graeca 416 (invierno) 29.8 (invierno) 124 (invierno)
427 (verano) 32.2 (verano) 137 (verano)
Testudo hermanhi 402 (invierno) 31.1 (invierno) 124 (invierno)
426 (verano) 32.2 (verano) 137 (verano)
Testudo hermanfi 514.8 26.32 122.64
Tortugas marinas
Caretta caretta 277.9
Chelonia mydds 730.17
Chelonia mydad's 725 198.18 27.50
Tortugas de agua dulce
Cuora flacomarginata 389.5(Hembras) 25.5(Hembras) 97.5(Hembras)
371.25(Machos) 26.5(Machos) 97.25(Machos)

1: Grange Laboratories, comunicacion personal, 1883. McArthur (ed.). Veterinary managementataises and turtles. Blackwell
Science Ltd.: 117

2: WALLACH Y BOEVER, 1983

3: HEARDET AL, 2004

4:MUROET AL, 1998

5: GELLI ET AL, 2004

6: MONTILLA ET AL, 2006

7:AGUIRREET AL, 1995

8: YANG ET AL 2014(Valores obtenidos tras sacar la media de lostregide diferentes estaciones)

2.6.4.- Recuento Total de Eritrocitos y Leucocitos de los
Quelonios

Debido a su condicion de animales ectotérmicogjledonios estan sometidos a
una serie de variaciones ciclicas anuales, dep#ediale la temperatura ambiente, el
fotoperiodo y de variaciones hormonaleJ@dET AL, 1994).

En los quelonios, al igual que en el resto de dpsiles, se han descrito variaciones
estacionales en el recuento de eritrocitosaP(lEN, 1960; RENAAR, 1962; SHEELER Y
BARBER, 1964; STENROSS Y BowMmAN, 1968; Ducuy, 1970; SEMPLE ET AL, 1970;
RosskopPkr 1982; WooD Y EBANKS, 1984; LAWRENCE Y HAWKEY, 1986; HART ET AL,
1991). En el periodo invernal suelen observarse n@gores recuentos totales de
eritrocitos, asi como la mayor concentracion dedglabina. En el periodo postinvernal
(marzo-abril) se aprecia una disminucién en el eatu de eritrocitos, mientras que en el
periodo preinvernal (principios de septiembre alés de octubre) hay un aumento del
recuento total de eritrocitos y un aumento de lacentracion de hemoglobina {Buy,
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1970). De forma opuesta, en la tortuga de cajaaclf@uora flavomarginata dichos
valores son superiores en veranax¥ ET AL, 2014).

También se observa una disminucion significativaesi®s valores hematoldgicos
durante el periodo invernal &opherus agassizisiendo dichas variaciones estacionales
mas acentuadas en las hembras que en los machRs{QPHERET AL, 1999). Segun
DICKINSON ET AL (2002) los cambios observados en esta especiezncen respuesta a la
disponibilidad estacional de agua y alimento, lfepaa variar en sucesivos afios. Todo lo
contrario afirman O"GNNORET AL (1994), quienes en sus investigaciones con egexies
de tortuga no hallaron variaciones de los parareetaoguineos en funcion de la época del
ano.

En las tortugas moraléstudo graecay mediterranea Tlestudo hermanjilas
variaciones estacionales se corresponden con descelel nimero de eritrocitos desde
finales de marzo hasta junio, permaneciendo desggsiables hasta el mes de octubre. En
noviembre se cita un ligero incremento en el nandereritrocitos (RWRENCE Y HAWKEY,
1986), seguido de un descenso en el mes de di@erBrLES-BAILLIEN, 1973;
LAWRENCE YHAWKEY, 1986).

En la tortuga terrestre argentin@hglonoidis chilensis chilengise ha descrito
también un aumento de eritrocitos, hematocritomdgobina en el periodo invernal, con
una disminucién durante el periodo estiva@ANO Y SILVA, 1998).

Existen dos teorias para explicar las posiblesasadsl aumento del recuento de
eritrocitos, del hematocrito y de la concentraci® hemoglobina que experimentan
algunos quelonios durante la hibernacion. Por wo,lse cree que la deshidratacion
resultante de la hibernacion y el menor consumalofeentos y agua determinan una
disminucién del plasma, con secuestro de liquides el intersticio y un aumento del
recuento de eritrocitos y hematocritorRQIANO Y SILVA, 1998). SENROSS Y BOWMAN
(1968) y FRAIR (1977n) observaron este hecho en varias especies de t®rtageno
Chelydra serpentinaLysemmys punctatalrachemys scriptay la tortuga de estanque
moteada Emydoidea blandingii Otra teoria propone que el aumento de eritrecito
hematocrito y hemoglobina en la época invernalede c un estimulo de la eritropoyetina
en respuesta a la caida de la tension de oxigesntnas el animal hiberna AGMMER Y
GOODNIGHT, 1957; DucGuy, 1970). No existen evidencias directas que ratifiqesta
dltima hipétesis. La elevada vida media de losrawitos de las tortugas RBCE Y
ATLAND, 1955) y la baja probabilidad de que suceda unadg@gitropoyesis activa durante
el estado de reposo conlleva a afirmar que est@itdsis no es acertadasflRENCE Y
HAWKEY, 1986).

En cuanto a las variaciones en el recuento eritnogiasociadas al sexo, se suele
observar un mayor niumero de eritrocitos en el mgBhwuy, 1970; PALOMEQUE ET AL
1977). Asi sucede en la tortuga de caja comiterrépene caroling (Ducuy, 1970), la
tortuga mordedora de Nueva Guin&dsgya novaeguine@aé ANDERSONET AL, 1997), la
tortuga gigante de Aldabr&gochelone gigantedHART ET AL, 1991),Gopherus agassizii
(O"CONNORET AL, 1994;CHRISTOPHERET AL, 1999) yCuora flavomarginatgY ANG ET AL,
2014).En contraste, no se encuentra variacion debidexal an el recuento eritrocitario de
los adultos de la tortuga de las grietealacochersus tornie)iy la tortuga del desierto
comun Gopherus polyphemu$§TAYLOR Y JACOBSON 1982;RAPHAEL ET AL, 1994), ni en
los ejemplares jovenes y adultos @kelonoidis chilensis chilensi@ROIANO Y SILVA,
1998).

Se han descrito variaciones en el recuento efiémoci asociadas a la edad en
algunos quelonios, observandose mayores recueatestrbcitos en los adultos (Buy,
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1970). Sin embargo, algunos quelonios, cdbhelonoidis chilensis chilensi® muestran
dicha variacién (ROIANO Y SILVA, 1998).

Algunos autores también han hallado variacioneselemecuento eritrocitario
asociadas al tamafio del individuo. AsRAR (19777) en sus investigaciones sobre la
tortuga malayaNlalayemys spixjiobservé una relacion directamente proporcionakesitr
recuento de eritrocitos, el hematocrito y el tamaédos ejemplares.

El estrés se ha mostrado como un factor influyentel descenso de los niveles de
hematocrito en quelonios (IBGAN, 1981; MOBERG 1985; MAHAPATRA ET AL, 1991;
KREGER YMENCH, 1993;AGUIRREET AL, 1995). Dicho estrés puede presentarse de forma
aguda (por captura) o cronica (por enfermedad)U{RREET AL, 1995).

Las alteraciones patoldgicas en el recuento taadrdrocitos pueden producirse
por defecto (anemia) o exceso (policitemia)u@d ET AL, 1994). Los eritrocitos de las
tortugas tienen una vida media muy larg&®&vE 1991) por lo que no desarrollan
facilmente anemias asociadas a inflamaciones argamironicas (MROET AL, 1994). La
presencia de anemia en un quelonio puede ser @uafadebida a una hemodilucion
linfatica de la muestra, o0 asociarse a anorexid-tgbsrnacién, pobres condiciones
nutricionales y ambientales, pérdida de sangrerobsis (autoinmune o inducida por
hemoparasitos) o deberse a una enfermedad crdn@sRTHURET AL, 2002).

El recuento total de eritrocitos (RBC) de los quals suele estar comprendido en
el rango de 0.154-0.980 x (I, dependiendo de la especie y de la época del afi
(RAPHAEL, 2003). En general, el recuento total de leuco€MdBC) en los quelonios es de
8000-9000/ul posthibernacion y aproximadamente 6@ID/ul antes de la hibernacién
(MCARTHUR, 1996). Como nota relevante, en estudios en tastugarinas se ha
evidenciado que el método de recuento de WBC iafluy el resultado. Asi, los recuentos
realizados con el método Natt & Herrick superarancaantia a los realizados con el
método Unopette en un rango del 38.59&NALD, 1994).RASKIN (2000) recomienda no
usar el método Unopette.

En la Tabla 2.39 se exponen los valores de RBCcyerdo total de leucocitos
(WBC) en varias especies de quelonios.
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Tabla 2.39.Valores de WBC y RBC en varias especies de quedonio

Especie RBC (x10°/pl) WBC (/ul)
Queloniod 15-25 3000-8000
Quelonio$ 0.055-0.085 6000-15000

Familia Testudinidae
Tortugas terrestres

Geochelonep 4.0 3400
Gopherus agassiZif 1.20-3.0 6600-8900
Gopherus agassiZii 5-9 3100-9300
Gopherus polyphemtis 5.4 15700
Terrapene carolin 0.65 7500
Terrapene carolind™ 3.0-8.0 7500
Terrapene carolin 2.7-8.3 7500
Testudo graecy Testudo 8.2-9.6 (primavera)
hermanni 6.7 (verano)
Testudo hermanti 4.9 7240
Testudo hermantfi 8.3 (invierno) 10800 (invierno)
9.6 (primavera) 7700 (primavera)
6.7 (verano) 9800 (verano)
Testudo marginafa 3.4 2770
Testudo radiatd 5.0 4300
Tortugas marinas
Caretta carett® 3.9 14670
Caretta carettd’® 13 3900
Caretta caretta’ 3800-3900
Chelonia myda$ 6.1 12066
Chelonia mydds 4.2 6160
Chelonia myd&$ 3.4 2000-3900
Lepidochelys kemfi 5700-9500
Tortugas de agua dulce
Cuora flavomarginat& 8.6(Machos)-7.1(Hembras) 3852(Machos)-4186(Hembras)

1: University of Miami, Avian and Wildlife Laboratory.996. In: Exotic companion medicine handbook fetevinarians, 2: 6
2: Grange Laboratories, comunicacion personal, 1893%. McArthur (ed.). Veterinary managementarfdises and turtles. Blackwell
Science Ltd.: 117

3:WALLACH Y BOEVER, 1983

4:WANG ET AL, 1999

5: ROSSKOPEF 1982

6: TAYLOR Y JACOBSON 1982

7:Clinical laboratory normals: California desert tose. PAS News, Winter 1992-1993:7

8: SAMOUR ET AL, 1986

9: FRYE, 1994

10:STEIN, 1996

11:MUROET AL, 1998

12: HEARDET AL, 2004

13: LOPEZOLVERA ET AL, 2003

14:GOTTDENKER Y JACOBSON, 1995

15:RAPHAEL, 2003

16:GELLI ET AL, 2004

17:BRADLEY ET AL, 1998; TURNBULL ET AL, 2000

18:NORTONET AL, 1990

19:MONTILLA ET AL, 2006

20:WooD Y EBANKS, 1984

21:TURNBULL ET AL, 2000

22:YANG ET AL 2014(Valores obtenidos tras sacar la media de lostregide diferentes estaciones)
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2.6.5.- Recuento de Trombocitos de los Quelonios

La trombocitosis esta asociada a la liberacionrdadgs cantidades de trombocitos
desde la médula 6sea y el bazo en hemorragias parte@del mecanismo de coagulacion,
0 en presencia de infecciones bacterianas por pacicead fagocitaria (MRO ET AL,
1994).

La trombocitopenia aparece fundamentalmente tramnéania grave (Evg, 1991;
WILKINSON, 2004) por transformaciéon de los trombocitos masiien células capaces de
transportar hemoglobina, y también en las enferoesieieloproliferativas ¢ve, 1991).

En la Tabla 2.40 se exponen los recuentos de troibolsoen algunas especies de
guelonios.

Tabla 2.40.Recuento de trombocitos en algunas especies dengue

Especie Trombocitos/pL
Geochelone pardalts 95*
Testudo hermanhi 10000-19000
Testudo hermannji Testudo graeca 8500-38100
Chelonoidis chilensis chilenis 13000
Caretta caretta 46000 (30000-60000)
Chelonia mydds 36*

*Por 100 leucocitos

1: PENAAR, 1962;FRYE, 1991.

2: BOURDEAU, 1989;FRYE, 1991.

3: LAWRENCE YHAWKEY, 1986. En el mes de Enero
4: TROIANO Y SILVA, 1998. En invierno

5: BRADLEY ET AL, 1998

6: WOOD Y EBANKS, 1984

2.6.6.- Recuento Diferencial Leucocitario de los Qu  elonios

Los estudios realizados €uora flavomarginatalemuestran que los machos de esta
especie presentan recuentos significativamente masyte eosinoéfilos en comparacion con
las hembras, mientras que éstas presentan un maywro de monocitos. A su vez, el
nivel de monocitos es menor durante el verano gauaos sexos (MG ET AL, 2014).

-Neutrofilo

Algunos autores han descrito la presencia de rfdag@n tortugas marinas, como
Caretta caretta(GEORGE 1996) yChelonia mydagWoobD Y EBANKS, 1984; AGUIRREET
AL.,1995).

El neutrdéfilo de Chelonia mydass el leucocito menos numeroso en el recuento
diferencial (WboD Y EBANKS, 1984; AGUIRRE ET AL, 1995) aunque suele observarse un
aumento de su numero asociado al estrés, tantcagudo cronico (BUIRRE ET AL,
1995). Sin embargo, hay que tener en cuenta qoe astores sblo usaron microscopia
Optica para la identificacion de los diferentesctaitos. WORK ET AL (1998) en base a
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estudios ultraestructurales y citoquimicos supanenlos neutroéfilos descritos poradd
Y EBANKS (1984) en esta especie se corresponden con lo®#los grandes degranulados
hallados en sus investigaciones.

-Heterofilo

Los heterdfilos dd estudo graec8 AWRENCE Y HAWKEY, 1986), Testudo hermanni
(LAWRENCE Y HAWKEY, 1986;BOURDEAU, 1989;FRYE, 1991),Testudo radiatdf MARKS Y
CimiINO, 1990), la tortuga terrestre de cuello lar@inélodina longicolliy (HAIGH, 1991),
Geochelone gigante@AMOUR ET AL, 1986),Caretta carettal ARNOLD, 1994;BRADLEY ET
AL., 1998;SMITH ET AL, 2000;CASAL Y OROS 2007) yCuora flavomarginata YANG ET
AL., 2014) representan el leucocito mas numeroso eacaknto diferencial leucocitario.
Asimismo, los heterofilos déopherus agassiziepresentan los leucocitos mas numerosos
en la mayoria de los ejemplares estudiadoS AN ET AL, 1992; (®TTDENKER Y
JAcoBsON 1995; CHRISTOPHERET AL, 1999;DICKINSON ET AL, 2002), siendo sus valores
superiores a los citados paf@studo radiata(Rosskorr 1982). Sin embargo, otros
autores numeran en ultimo lugar al heterofilo@@pherus agassiz{DESSAUER 1970;
WALLACH Y BOEVER, 1983). En contraste, los heterofilos @helonoidis chilensis
chilensis (TROIANO Y SILVA, 1998), Terrapene carolina DESSAUER 1970; WALLACH Y
BOEVER, 1983; SEIN, 1996), Gopherus polyphemuéTAYLOR Y JAcOBSON 1982) y
Testudo marginata(LOPEZOLVERA ET AL, 2003) representan el segundo leucocito
dominante en el recuento celular, similar a lo olzs#o por otros autoresIéRAAR, 1962;
SHEELER Y BARBER, 1964;STENROSS YBOWMAN, 1968;SEMPLEET AL, 1970;FRAIR, 1972;
RosskopPkr 1982; WooD Y EBANKS, 1984; HART ET AL, 1991). EnChelonia mydas
dependiendo del autor citado, los heterofilos ¢tuysn el tercer leucocito mas numeroso
(WORK ET AL, 1998), el segundo (@UIRRE ET AL, 1995), o el primer leucocito mas
abundante (NRTON ET AL, 1990). En Lepidochelys kempilos heterofilos son poco
numerosos, estando precedidos por los eosindfilos {infocitos (ANNON, 1992). En el
caso de la tortuga marron de ricaChuga smithiJAVAID Y SHARIF (1972) no encontraron
heterofilos.

Algunos autores describen la aparicion de heteiapénrante el periodo de
hibernacion en quelonios y otros reptileaIRENCE Y HAWKEY, 1986;SAAD Y EL RiDI,
1988). Asi, erTestudo graecy Testudo hermanrse observa un moderado descenso del
namero de heterofilos entre los meses de enerorgom{BAWRENCE Y HAWKEY, 1986).

Sin embargo, la heteropenia en reptiles suele ithaser en enfermedades virales masivas
(RosskoPE 2000), y algunos autores la asocian a inmunosifuréNeIFFERET AL, 2005).

En Chelonoidis chilensis chilensiso se hallan diferencias significativas en el
namero de heterofilos en asociacion con las vasaépoca del afio, edad 0 SEKROIANO
Y SILVA, 1998). Tampoco eBopherus agassizén relacién con las variables estacion del
afo, sexo y zona de muestre®iRSTOPHERET AL, 1999; DCKINSONET AL, 2002).

Existen variaciones en el recuento de heterdéfiosespuesta a procesos patolégicos.
Asi, se desarrolla una heterofilia de aparicionda@mnte inflamaciones e infecciones
bacterianas, llegando incluso a multiplicarse &=ientos de heterdéfilos por cinc®R{E,
1991).

En Chelonia mydase observa una marcada heterofilia en los an&#iguineos

realizados a las 24 horas de la captura de lospégees silvestres (BUIRREET AL, 1995).
Este fendbmeno se ha descrito también en otrosleegliaNCE, 1990; HAJDUK ET AL,
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1992). Los ratios heterdfilo/linfocito representara medida del estrés cronico en algunas
especies (80ss YSIEGEL, 1983). Este ratio es menos variable que los nisredssolutos y
tiene una correlacion positiva con los niveles deti@osterona. Las tortugas verdes
estresadas de forma cronica muestran un incrensggridicativo de este ratio, asi como
una correlacion positiva con el aumento de corterosa (ASUIRREET AL, 1995).

En general, la heterofilia puede ser estacionahcipalmente durante la época
estival, o bien debida a inflamacién o infeccigstr&s, trauma o neoplasia. Asi, las crias de
Caretta carettague resultan localmente lesionadas durante la@iém de sangre exhiben
una respuesta inflamatoria que resulta en leussitecon heterofilia y linfopenia
(BRADLEY ET AL, 1998), similar a la respuesta observada en o&psles (MTCHELL,
1996). Sin embargo, puede no observarse heterefiliana enfermedad infecciosa. En
algunas enfermedades virales o bacterianas el mecuke heterdfilos puede ser bajo o
normal. Los cambios téxicos suponen un hallazgmmapte en estos casos I(WINSON,
2004).

-Eosinofilo

El nimero de eosinofilos en las distintas espedegjuelonios es muy variable.
Generalmente se considera que las tortugas tienanmayor cantidad de eosinofilos
circulantes que los lagartos puesto que algunokmjos presentan mas de un 20% de
eosindfilos en el recuento diferencial leucocitafiayLOR Y KAPLAN, 1961; DUGUY,
1970;Wo00D Y EBANKS, 1984;SYPEK Y BORYSENKQ, 1988;JACOBSONET AL, 1990;MARKS
Y CITINO, 1990;WRIGHT Y SKEBA, 1992;RASKIN, 2000). Hay autores que consideran que la
férmula leucocitaria de los quelonios tiene un potaje aun mayor de eosinofilos (31-
33%) (RENAAR, 1962;SHEELER Y BARBER, 1964;STENROSS YBOWMAN, 1968;SEMPLE ET
AL., 1970;FRAIR, 1972;ROSSKOPK 1982;W00D Y EBANKS, 1984; FART ET AL, 1991). Esto
es especialmente cierto p&helonoidis chilensis chilensiespecie en la que el eosinofilo
es la célula mas numerosa del recuento difereletiabcitario (ROIANO Y SILVA, 1998).

Los eosinodfilos deTestudo radiata(MARKS Y CITINO, 1990), Testudo graeca
Testudo hermann(LAWRENCE Y HAWKEY, 1986) yTestudo marginaté_OPEZOLVERA ET
AL., 2003) representan el penultimo leucocito eneguento diferencial leucocitario,
mientras que erChelodina longicollis(HAIGH, 1991), Gopherus agassizi{ROSSKOPE
1982; ALLEMAN ET AL, 1992;GOTTDENKER Y JACOBSON 1995;CHRISTOPHERET AL, 1999),
Elseya novaeguinea@NDERSONET AL, 1997),Geochelonespp. (3WOUR ET AL, 1986) y
Cuora flavomarginatg Y ANG ET AL, 2014)generalmente constituyen el ultimo leucocito.
En Caretta carettaos eosindfilos representan el cuart®ABLEY ET AL, 1998;SMITH ET
AL., 2000) o el tercer leucocito RNOLD, 1994; BRADLEY ET AL, 1998; @sAL Y OROS
2007) en el recuento diferencial leucocitario, awcalgunos autores no los han
identificado en sus recuentosA@kMs ET AL, 200®). En Chelonia mydagonstituyen el
segundo (AUIRRE ET AL, 1995; WORK ET AL, 1998; WORK Y BALAZS, 1999), tercer
(AGUIRREET AL, 1995;WORK Y BALAZS, 1999), 0 bien, el tercer o cuarto leucocitod@®
Y EBANKS, 1984). Sin embargo, drepidochelys kempiobs eosinofilos grandes son los
leucocitos mas numerosos, mientras que los eokiagfiequefios constituyen el tercer
leucocito predominante @BINON, 1992).

En algunas especies de quelonios se han descféerttias intersexuales en el
recuento de eosindfilos. Es el caso de la tortiggaanChelonia mydas agassigiien la
gue el numero de eosindfilos del macho es infalode la hembra (GUMBLES ET AL,
1990) oCuora flavomarginataespecie en la que ocurre justamente lo cont(HieIG ET
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AL.,2014).

Se han citado también variaciones estacionales mt@ento de eosinofilos en los
guelonios. En el periodo invernal (principios deiambre a finales de febrero) se observa
un incremento de su numero, disminuyendo su recuantlegar el periodo primaveral
(mayo-junio) (DuGuy, 1970;MCARTHURET AL, 2002). Ese es el caso @iestudo graecy
Testudo hermanrfLAWRENCE YHAWKEY, 1986).

En Gopherus agassizino se observa variacion estacional en el recueeto
eosinofilos durante el periodo de hibernacion, gése nota un descenso en su recuento al
instaurarse la estacion otofialL(AMAN ET AL, 1992; CHRISTOPHERET AL, 1999). Sin
embargo, segunIBKINSON ET AL (2002), no existe variacion en el nimero de &bibirs
segun la estacion del afio, como se ha constatadOhelonoidis chilensis chilensis
especie en la que no se citan variaciones en akeméz eosindfilo en relacion con la
estacion, edad o sexoR®IANO Y SILVA, 1998).

RosskoPF (2000) utiliza los eosindfilos como indicadores dabtencial de
infestacion parasitaria, especialmente ante lodsjtas digestivos, ya que la respuesta
frente a la infestacion por parasitos sanguineesesble.

En respuesta a una estimulacién antigénica suelkementarse el numero de
eosinofilos (RYe, 1991). Al poseer actividad fagocitaria, los eGflos tienden a
aumentar en determinadas infecciones bacteriargasbién se observa eosinofilia en las
parasitosis y en los procesos alérgicosRMET AL, 1994).

En general, la eosinofilia puede ser un fendmeteciemal (sobre todo en invierno,
durante la hibernacion) (MKINSON, 2004), o bien deberse a una parasitosGssgROPFE
1982) o a algun proceso inflamatorio I(WINSON, 2004).

En Chelonia mydasse ha observado eosinopenfAGUIRRE ET AL, 1995),
probablemente ocasionada por el estrés induciddareaptura (hNCE, 1990;HAIDUK ET
AL., 1992). Ademas, los individuos afectados de fibrdpamtosis también manifiestan
eosinopenia (AUIRREET AL, 1995;WORK Y BALAZS, 1999), siendo mas intensa en funcion
de la gravedad de los tumores@®k Y BALAZS, 1999). Se da la circunstancia de que la
mayoria de las tortugas verdes con fibropapilonafmesentan infestacion por trematodos
vasculares (AUIRRE ET AL, 1995; DAILEY Y MORRIS 1995; GRACZYK ET AL, 1995;
ADNYANA ET AL, 1997; WORK Y BALAZS, 1998,1999). Las tortugas responden a estos
trematodos vasculares con linfocitos 0 eosino{iBI\ZEBROOK ET AL, 1981;AGUIRREET
AL., 1995; WORK Y BALAZS, 1998), que son secuestrados en los tejidos. Estanieno
podria explicar la eosinopenia observada en estagyas (VOWRK Y BALAZS, 1999).

-Basofilo

Algunas especies de quelonios pueden presentadenas 50% de basofilos en su
recuento diferencial leucocitario (8HELS, 1923;MEAD ET AL, 1983; SPEKET AL, 1984,
SYPEK Y BORYSENKQ, 1988).

En Chelodina longicollis (HAIGH, 1991), Testudo hermann{BOURDEAU, 1989;
FRYE, 1991), Gopherus agassizi(ROSSKOPE 1982; GDTTDENKER Y JACOBSON 1995;
DICKINSON ET AL, 2002), Testudo radigt(MARKs Y CITINO, 1990) yCuora flavomarginata
(YANG ET AL, 2014) los basobfilos representan el tercer leucocito mamenoso. Sin
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embargo, otros autores (KEMAN ET AL, 1992; CHRISTOPHERET AL, 1999) otorgan un
segundo lugar en el recuento diferencial a los filasode Gopherus agassiziiEn
Gopherus polyphemudAYLOR Y JAcOBSON 1982) yGeochelonespp. (3MOUR ET AL,
1986) los basofilos representan el penultimo leucocitdedas, hay autores que no han
hallado basofilos en sus investigacioneg estudo graecal estudo herman{LAWRENCE

Y HAWKEY, 1986) yTestudo marginatd OPEZOLVERA ET AL, 2003).

Los basdfilos deElseya novaeguineaepresentan el cuarto leucocito del recuento
diferencial leucocitario (ADERSONET AL, 1997), mientras que e@helonoidis chilensis
chilensis(TROIANO Y SILVA, 1998) yTerrapene caroling STeIN, 1996) los baséfilos son
los leucocitos menos numerosos.

En el caso de las tortugas marinas rara vez septman basofilos (BcHERE, 1980;
SYPEK Y BORYSENKQ, 1988; CANNON, 1992; ARNOLD, 1994;WORK ET AL, 1998; RASKIN,
2000).Los basofilos de&Chelonia mydageneralmente representan el penultime@ v
EBANKS, 1984; AGUIRREET AL, 1995) o el ultimo leucocito (WRK Y BALAZS, 1999) en
namero, aunque VRK ET AL (1998) y B\CHERE (1980) han descrito a los basofilos como
células raras en esta especie. Asimism@RrMNET AL (1990) no hallaron basofilos en las
tortugas verdes sanas estudiadas, pero si en dogat@nferma. E€aretta carettalos
basofilos se contabilizan en ultimo lugar en eliesto diferencial leucocitario ¥8rH ET
AL., 2000), o bien, no se observan basofilos en la ni@ayde las muestras sanguineas
estudiadas (ANOLD, 1994;CAsAL Y OROS 2007) o no se citan en determinados recuentos
diferenciales (FARMS ET AL., 200@®). CANNON (1992) muy raramente hall6 basofilos en
Lepidochelys kempii

Se han descrito variaciones estacionales en eémézwde basofilos, observandose
disminuciones de su numero en el periodo invemal(y, 1970), tal como sucede en
Gopherus agassiz{iCHRISTOPHERET AL, 1999). EI menor nimero de basoéfilos durante la
hibernacion puede ser indicativo de un descenda fmcién inmune o0 a una ausencia de
estimulacién antigénica, pero esta hip6tesis neidha corroborada (€RISTOPHERET AL,
1999). Sin embargo, algunos autores conekM@SON ET AL (2002)no hallan variaciones
estacionales en el recuento de estas células. @©loumismo con el recuento de baséfilos
de Chelonoidis chilensis chilensen relacion con las variables época del afio, gdaxXo
(TROIANO Y SILVA, 1998). EnChelonia mydascon fibropapilomatosis se observa un
descenso progresivo en el nimero de basofilos admepie aumenta la gravedad del
proceso (VBRK Y BALAZS, 1999).

Los basdfilos tienden a aumentar rapidamente eprimsesos inflamatorios (MO
ET AL, 1994). Se observa un incremento en el numefoadéfilos enGopherus agassizii
con enfermedades cronicas, y en diversos quelooars infestaciones parasitarias
intestinales (MRTIN, 1972; PRosskopk 2000) o infeccibn por Haemogregarina
(WILKINSON, 2004). Asimismo, se puede detectar un incremeetdos basofilos en
situaciones de estrés@BskorPk 1982), aunque la basofilia puede considerarggraceso
normal en algunas especies de queloniasgRoPE 1982).

-Linfocito
Los linfocitos deTerrapene carolina(FRYE, 1976,1994; SteIN, 1996), Gopherus
polyphemugTAYLOR Y JACOBSON 1982),Elseya novaeguineg@NDERSONET AL, 1997),

Testudo marginatdLOPEZOLVERA ET AL, 2003), del galapago de caparazén blando del
Ganges Trionyx gangeticus(VERMA Y BANERJEE 1980),Lissemys punctatyg Kachuga
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smithi (JAVAID Y SHARIF, 1972) son las células mas numerosas del recuefaermtial
leucocitario. ErTestudo radiatgd MARKS Y CITINO, 1990), Testudo herman(BOURDEALU,
1989; FRYE, 1991), Testudo graecdLAWRENCE Y HAWKEY, 1986), Gopherus agassizii
(ROSskOPE 1982;GOTTDENKER Y JACOBSON 1995;CHRISTOPHERET AL, 1999;DICKINSON

ET AL, 2002), Chelodina longicollis(HAIGH, 1991), Geochelonespp. (SAMOUR ET AL,
1986) yCuora flavomarginatg YANG ET AL, 2014) representan el segundo leucocito mas
abundante. En cambioLBEMAN ET AL (1992) otorgaron un tercer lugar a los linfocides
Gopherus agassiziilo mismo que sucede con los linfocitos @gelonoidis chilensis
chilensis(TROIANO Y SILVA , 1998).

En las tortugas marinas el recuento de linfocitogagiable, pero a menudo supera el
50% del recuento diferencial leucocitario ¥k ET AL, 1998). Los linfocitos d€aretta
caretta generalmente representan el segundo leucocito @omeinen el recuento
diferencial leucocitario (ARNOLD, 1994;BRADLEY ET AL, 1998;SMITH ET AL, 2000;CASAL
Y OROS 2007). Lo mismo sucede eémpidochelys kemp{CANNON, 1992). Sin embargo,
enChelonia mydagstas células suponen los leucocitos mas numefdsmsd Y EBANKS,
1984; AGUIRREET AL, 1995; WORK ET AL, 1998; HARMS ET AL, 200®), aunque MRTON
ET AL (1990) otorgan un segundo lugar para este leucenitel recuento diferencial de la
especie.

Se han descrito variaciones estacionales en etméxlinfocitario de los quelonios,
observandose una disminucion del nimero de lirdediturante el periodo invernal y un
ascenso en el periodo estivalufvy, 1970;WILKINSON, 2004). Este fenbmeno se cita en
algunos quelonios contBopherus agassiz(CHRISTOPHERET AL, 1999), especie en la que
el recuento linfocitario también puede verse atterde un afio a otro dependiendo de las
lluvias invernales (BRISTOPHERET AL, 1999;DICKINSON ET AL, 2002). EnTestudo graeca
los linfocitos también disminuyen entre los mesesdero y marzo, aumentando durante
el periodo de mayor actividad del reptilh(lRENCE Y HAWKEY, 1986). También se citan
variaciones en el recuento linfocitario debidasseko y a la edad del quelonio,
observandose un incremento de linfocitos en lasbh@sny en los individuos jovenes
(DuGuy, 1970; WILKINSON, 2004), aunque otros estudios no observan cambios
estadisticamente significativos en la formula l@iteoia en funcion de la edad, el sexo o la
estacion, como es el caso@eelonoidis chilensis chilensf§RoOIANO Y SILVA , 1998).

La linfocitosis se asocia con la inflamacion, losgesos de cicatrizacion, el
parasitismo, la leucemia y la estimulacion inmusrerg, 1991; WLKINSON, 2004).

La linfopenia patoldgica esta asociada a una disondm de la capacidad de
respuesta inmunitaria por parte del animal, tamtiogondiciones ambientales adversas,
como por la utilizacion de glucocorticoides o facms inmunosupresores (MO ET AL,
1994). La linfopenia puede observarse en condisialeeestrés @NCE, 1990;HAIDUK ET
AL., 1992; AGUIRRE ET AL, 1995) y de hipotermia (8TH ET AL, 2000). Por tanto, la
linfopenia observada durante la hibernacion evideuaoa supresion de la funcion inmune
y de la produccién de anticuerpos, secundarigbajitemperatura ambiental, alteraciones
en el fotoperiodo y elevacion de los niveles déisarplasmético (8aD, 1988;MONTALI,
1988;WILKINSON, 2004). La linfopenia también puede observarsmengas de tierra que
presentan diversas patologias y en los procesasmatexia/malnutricion y enfermedades
linfoproliferativas (WLKINSON, 2004).

En las tortugas marinas la linfopenia puede detezthajo condiciones de estrés
(LANCE, 1990;HAJDUK ET AL, 1992;AGUIRREET AL, 1995) y de hipotermia (8TH ET AL,
2000), asi como en presencia de fibropapiloma{@sisIRREET AL, 1995;VARELA, 1997;
WORK Y BALAZS, 1999), siendo indicativa de supresion y/o inhibicitel sistema inmune
(AGUIRRE ET AL, 1995). Cabe destacar que las tortuga@kelonia mydascon
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fibropapilomatosis muestran un incremento del ragterofilo/linfocito cuando se agrava
la enfermedad (WRKET AL, 2001).

-Monocito

En Terrapene caroling STEIN, 1996), Gopherus polyphemuJAYLOR Y JACOBSON
1982) y Geochelonespp. (3WOUR ET AL, 1986) los monocitos representan la tercera
célula mas numerosa del recuento diferencial letarom Sin embargo, eestudo
radiata (MARKS Y CITINO, 1990), Testudo graecf_AWRENCE Y HAWKEY, 1986) yTestudo
marginata (LOPEZOLVERA ET AL, 2003) son los leucocitos menos abundarfasto los
monocitos como los eosinodfilos déopherus agassizi{Rosskorr 1982), Testudo
hermanni (LAWRENCE Y HAWKEY, 1986; BOURDEAU, 1989; FRYE, 1991) y Elseya
novaeguinea€ ANDERSONET AL, 1997) se consideran los leucocitos menos abunddetes
recuento diferencial. Sin embargo, otros autoresgah un penultimo (dRISTOPHERET
AL., 1999;DICKINSON ET AL, 2004) o un cuarto lugar (AEMAN ET AL, 1992;GOTTDENKER
Y JACOBSON 1995) para los monocitos @opherus agassiziAsimismo, los monocitos de
Chelonoidis chilensis chilensiéTROIANO Y SiLvA, 1998) y deCuora flavomarginata
(YANG ET AL, 2014) son los penultimos leucocitos en el recudiférencial leucocitario.

Algunos autores no han hallado monocitos en larsashgChelonia mydagWoob v
EBANKS, 1984; AGUIRRE ET AL, 1995)0 deLepidochelys kempi{iCANNON, 1992).Otros
autores no han observado monocitos €aretta caretta salvo ocasionalmente
(aproximadamente en un 23% de las muestrasN@QAD, 1994).Sin embargo, para otros
autores (VORK ET AL, 1998; WORK Y BALAZS, 1999) los monocitos d€helonia mydas
representan el penultimo leucocito en el recueifesahcial leucocitario, o bien, el tercer
leucocito (MRTONET AL, 1990). De igual manera, hay autores qué€aretta carettahan
clasificado a los monocitos como tercera célularfits ET AL, 200®; SMITH ET AL,
2000),0 bien, tercera o cuarta célulaRfELEY ET AL, 1998; QSAL Y OROS 2007).

En Gopherus polyphemuse ha citado un aumento de los monocitos durante |
primavera (ARYLOR Y JACOBSON 1982). Segun ERISTOPHERET AL (1999)los monocitos
de Gopherus agassiziincrementan su numero durante la hibernacion. édbargo,
DICKINSON ET AL (2002)no encontraron variacion estacional en el nUmenmmaleocitos de
esta especie. Hiuora flavomarginatease ha observado un porcentaje mayor de monocitos
en las hembras en comparacion con los machos,rdigendo los niveles de este leucocito
en el verano (XNG ET AL, 2014). Sin embargo, muchos autores consideranlgaeelento
de monocitos no esta influenciado por factorescestales (Guy, 1970; TROIANO Y
SILVA , 1998;RASKIN, 2000).

En general, la monocitosis puede presentarse arfdecion aguda o crénica y la
inflamacion (WLKINSON, 2004). Estad presente en los procesos infecciagsOsicos
(necrosis tisulares, procesos supurativos) y eninéecciones viricas (poxvirus) y
clamidiasis (MURO ET AL, 1994), soliendo asociarse con la presencia de lgraas
(AGUIRRE ET AL, 1995). En tortugas marinas la monocitosis puedgndssticarse al
principio de la rehabilitacion de ejemplares hipmiéos deCaretta caretta Chelonia
mydas y Lepidochelys kempii(TURNBULL ET AL, 2000). En tortugas verdes con
fibropapilomatosis se observa monocitosis, quaseimenta en funcion de la gravedad de
la afeccién tumora(WORK Y BALAzS, 1999), debido probablemente a la inflamacion
cronica (QWMPBELL, 1996\). También se describe una disminucion del ratio
eosinofilo/monocito en estas tortugas a medida spiencrementa la gravedad de la
fibropapilomatosis (VBRK ET AL, 2001).
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-Azuroéfilo

Los azurdfilos se han descrito en algunas espdeigsielonio$HAWKEY Y DENNET,
1989; ALLEMAN ET AL, 1992; ANDERSON ET AL, 1997; TROIANO Y SILVA, 1998;
CHRISTOPHERET AL, 1999; SMITH ET AL, 2000; DICKINSON ET AL, 2002). En la tortuga
leopardo Geochelone pardal)sy en Elseya novaeguinea@NDERSONET AL, 1997) los
azurofilos representan el tercer leucocito mas mosee(PENAAR, 1962;FRYE, 1991). En
Testudo hermanrios azuréfilos son poco frecuentes, representamd@% del recuento
diferencial leucocitario (BURDEAU, 1989; FRYE, 1991). Igual porcentaje presentan los
monocitos azurofilos d&opherus agassizfALLEMAN ET AL, 1992). Los azurodfilos de
Chelonoidis chilensis chilensifTROIANO Y SILVA, 1998) y Gopherus agassizii
(CHRISTOPHERET AL, 1999) representan el cuarto leucocito mas abundantks tortugas
marinas la mayoria de los autores no describendfilbsr (WooD Yy EBANKS, 1984;
NORTONET AL, 1990; G\NNON, 1992;AGUIRREET AL, 1995;BRADLEY ET AL, 1998;WORK
ET AL, 1998;WORK Y BALAZS, 1999;HARMS ET AL, 2000; WORK ET AL, 2001;CASAL Y
OROS 2007). ARNOLD (1994) s6lo encontré azurdfilos en una de las maesanguineas
de Caretta carettaestudiadas, mientras quens+ T AL (2000) si hallaron azurdfilos en
Caretta carettasiendo éstos y los basdfilos, los leucocitos rmemndantes.

Algunos autores han descrito variaciones esta@snah el recuento de azurdfilos,
como sucede elsopherus agassiziiespecie en la que el nimero de estas células se
incrementa durante la hibernaciorHf@STOPHERET AL, 1999), si bien este hallazgo no se
ha citado en otros estudiosIQRINSON ET AL, 2002).

Aunque se desconoce la funcion concreta de losofilpsr (MONTALI, 1988;
CHRISTOPHERET AL, 1999), se ha afirmado que la azurofilia puede d&barun proceso
infeccioso y/o inflamatorio (WKINSON, 2004).

Tabla 2.41Recuentos diferenciales leucocitarios de algunascéss de quelonios

Especie Heterdfilo Eosinodfilo Basofilo  Linfocito Monocito ~ Azurofilo  Neutrdfilo
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Quelonios 35-65 0-2 0-6 25-50 0-2
Familia
testudinidae
Tortugas
terrestres
Clemmys 22 1 15 48 5

muhlenbergfl,ma
chos silvestres

Clemmys 23 3 13 55 4

muhlenbergf,

hembras

silvestres

Geochelonepp?® 71 0.5 2 22 2

Geochelone 58 4.6 29.8 2.0 5.2
pardalis®

Gopherus 46-81 0-1 0-39 3-23 0-2 0-1
agassizif

Gopherus 35-60 0-4 2-15 25-50 0-4

agassizii*®

Gopherus 0-3 2-15 25-50 0-4

agassizit
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Especie

Gopherus
polyphemu¥

Terrapene
carolina**2

Terrapene
carolina®®

Terrapene
carolina®?

Testudo graecd

Testudo
hermannt®

Testudo
horsfieldi®
Testudo
marginata’
Testudo radiatd

Tortugas agua
dulce

Cuora
flavomarginata®

Tortugas
marinas

Chelonia myd&%8
Chelonia mydas
Chelonia myda3
Chelonia mydds
Chelonia myda%
Caretta carett’

Caretta

caretts® edad:2m
eses

Caretta

carette’, edad: 12
meses

Caretta carettd’

Heterdfilo
(%)

30

11

11
66
(invierno)
58
(verano)
50.3
0.372*
33.3

0.68-3.42*

2.2*M
2.6*H

82.9
55.8
1.4*

1.26*

59.9
76.3

70.29

60.4

Eosindfilo
(%)

10.8*

0.6
(invierno)
0.3
(verano)

21.0
0.048*
8.7
0.025-
0.53*

0.016* M
0.007*H

0.47

1.7*
1.25*
14
3.4
2.1

5.29

Basdfilo
(%)

6
8

8.0

2.5

0.050*

0.1-0.94*

0.36* M
0.39*H

2.5
O*
0.08*

0.2
0.2

0.43

0.75

Linfocito
(%)

57
56
56.1
56
33
(invierno)
41
(verano)
22.1
0.467*
55

0.4-3.4*

1.21*M
1.00*H

14.7
33
10*
8.21*
69
29.6
18.7

20.71

31

Azurdfilo
(%)

Monocito
(%)

7
9.4
9.4
9.4
0.4
(invierno)
0.7
(verano)
3.7
0.012* 0.051*
0.7
0.025-
0.47*

0.086* M
0.182*H

1.97

0.8*
1.08*

7.4
2.7

0.2

3.29

0.9 0.06

Neutrdfilo
(%)

0.3

*x10°

“M”: Machos // “H": Hembras

1: University of Miami, Avian and Wildlife Laboraty. 1996. In: Exotic companion medicine handboakvieterinarians, 2: 6

2: DESSAUER 1970

3: WALLACH Y BOEVER, 1983

4: BRENNER ET AL, 2002
5:WANG ET AL, 1999
6: PIENAAR, 1962

7: Clinical laboratory normals: California desenttbise. PAL News, Winter 1992-1993:7

8: ROSSKOPEF 1982

9: TAYLOR Y JACOBSON, 1982

10: SAMOURET AL, 1986
11:FRYE, 1994
12:STEIN, 1996

13: AATMAN Y DITTMER, 1964

14: HEARDET AL, 2004
15:MUROET AL, 1998

16: KNOTKOVA ET AL, 2002
17: LOPEZOLVERA ET AL, 2003
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18:MARKS Y CITINO, 1990

19: YANG ET AL 2014(Valores obtenidos tras sacar la media de lostregige diferentes estaciones)
20: MONTILLA ET AL, 2006

21: AGUIRREET AL, 1995 (valores 24 horas postcaptura de los eges)|

22: \WORKET AL, 1998

23: WORK Y BALAZS, 1999

24: WooD Y EBANKS, 1984 (ejemplares adultos)

25: SWITH ET AL, 2000

26:BRADLEY ET AL, 1998

27: ARNOLD, 1994

2.7.- LA BIOQUIMICA SANGUINEA DE LOS QUELONIOS

El plasma de muchos quelonios sanos puede mosti@rcaloraciéon amarillo-
anaranjada, pudiendo ser el resultado de la irgedg pigmentos carotenoides de plantas,
por lo que no deberia ser necesariamente intedaretamo un indicativo de una alteracion
en la degradacion de la hemoglobinakNviura , 1980).

La contaminacion con linfa de las muestras sangsiea quelonios causa dilucion
en algunos parametros bioquimico®¥EzOLVERA ET AL, 2003).

2.7.1.- Las Proteinas Totales (Sélidos Totales)

En los quelonios el plasma contiene aproximadamédteym/dL de proteinas, con
un rango de 2.9-6.1 gm/dL E3SAUER 1970).

La hiperalbuminemia puede ser secundaria a la diegacion (MPARTHUR ET AL,
2002; WILKINSON, 2004), hibernacion o a la actividad ovaricaCBRTHUR ET AL, 2002).
LAWRENCE (1987) afirmo que las hembras, durante la épodzaggpresentan un nivel de
albumina un 30% superior al de los machos, probadaie debido a la vitelogénesis. Este
hecho también se ha observado@opherus agassizi{DICKINSON ET AL, 2002). Esto
podria explicar los altos niveles de proteinas ritescen las tortugas blancasripnyx
spiniferug no hibernantes DEL, 1974). Ademas, durante la foliculogénesis lo®lels
de globulinas también pueden observarse elevadesHfRL, 2003). Sin embargo,
Trachemys scripty Terrapene carolinahibernantes presentan unos niveles de proteinas
superiores en los meses de invierno, lo cual psedeesultado de la hemoconcentracién
(HUTTON Y GOODNIGHT, 1957).

Parece que la hipoalbuminemia es frecuente en &snmamaduros (MKINSON,
2004). Asi, WHITAKER Y KRUM (1999) citan valores de albumina en ejemplaresnjile®
de Caretta carettamucho mas bajos que los observados en adultoserSbargo, los
valores de proteinas totales que se observan ecarikss delLepidochelys olivaceaon
similares a los observados en quelonios madurosHAMTY-HEJMADI, ET AL, 1984).
También se cita un descenso en los niveles de alblen presencia de anorexia,
malnutricion, estomatitis, parasitismo intestinabtyas enteropatias ARTHUR ET AL,
2002; WILKINSON, 2004), y se ha hipotetizado con que pueda ocurrierfermedad
hepatica, pérdida de sangre o enfermedad renak(V8oN, 2004).

En la Tabla 2.42 se muestran los niveles de pradggitasmaticas de varias especies
de quelonios.
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Tabla 2.42.Valores de proteinas totales plasmaticas en algesmezies de quelonios

Especie PT (g/dL)
Quelonios 5.5-7.5
Familia Testudinidae. Tortugas terrestres
Clemmys muhlenberdimachos silvestres 2.8
Clemmys muhlenber§ihembras silvestres 2.9
Dipsochelys gigantéa 0.5-3.8
Geochelone pardalls 3.2-4.9
Geochelone radiafécautivas) 3.97
Geochelone radiafgsilvestres) 3.3
Geochelone yniphofécautivas) 3.33
Gopherus agassiZii 2.2-5.0
Gopherus agassiZiimachos) 3.4
Gopherus agassizft*’ 3.6
Gopherus agassizfi 2.3-5.0
Gopherus polyphemtis 3.1
Gopherus agassiZii 4.6
Kinixys eros&’ 6.1 +0.044
Malacochersus tornieti 2.4-41
Malacochersus tornief{silvestres) 3.1
Testudosp® 3.4
Testudo graeci 3.25
Testudo graeca/hermarthi 1.3-3.8
Testudo hermantfi 3.1-5.4
Testudo hermantfi 3.65
Testudo hermanhi 7 .3(invierno)

8.7 (verano)

Testudo horsfield? 3.32
Testudo horsfield? 451
Testudo marginafa 2.03
Testudo marginaté 3.25
Testudo radiaté 4.0

Tortugas de agua dulce
Cuora flavomarginaté

Cuora trifasciatd®

Tortugas marinas
Caretta carettd’
Caretta carett®’ (juveniles, cautivos)
Caretta carettd’, edad:2 meses
Caretta carettd’, edad:3 meses
Caretta carettd’, edad:4 meses
Caretta carett&, edad:5 meses
Caretta carett&’, edad:6 meses
Caretta carettd’, edad:7 meses
Caretta carettd’, edad:8 meses
Caretta carettd’, edad:9 meses
Caretta carett&’, edad:12 meses
Caretta carettd>°
Caretta carettd'
Caretta carettd

5.87 (Machos)
6.27 (Hembras)

5.1

20+0.8
2.0
1.31
1.58
1.69
1.78
1.70
1.53
1.32
1.60

3.0+1.1
2.0
4.5
4.0
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Especie PT (g/dL)
Caretta carettd 3.5
Caretta carettd’ 4.1
Caretta carett& 3.0
Caretta carettd 1.4
Chelonia myda¥ 2.6-6.9
Chelonia mydds 5.1
(juveniles, silvestres)
Chelonia myda$ 3.2
Chelonia mydag 283038 2.9
Chelonia mydd$, cautivas 4.1-5.4
Chelonia mydd$,silvestres 4.3
Chelonia mydd$ 5.1
Chelonia mydd$, silvestres. En Oahu 4.2
Chelonia mydd$, silvestres. En Hawaii 5.0
Lepidochelys kemfJi 3.0-5.0
Lepidochelys kemfJi 3.2+0.66
Lepidochelys kemfi 3.1
Lepidochelys olivacéa 3.2
Lepidochelys olivacéicrias 4.31

1: Grange Laboratories, comunicacién personal, 1893. McArthur (ed.). Veterinary managementatdises and turtles. Blackwell
Science Ltd.: 117

2:RAPHAEL, 2003

3: HEARD ET AL, 2004

4: BRENNERET AL, 2002

5: GHEBREMESKELET AL, 1991

6: California Avian Laboratory (Citrus Heights, @atnia). In: A. M. Fudge (ed.). Laboratory Mediein(Avian and Exotic Pets).
Philadelphia, W.B. Saunders Company: 375-400
7:RAITIY HARAMATI, 1997

8: ROSskoPK 1982

9: DICKINSON ET AL, 2002

10:ROSSKOPE 1982

11:TAYLOR Y JACOBSON, 1982

12:Clinical laboratory normals: California desert tise. PAL News, Winter 1992-1993:7
13: SAMOUR ET AL, 1986

14:OYEWALE ET AL, 1998

15:RAPHAEL ET AL, 1994

16:MATHESET AL, 2005

17:HARCOURT-BROWN, 1998

18: GOBEL Y SPORLE, 1992

19:KNOTKOVA ET AL, 2002

20:LOPEZOLVERA ET AL, 2003

21:GOTTDENKER Y JACOBSON 1995

22:YANG ET AL 2014(Valores obtenidos tras sacar la media de lostregide diferentes estaciones)
23:GRIONI ET AL 2014

24:WHITAKER Y KRUM, 1999

25:RAPHAEL, 2003

26:BRADLEY ET AL, 1998

27:FRAIR, unpublished1964

28:LEWIS, 1964

29: TERCAFSET AL, 1963

30: THORSON 1968

31:ARNOLD, 1994

32:DESSAUER 1970

33:JACOBSONET AL, 2004(datos de Agosto del 2004)
34:BOLTENET AL, 1992

35:WHITMORE, 1994

36: GELLI ET AL, 2004

37:BOLTEN Y BJORNDAL, 1992

38:BERKSON 1966

25:KHALIL, 1947

40: SWIMMER, 2000

41:LuTz,1990

42: AGUIRRE, 1996

43:MCGEHEE, 1979

44:MOHANTY-HEJMADI ET AL, 1984
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2.8.- VALORES HEMATOLOGICOS DE LOS EMIDIDOS (Familia
Emydidae)

Como ya se ha comentado anteriormente, en los mjosl@®l area anatdmica de
puncion venosa puede influir en los resultadosodevalores hematoldgicos y de algunos
parametros bioquimicos debido a contaminacion ticd&LOPEZOLVERA ET AL, 2003).
Este hecho se ha descrito también en los quelemididos (RAWSHAW Y HOLZ, 1996;
INNIS ET AL., 2007), observandose muestras sanguineas mas purkss gunciones
yugulares (BRAWSHAW Y HoLz, 1996). Asimismo, el método de recuento celular y el
diluyente/colorante empleado pueden influir enesuftado de los recuentos eritrocitarios
y leucocitarios (FAIET AL, 2014).

2.8.1.- El Hematocrito de los Emididos

Hay autores que han descrito diferencias en ekeptaye de hematocrito asociadas al
sexo, época del afio, tamafio de los individuos georde los mismos. HUNG ET AL
(2009) observan e@cadia sinensisin nivel de hematocrito significativamente supegio
las hembras en comparacion con los machos, detles@nos registros maximos durante
el mes de junio y los minimos en noviembre. Bachemys callirostrisse constatan
diferencias significativas para este valor entrehma y hembras (siendo mayor en estas
tltimas), entre individuosn situ y ex situy con respecto al peso de los especimenes,
observandose valores inferiores en los animales5008grs y >1.500grs, y mayores en el
grupo entre 500 y 1.500g(€ARRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014). Otros autores no
detectan diferencias significativas en el valohdmatocrito entre sexos {@NSUEET AL,
2011).

Tabla 2.43.Valores de hematocrito en algunas especies dergoslemididos

Especie Hematocrito (%)
Clemmys muhlenbergii 12-33
Graptemys gibbonSi 21.25
Hieremys annandafi 14.90+3,48
Mauremys caspica lepro$a 16.29
Ocadia sinensfs 24.25 (machos); 27.00 (hembras)
Pseudemys rubriventfis 25.67
Trachemys callirostris 29.91+5.04
Trachemys picta 22.9
Trachemysp ¢ 26
Trachemys scripta elegaris 17.5
Trachemys scripta elegaiis 26

1: BRENNERET AL, 2002

2: PERPINANET AL, 2008

3: CHANSUEET AL, 2011

4: RAPHAEL, 2003

5: CHUNGET AL, 2009.(Los valores se han obtenido promediando los et descritos para varias épocas del afio)
6: INNISET AL, 2007.(Los valores se han obtenido promediando los ®edost descritos)
7: CARRASCAL-VELAZQUEZET AL, 2014

8: WANG ET AL, 1999

9:FRYE, 1994

10:MARKS Y CITINO, 1990

11:WALLACH Y BOEVER, 1983

12: ACKSON, 1991
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2.8.2.- El Nivel de Hemoglobina de los Emididos

En Ocadia sinensisio se han observado diferencias entre machos prasnmen lo
gue respecta a los niveles sanguineos de hemoag]qi®ro si se han detectado diferencias
estacionales, con niveles mas altos en los musstestizados durante el mes de junio
(CHUNG ET AL, 2009). EnTrachemys callirostrislos niveles de hemoglobina de las
hembras son superiores a los de los machos, dl gmeaen los individuosn situ en
comparacion con logx situ Los animales con pesos <500grs y >1500grs prsent
registros de hemoglobina superiores a los de logpoendidos entre los 500 y los 1500grs
(CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

En la Tabla 2.44 se exponen los niveles de hemoglobe varias especies de
guelonios de la familia Emydidae.

Tabla 2.44.Valores de hemoglobina en varias especies de quaslemididos

Especie Hb (g/dL)
Hieremys annandafii 6.08+1.12
Mauremys caspica lepro$ésilvestres, verano) 7.69
Ocadia sinensfs 4.87
Trachemys callirostris 4.0+1.0
Trachemys scripta elegahs 8.0
Trachemys scripta elegahs 8.0

1: CHANSUEET AL, 2011

2:RAPHAEL, 2003

3: CHUNGET AL, 2009.(Los valores se han obtenido promediando los eeodt descritos para varias épocas del afio)
4: CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014

5: JACKSON, 1991

6: HEARDET AL, 2004

2.8.3.- indices Eritrocitarios de los Emididos

En la Tabla 2.45 se exponen los valores de loxésderitrocitarios en diversas
especies de quelonios de la familia Emydidae.

Tabla 2.45.indices eritrocitarios en algunas especies de ewsdi

Especie MCV (fl) MCHC (gm/dL) MCH (pg)
Hieremys annandafii 595.33+209.49 42.85+11.67 245.86+91.53
Ocadia sinensfs 587.75 19.5 111.5
Trachemys callirostris 327.0£15.30 14.0+6.0 45+17.50
Trachemys scripfa 211-296 96-118
Trachemys scripta elegahs 310-1000 31 95-308

1: CHANSUEET AL, 2011

2:CHUNGET AL, 2009.(Los valores se han obtenido promediando los eebodt descritos para varias épocas del afio)
3: CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014

4: WALLACH Y BOEVER, 1983

5: HEARD ET AL, 2004
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2.8.4.- Recuento Total de Eritrocitos y Leucocitos de los Emididos

Al igual que sucede en otros quelonios, en los elmédlos factores ambientales
pueden influir en los recuentos de eritrocitos Iglecocitos. Asi, enTrachemys scripta|
recuento de eritrocitos presenta un nivel de maydi@que se incrementa en septiembre,
para decrecer hasta alcanzar el minimo en dicieml@ver a incrementarse a medida
gue se acerca la primaveraaf AN, 1960). Algo parecido ha descritaPHAEL (2003) en
Mauremys caspicailvestre y enfrachemys scripta elegansbservando que el recuento
total de eritrocitos es mayor en otofio que en werRostulé que este hecho puede ser
debido a una adaptacion consistente en incremintapacidad oxigenativa de la sangre
antes de la hibernacioBe ha observado hemodilucion en ejemplareShigsemys picta
expuestas al frio, y ésta ha sido achacada adi&dpéde eritrocitos circulantes en el higado
y el bazo (MUSSACHIA Y SIEVERS, 1956). El recuento de eritrocitos @tadia sinensi®s
mas elevado en las mediciones realizadas durantestle junio (BUNG ET AL, 2009)

En cuanto a las diferencias en el recuento deoeitibs asociadas al sexo, hay
autores que citan un mayor nimero de estas céulasl macho, como sucede en el
galapago europed(nys orbiculari¥ (DuGuy, 1970), mientras que otros han descrito justo
lo contrario, como es el caso @leachemys callirostrifCARRASCAL-VELASQUEZ ET AL,
2014),0 no han hallado diferencias estadisticamente figtivas, como erHieremys
annandalii(CHANSUEET AL, 2011).

En algunas especies se han descrito otros factoflegentes en el recuento de
eritrocitos. Por ejemplo, efirachemys callirostriSCARRASCAL-VELASQUEZET AL (2014)
observan niveles mayores de eritrocitos en los aesren cautividad frente a los de vida
libre y también detectan diferencias en el recuenteelacion al tamafio de los individuos.

Los factores externos también son influyentes emeeliento de leucocitos. En
Ocadia sinensisos mayores recuentos se observan en junio y &®ms en noviembre
(CHUNGET AL, 2009)

La influencia del sexo en el recuento de leucocitada con la especie. Asi, en
Hieremys annandaliios machos muestran niveles de gldbulos blancosrswes a los de
las hembras (GANSUE ET AL, 2011), ocurriendo justo lo contrario enTrachemys
callirostris (CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

En el galdpago de Muhlenber@lémmys muhlenbergiiel recuento total de
leucocitos en los individuos cautivos es superiodea los silvestres (BENNER ET AL,
2002). La misma circunstancia describiefOARRASCAL-VELASQUEZ ET AL (2014) en
Trachemys callirostrisEn esta especie se observa que los ejemplargsesos inferiores
a 500 grs presentan recuentos leucocitarios meqgaeesl resto de los individuos.

En la Tabla 2.46 se exponen los recuentos de @tdsoy leucocitos en varias
especies de quelonios de la familia Emydidae.
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Tabla 2.46.Valores de WBC y RBC en varias especies de quedamudidos

Especie RBC (x10°/pl) WBC (/ul)
Clemmys muhlenbergii 3000-13000
Graptemys gibbon&i 0.37 1460
Hieremys annandafii 0.275+0.094 11660+6590
Ocadia sinensfs 0.43 8625
Pseudemys rubriventris 12274
Trachemys callirostrfs 0.92+0.12 12100+5000
Trachemys scripta elegans 0.69 9700

1: BRENNERET AL, 2002

2: PERPINANET AL, 2008

3: CHANSUEET AL, 2011

4: CHUNGET AL, 2009.(Los valores se han obtenido promediando los st descritos para varias épocas del afio)
5:INNISET AL, 2007.(Los valores se han obtenido promediando los ot descritos)

6: CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014

7:WALLACH Y BOEVER, 1983

2.8.5.- Recuento de Trombocitos de los Emididos

Algunos estudios hematolédgicos en emididos hantpuksmanifiesto la existencia
de influencias externas en el recuento de tromb®dis el caso derachemys callirostris
especie en la que se ha observado un mayor nureeestds células en los animales en
cautividad en comparacion con los individulositu. También se describen diferencias en
el recuento en funcién del tamafio y el sexo. Lesmpjares con peso inferior a 500 grs
muestran menor numero de trombocitos. Las hembeagsth especie presentan mas
trombocitos que los machos ARRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014). Sin embargo, en
Hieremys annandaliino se aprecian diferencias estadisticamente wigtvfas entre
machos y hembras en lo que respecta al recuentordbocitos (BANSUEET AL, 2011).

Tabla 2.47.Recuento de trombocitos en algunas especies denipeemididos

Especie Trombocitos/pL
Graptemys gibbonsi 128.8*
Hieremys annandafii 109705400
Ocadia sinensfs 6500
Trachemys callirostris 15000+5400

* Por cada 100 leucocitos.

1: PERPINANET AL, 2008

2: CHANSUEET AL, 2011

3: CHUNGET AL, 2009.(Los valores se han obtenido promediando los eeodt descritos para varias épocas del afio)
4: CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014
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2.8.6.- Recuento Diferencial Leucocitario de los Em  ididos

-Neutrdéfilo

Ninguno de los estudios hematolégicos en quelommglidos referenciados en este
trabajo describe la presencia de neutroéfilos easestpecies.

-Heterdfilo

Los heterdfilos se consideran mas numerosos engastacuaticas que en otros
reptiles (RYE, 1973).

En Hieremys annandaliésta célula representa el leucocito mas numefGiseNSUE
ET AL, 2011)y en Ocadia sinensissupone uno de los mas abundantes junto con el
eosindfilo (GHUNG ET AL, 2009) El heterofilo deTrachemys callirostrisaparece como el
segundo leucocito en NnUMefGARRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014), al igual que en
Clemmys muhlenberg(BRENNER ET AL, 2002) yTrachemysscripta (DESSAUER 1970;
WALLACH Y BOEVER, 1983). EnPseudemys rubriventrisl heterofilo se clasifica como el
segundo o tercer leucocitonflis ET AL, 2007) y enGraptemys gibbonsiepresenta el
tercero en numero ERPINANET AL, 2008). En el caso demys orbicularisel heterdfilo es
el segundo leucocito menos numerosag&ruER 1970).

Las hembras delrachemys callirostrismuestran un porcentaje de heterofilos
superior al de los machos, y los individuos de msede 500 grs y mas de 1500grs
presentan recuentos inferiores que el resto danimsales. No se aprecian diferencias entre
los individuosin situy ex situpara este parametro ARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014),
al contrario de lo que ocurre &@emmys muhlenbergiespecie en la QUERBNNERET AL
(2002) describen un mayor numero de heterofilomemnimales salvajes en comparacion
con los cautivos. EDcadia sinensidos registros de heteréfilos en las hembras son
también superiores a los de los machos, observandssmayores recuentos en junio
(CHUNG ET AL, 2009).En Hieremys annandalino se observaron diferencias intersexuales
estadisticamente significativas para este paranf@aNSUEET AL, 2011).

-Eosinofilo

Algunos autores no han hallado eosinofilosTescchemys scriptéDESSAUER 1970;
WALLACH Y BOEVER, 1983), mientras que en otras especies este ibmsecha clasificado
como el menos numeroso. Este es el casBrdptemys gibbongPERPINANET AL, 2008)
y Clemmys muhlenberg{BRENNERET AL, 2002). Los eosindéfilos d@cadia sinensison
uno de los leucocitos mas abundantes junto cohdtexéfilos (BIUNG ET AL, 2009), y en
Hieremys annandali{CHANSUE ET AL, 2011) yEmys orbicularigDESSAUER 1970) son el
segundo leucocito mas numeroso en el recuentoedife leucocitario. EArachemys
callirostris los eosinofilos ocupan el tercer lugar en el ratu¢CARRASCAL-VELASQUEZ
ET AL, 2014)y el cuarto en el caso &seudemys rubriventr{($NNISET AL, 2007).

CARRASCAL-VELASQUEZ ET AL (2014) no observan diferencias en el recuento de
eosindfilos entre machos y hembras deachemys callirostris pero si describen
porcentajes mayores de este leucocito en los agsn@utivos frente a los silvestres y
menores en el grupo de peso comprendido entre SED§ grs. BANSUE ET AL (2011)
tampoco detectan diferencias intersexuales en celereo de eosindfilos eHieremys
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annandalii mientras que AUNG ET AL (2009) describen que los machos Qeadia
sinensispresentan porcentajes de eosindfilos superiorks ale las hembras. En esta
especie los niveles mas altos de este leucocitegsstran en junio y los mas bajos en abril.
En Clemmys muhlenbergide forma opuesta a lo descrito @cadia sinensisson las
hembras las que manifiestan mayores recuentossiteoéitns (BRENNERET AL, 2002).

-Basofilo

En algunos emididos, comGraptemys gibbons{PERPINAN ET AL, 2008) o
Pseudemys rubriventriNnis ET AL, 2007), los basdfilos representan el leucocite ma
abundante, mientras que €lemmys muhlenberg{BRENNER ET AL, 2002), Hieremys
annandalii (CHANSUE ET AL, 2011)y Ocadia sinensiCHUNG ET AL, 2009) ocupan el
tercer lugar en el recuento diferencial leucoaitabe forma opuesta, los basdfilos de
Trachemys callirostrisaparecen como el leucocito menos abundante enessgicie
(CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

En las especies de emididos estudiadas no se apiiterencias estadisticamente
significativas en el recuento de basofilos entrehoa y hembras @ENNERET AL, 2002;
CHUNG ET AL, 2009; CHANSUE ET AL, 2011; CARRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014).Sin
embargo, enOcadia sinensisse describen influencias estacionales, observéntiss
recuentos mas bajos de basofilos en abril y losatias en junio (BUNG ET AL, 2009).
Trachemys callirostrisno se aprecian diferencias estadisticamente wigtivfas en los
recuentos de basodfilos entre animalesitu y ex sity pero si se observa un porcentaje
menor de basdfilos en los animales de menos degSO(CARRASCAL-VELASQUEZET AL,
2014).

-Linfocito

El linfocito se muestra como el leucocito mas nwserdel recuento diferencial en
algunos emididos, conmibrachemys scripta elegaiBRYE, 1976), Clemmys muhlenbergii
(BRENNERET AL, 2002) yTrachemys callirostrifCARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).
En otras especies, con@raptemys gibbons{PERPINAN ET AL, 2008) representa el
segundo leucocito mas abundante, o el segundalted® recuento en el caso de
Pseudemys rubriventrigINNIS ET AL, 2007). Los linfocitos deHieremys annandalii
(CHANSUEET AL, 2011)y deOcadia sinensi$CHUNG ET AL, 2009)ocupan el cuarto lugar
del recuento diferencial leucocitario.

Se han descrito diferentas intersexuales en lasentgs de linfocitos de algunas
especies de quelonios de la familia Emydidae. Llexabnas deClemmys muhlenbergii
muestran porcentajes de este leucocito superiotes de los machos E&NNERET AL,
2002), mientras que emrachemys callirostrisse describe lo contrario AERASCAL-
VELASQUEZ ET AL, 2014). En Hieremys annandali{CHANSUE ET AL, 2011)y Ocadia
sinensis(CHUNG ET AL, 2009)no se detectan diferencias estadisticamente sigtivas
para este parametro entre sexos. En esta Ultinegiesge aprecian influencias estacionales
para el recuento de linfocitos, observandose logomea niveles en abril y junio {ONG
ET AL, 2009). EN Trachemys callirostrislos individuos muestreadds situ presentan
porcentajes de linfocitos superiores a los de mimalesex sity no apreciadose diferencias
en relacion al tamaf{@€ARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).
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-Monocito

En la mayoria de los emididos los monocitos sonlaglpoco abundantes. Es el
leucocito menos frecuente dPseudemys rubriventrigiINNIS ET AL, 2007) y Ocadia
sinensis (CHUNG ET AL, 2009) y ocupan el cuarto lugar en el recuento diferencial
leucocitario enClemmys muhlenbergi{BRENNER ET AL, 2002), Graptemys gibbonsi
(PERPINANET AL, 2008) yTrachemys callirostri§CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

EN Ocadia sinensidas hembras presentan niveles superiores de ntogagie los
machos, observdndose los mayores recuentos dwrhmies de junio (BUNG ET AL,
2009). Por el contrario, esta célula es mas abundanteognmiachos dd&rachemys
callirostris y en los individuosn situ en comparacion con l@&x sity pero no se aprecian
diferencias asociadas al tamafio de los ejempl@esRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

-Azurdfilo

De todas las especies de emididos expuestas emeesdn solo se describen
azurofilos en Hieremys annandalii(CHANSUE ET AL, 2011), si bien enClemmys
muhlenbergiise habla de monocitos azurofilicCOREINERET AL, 2002).

En Hieremys annandaliel azurdfilo representa el dltimo leucocito ercérencia del

recuento diferencial leucocitario y los machos rnraesun mayor nimero de estas células
gue las hembras {BNSUEET AL, 2011).

Tabla 2.48Recuentos diferenciales leucocitarios de variasa@sp de quelonios emididos

Especie Heterdfilo Eosindfilo Basofilo Linfocito Monocito  Azurdfilo
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Clemmys muhlenbergii 11-54 0-22 2-38 14-71 0-34
Emys orbiculari§® 2-21 12-89 0-25 45-76 0-1
Emys orbicularié 2-21 2-89 0-25 45-76 0-1
Graptemys gibbonSi 13.25 3.25 47.5 25.25 6.25
Hieremys annandafii 29.4+6.88 23.6945.30 21.23+1.90  14.81+5.88 10.7345.29
Ocadia sinensfs 2925* 2506M/2011H* 1311* 1148.75* 167.5*
Pseudemys rubriventris 2457* 686.33* 5109.67* 2965* 38.5*
Trachemys callirostris 23.64+5.62 22.75+6.22 3.59+1.48 34.831+5.48  15.19+3.89
Trachemys scripfa* 34 1.5 39.5 1

* Leucocito/uL; Macho (M), Hembra (H)

1: BRENNERET AL, 2002

2: ALDER Y HUBER, 1923

3: BABUDIERI, 1930

4: SALGUES, 1937

5:DuGUY, 1967

6: DESSAUER 1970

7:PERPINANET AL, 2008

8: CHANSUEET AL, 2011

9: CHUNG ET AL, 2009.(Los valores se han obtenido promediando los @ebost descritos para varias épocas del afio)
10:INNISET AL, 2007.(Los valores se han obtenido promediando los @ebost descritos)
11:CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014

12: WALLACH Y BOEVER, 1983
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2.9.- LA BIOQUIMICA SANGUINEA DE LOS EMIDIDOS (Familia
Emydidae)

2.9.1.- Las Proteinas Totales (Sélidos Totales)

BRENNERET AL (2002) no describieron diferencias estadisticaensignificativas en
los niveles de proteinas plasmaticas entre sexdslemmys muhlenbergiPERPINAN ET
AL. (2008) estiman la posibilidad de que los valdneguimicos puedan verse infuidos por
la hemodilucién secundaria a la contaminacion ficéade la sangre, dependiente del sitio
de puncion venosa.

En la Tabla 2.49 se muestran los niveles de pradggitasmaticas de varias especies
de quelonios de la familia Emydidae.

Tabla 2.49.Valores de proteinas totales plasmaticas en algspecies de quelonios emididos

Especie PT (g/dL)
Clemmys muhlenbergii 1.2-4.5
Graptemys gibbon&i 2.65
Mauremys caspica leprosa 3.29
(silvestres, verano)
Pseudemys rubriventfis 2.73
Trachemys scripta elegahs 5.3

1:BRENNERET AL, 2002

2: PERPINANET AL, 2008

3:RAPHAEL, 2003

4:INNISET AL, 2007.(Los valores se han obtenido promediando los eebodt descritos)
5: HEARD ET AL, 2004
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- ESPECIMENES EN ESTUDIO (TORTUGAS)

Para este estudio se han empleado 31 adultosactieie sanos (Sin signos
externos de enfermedad y actitud y actividad nag)ale la tortuga de vientre amarillo u
orejas amarillasTrachemys scripta scripfal3 machos y 18 hembras, pertenecientes a
cuatro colecciones privadas localizadas en la cstasureste de la isla de Gran Canaria,
Espafa. En todos los casos, los animales eranrdids con piensos comerciales para
tortugas acuaticas y mantenidos en alojamientostomiXcharca y zona seca) en
condiciones de exterior, con libre acceso a luarsplsometidos a factores ambientales
naturales.

En lo que respecta a las condiciones ambientagdse destacarse que el clima de
Gran Canaria se clasifica como oceanico subtrgpical temperaturas suaves en todas las
estaciones. Los valores medios de temperatura euars en las areas costeras oscilan
entre los 18 y 21 grados centigrados en la veetiaotte, pero son més altas en la costa
sur, llegando a superar en ocasiones el umbralbslet0® C. Debido a su latitud, la
radiacion solar es muy elevada y la nubosidad emolea sur es escasa, llegando a
registrarse una media de 12 horas de insolacidmaslidurante el verano. La humedad
relativa media en las costas de la vertiente suteegsproximadamente el 60%. (Fuente:
Gobierno de Canarias. Consejeria de Medio Ambigri@edenacion Territorial. Direccion
General del Medio Natural).

Segun los datos oficiales recogidos en la zonaadeDunas de Maspalomas,
localizada en la vertiente sur de la isla, la temjpea media anual es de 23.5° C, con unas
temperaturas estivales medias de 30° C e inverdaléd® C. Se registran una media de
259 dias soleados al afio, frente a 87 dias nublati®xubiertos. (Fuente: Informe técnico
seguimiento de la charca de Maspalomas. Plan DireRNE de las Dunas de
Maspalomas. Cabildo de Gran Canaria).

Debido a las suaves fluctuaciones térmicas entnevielrno y el verano a las que
estan sometidos los animales en estudio, la maylwidos afios no se desencadenan
comportamientos de hibernacion propiamente didha, Gerto grado de aletargamiento,
con disminuciones moderadas de la actividad y daslsemo de alimentos. Dicho
aletargamiento invernal no suele extenderse dupmriedos prolongados.

En la figura 3.1 se muestra la localizacion geacmatie los cuatro colectivos
implicados en el presente estudio y de la estanéteorologica de Maspalomas.
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Figura 3.1. Localizacién geografica de los colectivos en dstydde la estacion
meteoroldgica de Maspalomas en la isla de Granrzana

1.- Carrizal de Ingenio. Municipio de Ingenio.

2.- Vecindario. Municipio de Santa Lucia de Tirajana.

3.- Castillo del Romeral. Municipio de San BartolongeTdrajana.

4.- Playa del Inglés. Municipio de San Bartolomé dajana.

B.- Estacion Meteoroldgica de Maspalomas. M. de SatolBané de Tirajana.

En las tablas 3.1 y 3.2 se exponen las caractaigshiométricas de las tortugas
empleadas en el presente estudio para las dosoestmen las que se llevaron a cabo los
muestreos.
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Tabla 3.1.Peso, dimensiones, edad, sexo y procedencia @geloplares ddrachemyscripta scripta
durante el invierno de 2012-2013 (de finales deedibre a principios de febrero)

Tortuga Colectivo Sexo  Edad Peso Alt C LRC ARC LCC ACC

(N°) (N°) (Afos) __(Kg) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
9 3 M 5 0.325 5 13.1 10.5 14.5 13
10 3 M 5 0.235 4.7 10.5 9.4 11.8 11.6
11 3 M 5 0.335 5 12.2 10.3 13.5 13.3
12 3 H 6 0.873 6.9 18.2 14.9 19.2 18.9
13 3 H 5 0.16 4.2 9.4 7.6 10.6 10.2
16 1 H >10 1.84 9.2 23 15.8 25.5 23
17 1 H >10 1.64 9.6 21 15.6 23.7 22.1

18* 4 H 6 0.435 51 14 11 15.7 15
19 4 M 6 0.355 5.2 12.5 10.1 14.2 13.2
20 4 M 9 0.865 6.9 16.7 13.5 19.2 18.3
21 4 H 12 1.26 7.1 20 14.6 22.1 19.8
24 4 M 10 1.02 7.4 16.8 14.2 20.6 19.8
26 1 H >10 1.565 8.6 21.7 17 22.5 22.1
27 1 H 7 0.928 6.8 19 14.2 195 18.6
28 1 H 5 0.262 5 115 9.4 135 12.3
29 1 H >10 1.41 8.1 21.1 16.3 22.2 20.8
31 2 M 5 0.404 5.2 13.2 11 14.5 13.5
32 2 M 5 0.427 5.5 13.8 10.2 14 13.2
33 2 M 5 0.537 54 14.8 11.3 15.8 13.8
34 2 H 6 0.735 7.6 15.8 121 18.5 16.8
35 2 H 10 1.675 6.7 21.5 15.6 22 21.1
36 2 H 6 0.83 7 15.2 14 16.9 17.9
37 2 H 6 0.805 6.8 16 13.4 19 17
38 2 H 7 0.825 6.5 16 13 18 16.5
39 4 M 5 0.36 3.8 10.4 115 11 12.3
40 4 H >10 1.485 7.5 20.6 16.7 21.7 22
41 4 M 5 0.375 5.5 12.9 10.4 14.3 12.7
43 4 H >10 1.315 8.1 18.4 151 21.8 24
44 4 H 9 1.13 7.7 17.4 14.6 22 195
45 4 M 5 0.315 4.8 12.2 10.1 13.4 12.8
46 4 M 5 0.325 5 12 10.2 135 12.8

M+SD 082+ 643+ 159+ 127+ 176%* 16.7%
0.51 1.51 3.9 2.6 4.2 4.1

*La tortuga n° 18 no se muestred nuevamente emogdebido a manifestar claros signos de enfermedase momento
Alt C: altura del caparazén

LRC: longitud recta del caparazén

ARC: anchura recta del caparazén

LCC: longitud curva del caparazén

ACC: anchura curva del caparazén

M: Macho

H: Hembra

MzSD: Media y desviacion estandar
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Tabla 3.2.Peso, dimensiones, edad, sexo y procedencia @gelmplares ddrachemyscripta scripta
durante el verano de 2013 (de finales de junioads de agosto)

Tortuga Colectivo Sexo  Edad Peso Alt C LRC ARC LCC ACC

(N°) (N°) (Afos) __(Kg) (cm) (cm) (cm) _(cm _ (cm)
9 3 M 5 0.377 5.1 13.1 10.7 14.9 13.4
10 3 M 5 0.274 4.7 10.9 9.8 12 11.9
11 3 M 6 0.383 5.1 12.4 10.3 13.8 13.8
12 3 H 6 0.93 7.3 18.2 14.9 19.5 19.3
13 3 H 5 0.195 4.5 10 7.9 11 10.6
16 1 H >10 1.885 9.2 23 15.8 25.5 23
17 1 H >10 1.56 9.6 21 15.6 23.7 221
19 4 M 6 0.395 5.3 12.9 10.2 14.4 13.4
20 4 M 9 0.96 7.3 17 13.6 19.7 18.3
21 4 H 12 1.295 7.1 20 14.7 22.1 19.8
24 4 M 10 1.165 7.8 19 14.5 21.7 20
26 1 H >10 1.55 8.6 21.7 17 22.5 22.1
27 1 H 7 0.91 6.8 19 14.2 195 18.6
28 1 H 5 0.345 5.5 12.6 9.9 14.7 13.2
29 1 H >10 1.455 8.1 21.1 16.3 22.2 20.8
31 2 M 5 0.47 5.2 13.4 111 14.6 13.6
32 2 M 5 0.545 5.9 13.8 10.7 14.8 14
33 2 M 5 0.615 5.6 14.9 115 16.7 14
34 2 H 6 0.97 7.7 17 13 19.9 17.7
35 2 H 10 1.8 7 215 15.7 22 21.2
36 2 H 6 1.225 7.4 17 15.4 19 19.7
37 2 H 6 0.925 6.8 17 135 19.2 17.3
38 2 H 7 0.97 6.6 16.8 13.4 18.5 16.9
39 4 M 5 0.46 4.4 11.9 12.9 12.6 13.4
40 4 H >10 1.57 7.7 20.6 17 21.8 22
41 4 M 5 0.445 5.6 13.6 10.9 15.2 13.3
43 4 H >10 1.315 8.1 18.4 15.1 21.8 24
44 4 H 9 1.285 7.8 19 151 22.5 20.1
45 4 M 5 0.395 5.2 12.9 10.6 14.4 13.3
46 4 M 5 0.405 5.4 12.9 10.7 14.3 13.2

M+SD 09+05 661+ 164+ 131+ 181+ 171+
1.44 3.7 2.5 4.0 3.9

Alt C: altura del caparazén

LRC: longitud recta del caparazén
ARC: anchura recta del caparazén
LCC: longitud curva del caparazén
ACC: anchura curva del caparazén
M: Macho

H: Hembra

M+SD: Media y desviacion estandar
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Tomando como referencia los 30 animales muestreaddas dos estaciones, se
evidencia un aumento estadisticamente significaterdos tamafios y pesos en verano en
comparacion con el invierno anterior para ambo®séXabla 3.3). Esto es normal para
animales que aun se encuentran en edad de cretomimmo es el caso. Asimismo, el
tamafio medio de las hembras es superior al de &otos. Esto se explica parcialmente
porque la edad media de las hembras en estudi@ags ra la de los machos, pero en esta
especie ademas, se ha descrito que las hembrdsrtiaralcanzar tamafos superiores a los

de los machos en condiciones fisiologicar@BONS 2007).

Tabla 3.3.Diferencias de tamafio y peso para los ejemplar@satdemys scripta scriptantre las dos
estaciones de muestreo para ambos sexos

Estacién Variables Machos N = 13 Hembras N = 17 P-valor
INVIERNO Edad, afios .001

5 10 (76.9%) 2 (11.8%)
6-9 2 (15.4%) 7 (41.2%)
>10 1(7.7%) 8 (47.1%)

Peso, kg 0.45+0.23* 1.10+0.48 t <.001

Altura, cm 5.34 £0.92 * 726 +1.34 F < .001

Longitud lineal, cm 13.2+2.0* 18.0+£3.7 %t <.001

Anchura lineal, cm 11.0+£1.4* 14.1+25¢ <.001

Longitud curva,cm  146+2.6* 199+3.7% <.001

Anchura curva, cm 13.9+24* 19.0+3.7 t <.001

VERANO Edad, afos .004

5 9 (69.2%) 2 (11.8%)
6-9 3 (23.1%) 7 (41.2%)
>10 1 (7.7%) 8 (47.1%)

Peso, kg 0.53+0.25* 1.19+0.46 T < .001

Altura, cm 5.58 +0.96 * 740+1.24 1 < .001

Longitud lineal, cm 13.7+2.1* 185+33 % <.001

Anchura lineal, cm 11.3+14* 144 +£23 ¢ < .001

Longitud curva, cm  15.3+24* 203+£34 ¢ <.001

Anchura curva, cm 143+22* 19.3+35 ¢ <.001

Los datos son medias + SD

(*) Indica diferencias significativas en machosremstaciones (p < 0.05)

(1) Indica diferencias significativas en hembraseeastaciones (p < 0.05)

Nétese que todas las medidas biométricas han expetado un incremento estadisticamente significagiv
machos (*) y en hembras (1) del invierno al verano.

Los datos se analizaron utilizando el paquete RBjae 3.1.0 (R Development Core Team, 2014).
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Las medidas del caparazon de los ejemplares edi@stl realizaron con un pie de
rey en el caso de la Alt C, la LRC y la ARC, y eora cinta métrica flexible parala LCCy
la ACC. Los pesos se obtuvieron mediante el usarte bascula Blauscal® GRAM
PRECISION SL, con una ponderacién minima de 1 gramo

Para la determinacion de las caracteristicas dittigas y morfologicas y de los
tamanos de las células sanguineasrdehemys scripta script@e emplearon las muestras
de sangre obtenidas durante el invierno de 2013-2i#1 15 de los 31 ejemplares en
estudio, 7 machos (N° identificacion: 9, 10, 11, 29, 24, 39) y 8 hembras (N°
identificacion: 12, 13, 16, 17, 18, 21, 40, 43).

Para el desarrollo de la descripcion ultraestrattde las células sanguineas de
Trachemys scripta script@e emplearon muestras de sangre obtenidas detargeano de
2013 de 10 de los 31 ejemplares en estudio, 5 mgdtadentificacion: 9, 10, 11, 32, 33)
y 5 hembras (N° identificacion: 12, 13, 16, 27,.28)

Para el establecimiento de los parametros hematokgormales ddrachemys
scripta scriptaen dos estaciones diferenciadas (invierno y vérasoempled la totalidad
de los individuos en estudio en ambas estacionescepcion del animal N° 18, que fue
descartado para su inclusion en el estudio hengawol@ebido a que manifestaba claros
signos de enfermedad en el momento del muestremiego. Esto no impidié que fuera
incluido en el estudio citoquimico y morfolégicalieado el invierno anterior, ya que en
aguel momento, tras una exhaustiva exploracion,cagsider6 como un individuo
clinicamente sano (Tablas 3.1y 3.2).

3.2.- OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

Dependiendo del nimero de pruebas al que estugestinada la sangre de los
especimenes, se obtuvo una cantidad minima de §.Indixima de 0.5ml de sangre. La
extraccion se llevd a cabo en la vena coccigeaaklasitando la extraccion de liquido
linfatico (los vasos linfaticos de esta regién amdta estan muy desarrollados y préximos
al sistema venoso) y descartando las muestrasnoimradas con dicho liquido RiE,
1991; MaUTINO Y PAGE, 1993; CRAWSHAW Y HoOLz, 1996; REDROBE Y MACDONALD,
1999; LOPEZOLVERA ET AL, 2003; NNIS ET AL, 2007). Se optd por este sitio de puncion
venosa porque, pese a existir mayor riesgo de hi&roioh linfatica que en la puncion
yugular (RAWSHAW Y HoLZ, 1996),el procedimient@esultaba mas sencillo, debido a que
esta especie de quelonio tiende a mostrarse agrasie la manipulacién y el uso de la via
yugular para la obtencion de sangre resulto vimeate imposible en la mayoria de los
individuos no sedados, y se queria evitar el teper recurrir al uso de anestésicos.
Asimismo, resulto relativamente sencillo deteclamemento en el que se producia una
contaminacion linfética, procediendo entonces #zagauna nueva extraccién en un area
mas distal o proximal de la cola. Sin embargogahi que afirmaronNiNIS ET AL, (2007),
no se puede descartar por completo la existenc@iataminaciones linfaticas moderadas
en algunas de las muestras obtenidas. La puncidosaese realizd con jeringuillas de
insulina de 1ml con agujas de 30Gx1/2" estériles.
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Acto seguido a la extraccion de la sangre, se diocela preparacion de los frotis
sanguineos. Para el recuento diferencial leucaxit® realizaron 2 frotis por animal y
estacion. Los frotis de 15 de los animales muedte@n invierno se utilizaron a su vez
para la caracterizacion morfoldgica y la determiirace las medidas celulares. A partir de
la sangre de esos mismos 15 ejemplares se reali2dirotis mas para cada una de las 7
técnicas citoquimicas en estudio y sus variantesleeir, un total de 18 frotis por animal.
Por motivos logisticos relacionados con el procesael los frotis, la obtencion de las
muestras destinadas a la realizacion de las técmitaquimicas se realiz6 en 7 dias
diferentes dentro de la estacion invernal.

Para la preparacion de las extensiones se empldasgoortaobjetos (técnica porta-
porta) de bordes romos y pulidos para minimizaebgesgo de rotura celular f/KEY Y
DENNET, 1989). Las extensiones se realizaron inmediatandedpués de la obtencion de
la muestra sanguinea, evitando asi el uso de agtitantes (GMPBELL, 19963; BRADLEY
ET AL, 1998).A este respecto, debe destacarse que se ha degeita heparina tiende a
generar una coloraciéon azul en los frotis sang@in@ocesados con las tinciones tipo
Romanowsky, ademas de predisponer a la agregaeiptaduetas y leucocitos AWKEY
Y DENNET, 1989).

A continuacion se realizaron los hematocritos, gdos cada animal y estacion,
mediante el método del microhematocrit@@BeLL, 1996).

La sangre remanente se depositd en tubos con hapdilitio y se conservé en
refrigeracion a unos 4° C, para posteriormente eanlal en la determinacion del recuento
total de eritrocitos, leucocitos y trombocitos yl@amedicion del nivel de hemoglobina. Se
eligio como anticoagulante la heparina de litio ideba que el EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), que es el anticoagelanfs usado en mamiferos, tiende a
generar hemolisis en las muestras de algunas espdei reptiles, especialmente en
quelonios (RLOMEQUE ET AL, 1977; JACOBSON 1987; HAWKEY Y DENNET, 1989;
GRUMBLES ET AL, 1990; FRYE, 1991; ALLEMAN ET AL, 1992; BOLTEN ET AL, 1992;
JACOBSON 1992;MARTINEZ-SILVESTRE, 1994;FRYE, 1995;CAMPBELL, 199@3,C; WATSON,
1997;MUROET AL, 1998;HANLEY ET AL, 2004;HEARD ET AL, 2004).

3.3.- MICROSCOPIA OPTICA RUTINARIA

Una vez obtenidas las extensiones sanguineas amrmiegjecar al aire durante
aproximadamente una hora, tiempo tras el cual seedid a su procesado con las
tinciones hematologicas correspondientes. Se heritbegjue la morfologia celular se
preserva mejor cuando los frotis son fijados ydesiien un corto plazo tras su elaboracién
(RAPHAEL, 2003).

Las extensiones sanguineas destinadas al recuefgmendial leucocitario,
caracterizacion morfologica y medidas celularesydn procesadas con una tincién rapida
tipo Romanowsky (WLLACH Y BOEVER, 1983). Concretamente se empled el panoptico
rapido o Diff quick’ (DQ) (Panreac Quimica S.A.U. Barcelona, Espafiale Bgtodo
proporciona la suficiente calidad tintorial a laemsiones sanguineas como para llevar a
cabo una correcta identificacion y caracterizaciélular (BARROWS ET AL, 2004;LASSEN
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Y WEISER 2004). Ademas, el Diff quick ha sido empleado por mdltiples autores para
evaluar las células sanguineas en queloni@®gOLVERA ET AL, 2003; GLLI ET AL,
2004; MONTILLA ET AL, 2006; @sAL Y OROS 2007), incluyendo algunas especies de
emididos (NNIS ET AL, 2007;CHANSUE ET AL, 2011). Esta técnica es una modificacién de
la tinciobn de Wright, que reduce el tiempo del pdimiento original de cuatro minutos a
quince segundos, aproximadamente. La tincion se lke cabo en 3 pasos Y¢S Y
AGUILAR, 198&\);

1. El frotis sanguineo se fija introduciéndolo en His@n metilica de
triariimetano durante 5 segundos u 8 inmersiones.

2. Se retira el exceso de fijador sin aclarar y sethice el frotis en el primer
colorante, una solucion tamponada de xanteno, gumiesponde con la
tincion acida de eosina (color rojo), durante Suselps u 8 inmersiones.

3. Se retira el exceso de colorante sin aclarar yngeduce el frotis en el
segundo colorante, una solucién tamponada de diagime se corresponde
con la tincion alcalina de hematoxicilina (colouBzdurante 5 segundos u
8 inmersiones. A continuacion, el porta se aclaravemente con agua
corriente hasta que ésta se vuelve cristalinaalrfiante la preparacion se
deja secar al aire.

Una vez secas, las preparaciones se montaron dai&ncon un cubreobjetos
unido al porta mediante un adhesivo con base d#, yihra de esta manera evitar el
deterioro de la preparacion.

Finalmente, los frotis fueron valorados en un nscopio Nikon Eclipse E400 bajo
el objetivo de 100 aumentos (1000x), usando adeitemersion. En aquellos casos en los
gue era necesario tomar imagenes de las prepagaciee@ empleé una camara de fotos
digital Olympus SC 30 acoplada al microscopio.

3.4.- DETERMINACION DE LAS DIMENSIONES CELULARES

Para establecer el tamafio celular y nuclear deélatas sanguineas deachemys
scripta scripta(eritrocitos, leucocitos y trombocitos), se empétgrograma informatico
de analisis de imagen Image-Pilus Software, Version 4.5 (Media Cybernetjcs

Como base para la realizacién de las medidasnpiearon imagenes tomadas con
la camara Olympus SC 30 a 100 aumentos, a partiasigoreparaciones sanguineas
procesadas con Diff quickde 15 de los individuos muestreados en invierroa Rada
ejemplar se midieron 20 eritrocitos y al menos étetofilos, 10 eosindfilos, 10 basofilos,
10 linfocitos y 10 monocitos. En el caso de losnipocitos, se decidié distinguir entre
trombocitos “normales” y trombocitos “pleomoérficoslaracterizados por su morfologia
irregular, por lo que se midieron al menos 10 eélde cada uno de los dos tipos por
animal.

La unidad de medida empleada fue el micrometro) 1fas medidas usadas para
establecer el tamafio celular y nuclear fueronesd,&l perimetro, el didmetro mayor y el
diametro menor.
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3.5.- ANALISIS ESTADISTICO DE LAS DIMENSIONES
CELULARES

Las variables se resumieron en medias y desviesiestandar (SD) para cada uno
de los parametros en estudio. Dado que las medias anidadas en los animales, la
comparacion de medias segun sexo se realizé utilizdos modelos de efectos mixtos
(LAIRD Y WARE, 1982). Un contraste de hipotesis se consider@dissicamente
significativo cuando el correspondiente p-valor ifieferior a 0.05. Los datos se analizaron
utilizando el paquete R, version 3.1.0 (R Developin@ore Team, 2014).

3.6.- TECNICAS CITOQUIMICAS

Para la realizacion de las técnicas citoquimiaasemplearon las extensiones
sanguineas obtenidas de 15 de los animales muwkstrea invierno; 2 preparaciones por
animal y técnica, es decir, 18 extensiones por alhnit@niendo en cuenta que se llevaron a
cabo 7 técnicas citoquimicas, dos de ellas a sulivéidas en dos variantes, necesitando
por tanto dos preparaciones para cada una devesiastes.

Las técnicas citoquimicas realizadas fuéfIn.EMAN ET AL, 1992;WORKET AL,
1998;CAsAL Y OROs, 2007):

o Fosfatasa acida (ACP)
-Con inhibicion de tartrato
-Sin inhibicién de tartrato
o Bencidina peroxidasa (PER)
a-Natftil butirato esterasa (NBE)
-Con inhibicion de fluoruro
-Sin inhibicion de fluoruro
Cloroacetato esterasa (CAE)
Sudan negro B (SBB)
Acido periodico de Schiff (PAS)
Azul de toluidina (AT)

(@)

O O 0O

Para la elaboracion de todas las técnicas citogaéna excepciéon de las técnicas
NBE y AT, se usaron los protocolos del fabricargdas reactivos (SIGMA-ALDRICH
INC) incluidos en los kits comerciales y, como ypaomplementario, los descritos por
otros autores AN, 1986; VIVES Y AGUILAR, 1988). Como mecanismo de control de la
correcta realizacion de las técnicas citoquimickslo que los kits comerciales estan
estandarizados para su uso en humana, se realmaparaciones de sangre humana para
todas las tinciones, comprobando que los resultatdtenidos fueran los mismos que los
esperados para cada técnica.

129



Material y Métodos

3.6.1.- Fostatasa Acida (ACP)

Esta técnica citoquimica se emplea para la déweecnivel citologico de actividad
fosfatasa acida en los leucocitos.

-Principio

Se basa en el uso del naftol AS-BI fosfato y dealad=ast Garnet GBC. Depende de
las sales de diazonio (cloruro de diazonio) quefosman tras hacer reaccionar una
arilamina con nitrito sédico en un medio acidogim@ndo depdsitos coloreados altamente
insolubles (BWRSTONE 1962). El acido tartarico se emplea para deteetaxistencia de
resistencia al tartrato por parte de la fosfatagiaa

Los frotis sanguineos se incuban en una soluciéncquatiene naftol AS-BI &cido
fosforico y sal Fast Garnet GBC. Los frotis se murettatar con L(+)-tartrato. El naftol
AS-BI, liberado por hidrélisis enzimatica, formangolejos rapidamente con la sal Fast
Garnet GBC originando depadsitos insolubles de caiarrén en los lugares de actividad
enzimética. Las células que contienen fosfatasdaésensible al acido tartarico no
demuestran actividad, mientras que las que posséatdsa resistente al acido tartarico no
se ven afectadas por su uso.

-Procedimiento
1.- Fijacion:
- Solucion fijadoraSe mezclan 25ml de solucién citrato, 65ml deaely
8ml de formaldehido al 37%

- Los frotis se fijan durante 30 segundos a tempexatmnbiente (18-26° C)
y posteriormente se aclaran bien con agua desuemiza

2.-Tincion:

- Se toman dos tubos de ensayo y a cada uno sedera@®dml de solucion
base de Fast Garnet y 0,5ml de solucion de nisdtdico. Se mezcla
cuidadosamente durante 30 segundos y se deja réposautos.

- Se toman dos cubetas de 100ml (cubetas A y B)iptseluce, al mismo
tiempo que se mezcla;

Cubeta A Cubeta B
(Sin tartrato)  (Con tartrato)
Agua desionizada precalentada a 37° C 45ml 45ml
Solucion preparada en paso anterior 1.0mi 1.0ml
Solucion Naftol AS-BI fosfato 0.5ml 0.5ml
Solucién de acetato 2.0ml 2.0ml
Solucion de tartrato ™ -mmemmemmemeeoeee 1.0ml

- Etiquetar como A y B dos vasos Coplin y transfargllos las soluciones
de las cubetas correspondientes. Mantener a 3id%ar®m Maria.
- Introducir los portaobjetos (duplicados para caa@ante de la técnica) e
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incubar durante 1 hora a 37° C protegidos de la(Dada vez que se
vayan a incubar nuevas muestras se debe rencs@lulEon).

- Aclarar bien los portas con agua desionizada yratwitir durante 2
minutos en solucién de hematoxilina de Gill N° 3.

- Aclarar en agua alcalina del grifo durante variasutos para azular los
nucleos.

- Secar al aire. No se recomienda usar un medio d¢ajegoara evitar que
se dafien las caracteristicas tintoriales.

-Observaciones esperadas

Los portas se evalluan subjetivamente por la presen@usencia de la enzima
resistente al tartrato.

La actividad fosfatasa acida se manifiesta comaujod de color purpura y/o rojo
oscuro en los leucocitos y una reaccion se corsigesitiva en el frotis cuando existen
mas de dos células con actividad difusa e intessagecir, mas de 40 granulos positivos
(SuN, 1985). En humana, en ausencia de acido tartémigohos leucocitos muestran zonas
granulares de actividad enzimatica. En presencidadeato, puede observarse algun
granulo ocasional en los linfocitos y en algunosndi@gos especializadosyi$ 1985),
pero normalmente son las células polimorfonuckeka® que se muestran positivas/gé
Y AGUILAR, 1988&3).

3.6.2.- Bencidina Peroxidasa (Mieloperoxidasa) (PER )

Es un sistema de tincion citoquimica utilizado ammbna para caracterizar
polimorfonucleares en frotis de sangre o de médisea.

-Principio

La diaminobencidina (DAB) se usa como sustituto ldebencidina para la
citoquimica de la peroxidasa (mieloperoxidasa).n&ienenos poder tintorial que la
bencidina (RAHAM Y KARNOVSKY, 1966\, B), |0 que hace que sea menos atractiva para
las técnicas histoquimicas. Sin embargo, algundsresl han mejorado la metodologia
DAB haciendo a esta enzima mas util para diferereclias granulocitos y sus precursores
y a los monocitos de las células de origen linfoldeNKER ET AL, 1978,1979,1980;
HANKER Y GIAMMARA , 1991). Acorde a su modificacion, el producto deccgm de color
marron se intensifica en primer lugar con las saéesobre, seguido por la aplicacion de la
tincion de Papanicolaou modificada por Gill, proado granulos de coloracion gris-
negra intensa en los lugares de actividad mielojgiea en neutréfilos y monocitosi(G
ET AL, 1974).

El procedimiento de SIGMA-ALDRICH es similar al desarrollado pomNKER ET
AL. (1978, 1979, 1980) y ANKER Y GIAMMARA (1991), involucrando las siguientes
reacciones:

DAB + H, O, DAB oxidada (pigmento marrén claro
PM

DAB oxidada + Cu (N@, — > Pigmento gris-negro
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Cuando se usa la tincion de Papanicolaou modifigaataGill el producto de
reaccion se intensifica y tifie de un color cardstieo a los neutrdéfilos, eosindfilos y
basofilos.

-Procedimiento
1.- Fijacion:

- Solucion fijadora Se emplea la solucion glutaraldehido-acetona. Se
obtiene mezclando 25ml de acetona de grado reagtiBnl de solucion
de glutaraldehido.

- Los frotis se fijan durante 1 minuto a una tempeeatde 4-8° C y
posteriormente se aclaran 30 segundos en aguantdesia

2.- Tincion:

- Incubar durante 45 segundos silucion Diaminobenzidina/Peréxido?
(para cada cambio de muestras se renueva la sojucié

- Aclarar brevemente (30 segundos) con agua desatmiza

- Sumergir ersolucion de nitrato cuprico22 minutos aplicando una suave
agitacion (para cada cambio de muestras se refaeaéucion)

- Aclarar brevemente (30 segundos) con agua desmiza

- Sumergir en soluciéon de hematoxicilina de Gill NdWBante 8 segundos
0 4 inmersiones. Filtrar previamente la solucién

- Aclarar en agua desionizada 5 segundos, con agitacambiandola dos
veces

- Sumergir durante 12 segundos 0 6 inmersiones soluaion de trabajo
de concentrado de Scott sustituto del agua corrieet

- Aclarar en agua desionizada 5 segundos cambiaddslaeces

- Sumergir en solucién de EA modificada de Gill déeah minuto

- Aclarar en etanol al 95% 3 segundos, cambianda@sve

- Aclarar en etanol absoluto 3 segundos, cambianda@s

- Aclarar en xilol 3 segundos, cambiando 3 veces

- Dejar secar y montar con un medio de montaje pegntancon base de
xilol

0 Solucién Diaminobenzidina/Perdxidol.
- Se preparan 50ml de solucion de trabajo Trizmakamedo 5ml de
tampon Trizmal y 45ml de agua desionizada
- Se afiade un vial de diaminobenzidina
- Se afladen 0.5ml de peroxido de hidrégeno al 1%myeszela bien

0 Solucion de nitrato cuprico?.
- Se disuelve un vial de nitrato cuprico en 250madea desionizada

o Solucion de trabajo de concentrado de Scott sustiini del agua

corrientes.
- Se mezclan 5ml de concentrado de Scott y 45ml da dgsionizada
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-Observaciones esperadas

En muestras humanas, los neutrofilos y sus pre@ggwesentan una granulacion
intracelular gris-negra. Los monocitos se tifierfatera menos intensa, mientras que los
eosinofilos se tifien rojo-naranja. Los basofilogjuadren una coloracion azul y los
linfocitos son negativos.

3.6.3.- a-Natftil Butirato Esterasa (NBE) (ANSLEY Y ORNSTEIN, 1970)

Esta técnica estd orientada a detectar actividgherasa en algunos linfocitos,
principalmente células T maduras, aunque tambiémife demostrar una actividad
esterasa inespecifica en monocitos y macrofagos.

-Principio

Las esterasas no especificas hidrolizan ésterggicos, como eli-naftil acetato o
butirato, liberandax-naftol, que forma un complejo con las sales diazoniginando un
producto coloreado insoluble en el lugar de lavatdd enzimatica o adyacente al mismo
(KAss, 1979).

-Procedimiento

En su mayor parte se siguieron las pautas delctaite (SIGMA-ALDRICH),
salvo para el paso de la inhibicion por fluorurovgs Yy AGUILAR, 19883).

1.- Fijacion:

- Solucioén fijadora:Se emplea el fijador citrato-acetona-formaldehi@e.
mezclan 25ml de solucion citrato, 65ml de acetortany de formol al
37%.

- Se fijan los portas durante 10 segundos a temparatabiente (23-26° C)
y se aclaran con agua desionizada durante 45 segjuhejandose secar al
aire durante al menos 45 minutos.

2.- Tincion:

- Se prepara unsolucién tampon fosfato se disuelve el contenido de un
bote de tampodn fosfato en 500ml de agua desionizada

- Se prepara unsolucion de tabletas de nitrito sodicpse disuelve una
tableta en 6.25ml de agua desionizada

- Se afiaden 1.5ml de solucién de tabletas de n#godgico a 1.5ml de
solucién de pararosalinina. Se mezcla cuidadosamese deja reposar al
menos 5 minutos

- Precalentar 40ml de tampdn fosfato a 37° C y af@ldirsolucion anterior

- Afnadir 5ml de solucioru-naftil butirato y mezclar bien. Decantar en un
vaso Coplin. La solucién debera tener un color amba

- Colocar las muestras en la solucion e incubar deirhhora a 37° C

- Para realizar I&nhibicion con fluoruro, se afiaden a la solucién anterior
72mg de fluoruro sddico y se incuban las muestrhsrd a 37° C. (En
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ambos casos se debe preparar una nueva solucigout@cion cada vez
gue se realice un cambio de muestras)

- Aclarar con agua corriente del grifo 2-3 minutodejar secar al aire al
menos 15 minutos

- Anadir 5ml de azul de metileno a 45ml de agua déxdala y contratefir
durante 5 minutos

- Lavar con agua desionizada y dejar secar. No semieada usar un
medio de montaje para evitar que se dafien lastedsdicas tintoriales.

-Observaciones esperadas

En humana se considera que la reaccion es postivéodos los elementos
pertenecientes al sistema mononuclear fagociticesi(# Y ORNSTEIN, 1970; VIVES Y
AGUILAR, 1988&). Asi, los monocitos muestran una coloracion mp+on y los linfocitos
(células T maduras) presentan un patron de tinéa@mal (puntos) rojo-marrén. En
contraste con los linfocitos, la actividad enzirca#n los monocitos es sensible al fluoruro
(ANSLEY Y ORNSTEIN, 1970).

3.6.4.- Naftol Cloroacetato Esterasa (CAE)

Esta técnica citoquimica se emplea en humana cdmafidad de demostrar
citolégicamente la presencia de esterasas especifino especificas en los leucocitos.

-Principio

Las esterasas celulares son ubicuas, representaadserie de enzimas que actian
sobre ciertos substratos. Bajo determinadas camdiside reaccion es posible diferenciar
los tipos celulares usando substratos especifiaoa esterasas. Los métodos descritos
otorgan a los leucocitos granulociticos unas ceristicas hematoldgicas que los hacen
discernibles de los monocitosyBSTONE 1957;MOLONEY ET AL, 1960;YAM ET AL, 1971;
CAWLEY Y HAYHOE, 1972;BEARD Y FAIRLY, 1974;BECKMANN ET AL, 1974,YAM ET AL,
1974;BENNET Y REED, 1975).

Para llevar a cabo la técnica, los frotis de sangee médula 6sea o las
preparaciones tisulares, se incuban con el naf®DAcloroacetato (NCAE) y con la
presencia de una sal diazonio recién preparadao@omsecuencia, se forma un complejo
con la sal diazonio que genera depdsitos muy cado® en los lugares de actividad
enzimética.

Los procedimientos mas recientes, como el de SIGMARICH", incorporan
sales diazonio estables. Estas sales se formaaaionar una arilamina con nitrito sédico
en un medio &cido (BRsTONE 1962), dando como resultado el cloruro de diazonio
(usualmente inestable), que puede tratarse comuatElos compuestos (cloruro de zinc,
sulfato de zinc o naftaleno-1-6-disulfonato) oragido sales estables. Los citados
estabilizantes pueden producir una marcada inBibidie algunos sistemas enzimaticos,
mientras los cloruros de diazonio son menos intniiois (BURSTONE 1962).
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-Procedimiento
1.- Fijacion:

- Solucion fijadora:Se emplea el fijador citrato-acetona-formaldehi@e.
mezclan 25ml de solucidn citrato, 65ml de acetoBenlde formaldehido
al 37%. Se puede conservar en nevera a 2-8° C

- Los portaobjetos se fijan a temperatura ambier®e2@ C) durante 30
segundos y se deben aclarar muy bien durante &e@dndos con agua
desionizada corriente. (Cualquier traza de forntdtite puede inhibir la
actividad enzimatica durante la incubacion)

2.- Tincion:

- Precalentar a 37° C 40ml de agua desionizada

- Mezclar 1ml de solucion de nitrito sédico y 1mlsiducion base de Fast
Red Violet LB en un tubo de ensayo. Agitar suavdmgrdejar reposar 2
minutos

- Anadir la mezcla anterior a los 40ml de agua dézania a 37° C

- Afadir 5ml de tampon Trizmal

- Anadir 1ml de solucion de Naftol ASD Cloroacetdo. este momento, la
solucion debe volverse roja. Se mezcla bien y smrda en un vaso
Coplin

- Incubar las muestras durante 15 minutos a 37° @gidas de la luz.
(Cada vez que se incuben nuevas muestras debearsada solucion de
incubacion)

- Aclarar bien en agua desionizada durante al memosi2tos

- Contratefiir durante 2 minutos en solucion de hexigtima de Gill N° 3

- Aclarar con agua del grifo y dejar secar al aire

- Si fuera necesario cubrir los portas, usar séloioseatuosos de montaje.

-Observaciones esperadas

Los puntos de actividad se muestran como una greidul roja y son los
granulocitos (neutrdfilos, eosinodfilos y basofilogs células que en mayor medida
muestran positividad, debido a la especificidagsta enzima para dichos leucocitos. Los
monocitos y linfocitos muestran actividad leve senie.

-Método de valoracion

Los puntos con actividad naftol AS-D cloroacetastersa aparecen como una
brillante granulacién roja. La puntuacién de O aiddica la cantidad e intensidad de las
tinciones individuales en el citoplasma de losréiiees tipos celulares. Las caracteristicas
de la puntuacién se basan en cierto modo en ietexpones subjetivas. En la Tabla 3.4 se
sugiere un formato de puntuaciéon. Las conclusi@eesentran en la presencia o ausencia
relativa de tincion.
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Tabla 3.4.Caracteristicas de la puntuacion de la tincion

Puntuacion celular Intensidad de la tincién Interpretacion
0 Ninguna -
1+ De débil a moderada +
2+ De moderada a fuerte +
3+ Fuerte +
4+ Muy fuerte (brillante) +

3.6.5.- Sudan Negro B (SBB)

Esta técnica se utiliza para la deteccion histogande los granulos de los
neutrofilos en frotis de sangre y médula 0sea.

-Principio

Varios lipidos, incluyendo los fosfolipidos, lasagas neutras y los esteroles, se
tiien intensamente con Sudan negro B. La reac@&donsigranulos de los neutréfilos con
la tincion fue descrita porHEEHAN Y STOREY (1947). La tincion SBB para leucocitos
presenta un patron tintorial similar al de la téande la mieloperoxidasa AREY Y
NELSON, 1977;VIVES Y AGUILAR, 198&). Las células de la linea linfoide son negativas,
mientras que las formas mieloides y monocitoidesstran reacciones positivas. Por ello,
el SBB se considera una técnica util para la ifleation de leucemias mielociticas y
mielomonociticas (BVEY Y NELSON, 1977).

Los métodos antiguos empleaban la fijacion basadaapor de formaldehido
(DAVEY Y NELson, 1977), lo que frecuentemente ocasionaba pérdidadams y
artefactos en la tincion. Asi, el procedimientouattse basa en la fijacion con
glutaraldehido tamponado, que junto con un tieng@dubacion mas corto, permite una
excelente tincion sin pérdida celular ni distorgjBANKER ET AL, 1978).

-Procedimiento
1.- Fijacion:
- Solucion fijadora:Se mezclan 25ml de acetona de grado reactivo y 75m
de solucion de glutaraldeido y se enfria a 2-8° C

- Las muestras se fijan durante 1 minuto a 2-8° Cur@nsuave agitacion.
Después se lavan concienzudamente con agua deslaniz

2.- Tincion:

- Sumergir las muestras durante 5 minutos en Suddock B, con agitacion
intermitente

- Enjuagar al menos 3 veces en etanol al 70% hastangise desprenda
tinte y lavar posteriormente con agua destilada

- Contratefiir con solucién de hematoxicilina de GfI3 durante 5 minutos
y seguidamente enjuagar con agua del grifo
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- Secar al aire y montar en DPX u otro medio de memfae sea adecuado.
-Observaciones esperadas
En las muestras de humana los neutrdfilos y susuperes presentan una

granulacion intracelular azul-negra. Los monocgestifien menos intensamente, y los
linfocitos son negativos (AVEY Y NELSON, 1977).

3.6.6.- Reaccion del Acido Periddico de Schiff (PAS )

Esta técnica se emplea para la diferenciacion mfeciios y la deteccion de
mucopolisacaridos.

-Principio

Cuando se tratan con acido periddico, los glicakesoxidan en aldehidos. Los
aldehidos reaccionan con el reactivo de Schiff (umezcla de pararosanilina y
metabisulfito sédico), liberandose pararosanilinge forma un compuesto de color
magenta (ldTCHKISS 1948).

-Procedimiento
1.- Fijacion:
- Soluciodn fijadora:Se emplea la solucién formol-etanol. Se mezclah 5m
de formaldehido al 37% y 45 ml de etanol al 95%hd>guardarse cerrada

- Los frotis se fijan durante 1 minuto a temperatambiente y
posteriormente se aclaran 1 minuto en agua coerabitgrifo

2.- Tincion:

- Sumergir las muestras en solucion de acido penddlicante 5 minutos a
temperatura ambiente

- Aclarar varias veces con agua destilada

- Sumergir en Reactivo Schiff durante 15 minutosnapiratura ambiente.
(El reactivo de Schiff debe conservarse tapado ryesera)

- Aclarar durante 5 minutos en agua corriente débgri

- Contratefiir con solucion de hematoxicilina de @it 3 durante 90
segundos

- Aclarar los portaobjetos con agua corriente defogdurante 15-30
segundos y dejar secar al aire

- Montar con medio basado en xilol o tolueno

-Observaciones esperadas
Generalmente los leucocitos polimorfonucleares tnaiesina intensa tincion roja
citoplasmatica. Los eritrocitos y sus precursores $iegativos, mientras que los

megacariocitos y las plaquetas son intensamentevosgDAVEY Y NELSON, 1977; MVES
Y AGUILAR, 198&). Los monocitos se tifien moderadamente y puedestrangpequenos
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granulos positivos, mientras que los linfocitos rapan negativos (BVEY Y NELSON,
1977).

3.6.7.- Azul de Toluidina (AT) (WoOLMAN, 1971)

Se trata de una tincion especifica para los leta®granulociticos basofilos.
-Principio

El azul de toluidina es una sustancia que reaccesecificamente con los
proteoglucanos sulfatados presentes en algundas;édomo es el caso de los granulos de
los basofilos, generando una tincion metacromat&aolor violeta (WES Y AGUILAR,
198&).

-Procedimiento
1.- Fijacion:
- Solucidn fijadoraSe mezcla 1 parte de formaldehido al 37% y 9 paide
etanol absoluto

- Se fijan los portas durante 20 segundos y posteente se lavan en agua
destilada

2.- Tincion:

- Se sumergen las muestrassaetucion de Azul de Toluidinaldurante 15
segundos

- Hacer 2 6 3 inmersiones en etanol al 96%

- Sumergir en etanol absoluto durante 2 minutos grdsgcar

- Sumergir en etanol absoluto durante 2 minutos grdsgcar

- Sumergir en xilol durante 2 minutos y dejar secar

- Sumergir en xilol durante 2 minutos y dejar secar

- Montar con medio de montaje basado en xilol

0 Solucion de Azul de Toluidinaj{CABALLERO ET AL, 1993).

1.- Elaboracion del tampon acetato acético a pH 4.2
- Solucién A. Mezclar 2.7gr de acetato de sodio con 100ml da agu
destilada
- Solucién B.Mezclar 1.1ml de acido acético 0.5 Molar con 100ml
de agua destilada
- Se mezclan 30ml de solucion A y 90ml de solucion S&
comprueba que el nivel de pH sea el correcto.

2.- Se mezclan 0.132grs de Azul de Toluidina al 81@NA-ALDRICH"

con 66ml del tampon elaborado en el paso anterga gbtiene la solucion
de Azul de Toluidina al 0.2%.
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-Observaciones esperadas

Al tratarse de un colorante metacromatico (camlgiacalor al contacto con las
células), se observan dos colores en las exterssgarguineas: los nucleos celulares y el
fondo de la extension de color azul verdoso y laséblos de color violeta intenso. El
resto de las células sanguineas no presentan ora&sie(VIVES Y AGUILAR, 1988).

* Todas las preparaciones citoquimicas elaboradasorfugaloradas en un
microscopio Nikon Eclipse E400 con el objetivo d& Jaumentos (1000x) y aceite de
inmersion. Cuando fue necesario realizar fotosagenhuestras se empledé una camara
Olympus SC30 acoplada al microscopio.

3.7.- MICROSCOPIA ELECTRONICA

Con el objetivo de realizar la clasificacion udis&ructural de las células sanguineas
de Trachemys scripta scriptae emplearon muestras de sangre proveniente8 de [bs
individuos chequeados en verano, 5 machos y 5 lemmbe la sangre de cada ejemplar se
obtuvieron 4 capilares de microhematocrito con hiepale amonio (Statspiriris Sample
Processing Chatsworth California), que se centafag inmediatamente a 4000
revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutosuea centrifuga Herolab UniCerM.
Tras la centrifugacion se descarto el plasma sadeerie, extrayendo posteriormente la
capa blanca remanente (formada por los leucocitos yrombocitos) y parte de la capa
roja (eritrocitos) para su procesado. Estas muestueron sometidas al siguiente
protocolo:

- Para su fijacion inicial, las muestras se depamit@n una solucion tamponada de
glutaraldehido al 2% (0.1M-pH 7.4), en tubos Eppefidindividuales durante
12 horas a 6 °C.

- Posteriormente, se centrifugaron y lavaron dur&nteinutos usando la misma
solucién. Este proceso se repitié un total deveess.

- Como segundo fijador se empled el tetroxido de ogarnponado al 2%, en el
gue las muestras quedaron depositadas durantag. hor

- Seguidamente, se ejecutaron 3 lavados en agudadastie 5 minutos de
duracion cada uno.

- Las muestras se depositaron nuevamente en unagsotie acetato de uranilo al
1% durante 4 horas.

- A continuacion se llevo a cabo la deshidrataciotadeélulas mediante series de
etanol de graduacién progresiva (20°, 40°, 60° A@0°)

- Oxido de propileno-etanol 100%

- Oxido de propileno

- Propileno 6xido-embed812 resina

- Polimerizacion de las muestras en resina Embed&k2d a 70° C durante 48
horas.

- Generacion de ultrasecciones de 80 nandmetros Blitraicut S (Leica, Austria).

- Las ultrasecciones se tifieron con acetato de orét#b metanol) y solucion de
plomo Stato.
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- La observacion y microfotografias de las muesteseslizaron mediante un
microscopio electrénico JEOL JEM-1400 (JEOL Ltdbkyo, Japan).

3.8.- HEMATOCRITO

El valor hematocrito se corresponde con la praporde células por volumen de
sangre. Concretamente se emplea para conocer e&npaje de eritrocitos ASSEN Y
WEISER 2004), y suele considerarse un buen indicador skelde de salud @RBST Y
JACOBSON 1997).

Para determinar los valores de hematocrito dedmtas en estudio, se empled el
método del microhematocrito, que ha sido desclma una forma rapida y practica de
determinar dicho valor (@PBELL, 199&). Para ello, a partir de muestras de sangre fresca
de los 30 ejemplares chequeados tanto en inviesnm en verano, se obtuvieron dos
capilares de microhematocrito (Statspinis Sample Processing Chatsworth California)
por animal y estacion. Tras su centrifugacion a002@mn durante 3 minutos en una
centrifuga Herolab UniC&nM, se pudo realizar la lectura del hematocritenpmbando
la concordancia del resultado entre los dos casilalaborados por animal en cada
estacion.

La valoracion visual del plasma resultante de latrdfiagacion de los capilares,
permite ademas la deteccion de algunas alteracicm®® la ictericia, la lipemia o la
hemodlisis (lASSEN YWEISER 2004).

3.9.- RECUENTO TOTAL DE ERITROCITOS

En reptiles, los recuentos totales de eritrocitoseycocitos deben realizarse
mediante métodos manuales, debido a que la exiatelec trombocitos y eritrocitos
nucleados impide el uso de contadores celularesraicos (WALLACH Y BOEVER, 1983;
CAMPBELL, 19963, 2004a; WILKINSON, 2004).

El recuento total de eritrocitos (nUmero de eritoscpor microlito de sangre) se
midio en los 30 animales en estudio tanto en inei@omo en verano, a partir de la sangre
previamente depositada en botes de heparina alg litiantenida en refrigeracion a 4° C.

Para su determinacion se empleé un método de rrditanual directo, el Natt &
Herrick (NATT Y HERRICK, 1952; CAMPBELL, 1988). Este método ha sido utilizado por
muchos autores para la obtencién de los recuentakes de eritrocitos y leucocitos en
reptiles, incluidos los quelonios eEzOLVERA ET AL, 2003;RASKIN, 2000;HARR ET AL,
2001; CUADRADO ET AL, 2002; FONTENOTET AL, 2004;GELLI ET AL, 2004;MONTILLA ET
AL., 2006;CHANSUEET AL, 2011;SALAKIJ ET AL, 2014;YANG ET AL, 2014).

Para la realizacion de la técnica, primero debboetase la solucion diluyente-
colorante de Natt & Herrick, para lo cual tienere qnezclarse los siguientes reactivos en
el orden establecido @NT Y HERRICK, 1952;CAMPBELL, 1988);
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- NaCl: 3.88gr

- NaSOy: 2.50gr

- NaHPQO, - 12 H,0: 2.91gr

- KH,PQOy: 0.25 g.

- Formaldehido al 37%: 7.50ml

- Violeta de metilo 2B: 0.10gr

- Seguidamente se aflade agua destilada hasta obtev@umen de 1000ml.

- La solucion se deja reposar unas 12 horas y postente se filtra (papel de
filtro Whaltman n°2) y queda preparada para sizatlon.

Para diluir la sangre a analizar con el Natt & k&rrse utilizd6 la pipeta
hemocitométrica de Thoma con perla roja, que perfaibbtencién de una dilucion 1/200.
La sangre se aspira con la pipeta hasta la mar@&bdeposteriormente la pipeta se rellena
con el diluyente hasta la marca 101, mezclandateeante la dilucion durante unos 5
minutos para obtener una correcta homogeneizae€ida ghuestra.

Para llevar a cabo el recuento se emple6 la cam@rdleubauer modificada
(Neubauer improved. Marienfeld Germany 0,0025 Znnflenandola con la mezcla
obtenida y procediendo al conteo de los eritrocimssentes en los cuadrados de las 4
esquinas y el central del gran cuadrado centrld démara, empleando el microscopio con
el objetivo de 40 (400x). Esta operacién se hizo guplicado, aprovechando los dos
pocillos de la camara, obteniéndose posteriormanteedia estadistica de las dos medidas.
Dicho valor se multiplicé por 10000 obteniéndosenéimero de eritrocitos por puL de
sangrg CAMPBELL, 19963, 2004).

3.10.- RECUENTO TOTAL DE LEUCOCITOS

Para la obtencién del recuento de leucocitos sdegngb mismo método que para
el recuento total de eritrocitos, el Natt & Hertigor considerarse un sistema mas preciso
que la otra técnica de medicion mas empleada @usinunopette) (BNTENOT ET AL,
2004).

El recuento total de leucocitos (numero de leuoscgor microlito de sangre) se
midid en los 30 animales en estudio tanto en ingi@omo en verano, a partir de la sangre
previamente depositada en botes de heparina a litiantenida en refrigeracion a 4° C.

Aunque para la elaboracién del recuento leucooitae suele emplear la pipeta
hemocitométrica de Thoma con perla blanca, queifemma dilucién 1/20 de la muestra,
en nuestra experiencia este método no resultoeyighl que a la hora de la valoracion
microscopica los campos aparecieron saturados l#asésanguineas, haciendo muy
dificil la deteccion y recuento de los leucocitBer este motivo, se decidié emplear la
pipeta hemocitométrica de Thoma con perla rojagrabhdo una muestra 10 veces mas
diluida (dilucion 1/200) y mas apropiada para euemto de los glébulos blancos. Esta
variante ha sido empleada por otros autores pasceénto leucocitario en varias especies
de reptiles (BANSUE ET AL, 2011; SALAKIJ ET AL, 2014; YANG ET AL, 2014). De esta
manera, se simplifico el proceso ya que con la mismestra empleada para el recuento
de eritrocitos se llevo a cabo el recuento de leitas
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Una vez depositada la muestra de sangre diluiddNetin& Herrick en la camara
de Neubauer, se contaron los leucocitos presentéssecuatro cuadrados grandes de las
esquinas de la camara. Esta operacion se realiz@ypicado, aprovechando los dos
pocillos de la camara y calculando posteriormentenkdia estadistica. Este valor se
multiplicé por 500 (50x10 considerando que la maesstd 10 veces mas diluida),
obteniéndose el nimero de leucocitos por pL dered@mMPBELL, 19968).

3.11.- RECUENTO DE TROMBOCITOS

Actualmente no existe un sistema realmente fialble pbtener el recuento de
trombocitos en reptiles. Por ese motivo, en edted@sse han empleado los dos métodos
mas frecuentemente utilizados con el objetivo deaawy comparar los resultados y
conseguir una mayor fiabilidad.

- Recuento en camara.Se realiz6 a partir de la misma muestra empleada ¢
recuento total de eritrocitos y leucocitos a uracihin 1/200. En este caso, el
recuento se hizo en la totalidad de la cuadrical#ral, en ambos lados de la
camara de Neubauer, empleando el objetivo de 4ixJ48! nimero obtenido se
multiplicé por 1000, resultando en el nimero tatal trombocitos por uL de
sangre. Sin embargo, los resultados desprendidasante esta técnica son
variables debido a la dificultad de distinguir esi@lulas de los linfocitos
pequefnos (RYE 1991;MARTINEZ-SILVESTREET AL, 2011).

- Estimacion en frotis.- A partir de las dos preparaciones por estacionima
tefiidas con Diff quick que se obtuvieron de los 30 sujetos en estusho,
buscaron al azar, con el microscopio, al menosab@os por frotis donde no se
observaran agregaciones de trombocitos. El nUmeteochbocitos contados por
campo se sumo y se obtuvo la media estadisticavdiee se multiplicé por el
cuadrado del objetivo utilizado, en este caso,uadado de 100 (10000). Con
ello se obtuvo el nimero aproximado de trombogimspL de sangre (@RKIN,
2000; BARROWSET AL, 2004;WILKINSON, 2004).

3.12.- RECUENTO DIFERENCIAL LEUCOCITARIO

Para realizar el recuento diferencial leucocitss@smemplearon los frotis sanguineos
tefiidos con la tinciéon hematolégica Diff quickbtenidos de los 30 animales en estudio en
las dos estaciones en las que se realizd el maedies muestras se valoraron al
microscopio optico usando aceite de inmersiéngbgtivo de 100 aumentos (1000x).

Se contaron 100 leucocitos por extension sangyineetotal de 200 leucocitos por
animal y estacion, teniendo en cuenta que las sixiees se realizaron por duplicado. El
conteo se llevo a cabo en diferentes areas dé,fajuiendo la direccidon de la cola a la
cabeza, con un movimiento de vaivén (en zigzag abarcar la mayor superficie posible.
De esta forma se obtuvo el porcentaje relativo atdadipo celular leucocitario. A este
respecto, WKKINSON (2004) destacé la importancia de examinar todasateas de la
extension sanguinea para obtener una muestra eafatga de los leucocitos, ya que las
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células de mayor tamafio tienden a encontrarse eayomfrecuencia en los margenes de
los frotis, pudiéndose obtener resultados erroseo® se observan todas las areas de las
preparaciones.

3.13.- ESTIMACION DEL PORCENTAJE DE ERITROCITOS
INMADUROS

Para la estimacion del porcentaje de eritrocibmsaduros, se emplearon los frotis
sanguineos tefiidos con la tincion hematolégica @iftK’ obtenidos de los 30 animales
en estudio en las dos estaciones en las que sedredl muestreo. Las muestras se
valoraron al microscopio éptico usando aceite deeirsion y el objetivo de 100 aumentos
(1000x).

Se revisaron 250 eritrocitos por frotis y un tadal 500 eritrocitos por animal y
estacion, empleando campos al azar en los queélakg se distribuyeran en una capa
simple. Los eritrocitos con morfologia y caractigrés tintoriales compatibles con formas
inmaduras eran anotados y posteriormente se ol#ergarcentaje con respecto al nimero
total de eritrocitos valorados.

3.14.- MEDICION DEL NIVEL DE HEMOGLOBINA

El nivel de hemoglobina se midié en los 30 animalesstudio tanto en invierno
como en verano, a partir de la sangre previamespesitada en botes de heparina de litio
y mantenida en refrigeracion a 4° C.

Se empled para este proceso un analizador autanaicCelltacee NIHON
KOHDEN” MEK-6450K, cuyo funcionamiento se basa en el m#tode la
cianometahemoglobina, que es el mas empleado paletérminacion de la hemoglobina
en reptiles (8IDEL, 2003; MARTINEZ-SILVESTRE ET AL, 2011). Ademas de la rapidez y
sencillez de la prueba por tratarse de un procesonetico, la principal ventaja que
ofrecié este sistema fue el escaso volumen de esaegtera requerido, unos 20uL
(0,02mL).

3.15.- INDICES ERITROCITARIOS

Los indices eritrocitarios describen el tamafioimgdel contenido en hemoglobina
de los eritrocitos. Pueden ser calculados por meelioontadores celulares automaticos o
utilizando ecuaciones estandar. En nuestro essal@mplearon las ecuaciones estandar a
partir de los valores de hematocrito, hemoglobinareguento total de eritrocitos
(CAMPBELL, 1995);
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VCM: Hematocrito x 10/Recuento eritrocitos {)LO
HCM: Hemoglobina x 10/Recuento eritrocitos {10
CHCM: Hemoglobina x 100/Hematocrito

- El Volumen Corpuscular Medio (VCM) indica el tamafedio de los eritrocitos.
Un valor aumentado, normal o disminuido indica @leeritrocito medio es
macrocitico, normocitico o microcitico, respectivante.

- La Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) indica elnismido medio de
hemoglobina por eritrocito. Desde el punto de vidtaico es frecuentemente
ignorada.

- La Concentracion de Hemoglobina Corpuscular MediddGM) indica la
concentracion de hemoglobina en un eritrocito metina CHCM normal o
disminuida indica que, morfolégicamente, el eritiwces normocromico o
hipocrémico respectivamente. Un aumento de la CH@Mica un error
laboratorial 0 de muestreo, como puede ocurrir emestnas hemolisadas
(WILLARD Y TVEDTEN, 2004).

3.16.- MEDICION DE LAS PROTEINAS TOTALES (SOLIDOS
TOTALES)

El valor de los sélidos totales es aproximadameqtevalente a la concentracion de
proteinas plasmaticas, siempre que el plasma reuas@é apariencia clara, ya que la
lipemia y la hemolisis producen elevaciones artetdes de su nivel. Se puede determinar
de forma sencilla mediante el uso de un refract@metuna pequefa cantidad de plasma
sanguineo (#&LLO, 2000). Esta técnica ha sido empleada por algandsres para la
determinacion del nivel de proteinas totales eromquies (FERPINANET AL, 2008).

En nuestro estudio, los solidos totales se detemmima partir del plasma obtenido
de los capilares empleados para la determinacibnidel de hematocrito, por lo que se
dispuso de dos capilares por animal y estaciéretiara se realizé en un refractometro
portétil C-6 COMECTA, modelo SZJ-D. Para obteneplelsma, los capilares, una vez
centrifugados y realizada la medicion del hematioceran fracturados por encima del
nivel celular y el contenido en plasma depositadbres la superficie de lectura del
refractbmetro. Las muestras de ambos capilares aratizadas para confirmar la
concordancia de los resultados.

3.17.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS PARAMETROS
HEMATOLOGICOS

Como objetivo principal se pretendia comparar kasables hematologicas de los
sujetos en estudio segun sexo y estacion. Los d&ta@nalizaron en primer lugar por
estacion (invierno, verano) y dentro de cada umagpopo de sexo. Se hizo o mismo
segun peso y estacion (animales de >700grs y <§00Ogas variables se resumieron,
segun se dieran o0 no los supuestos de normalidangdias y desviaciones estandar o en
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medianas y rangos intercuartilicos (IQR). Las ned&compararon mediante el t-test para
datos independientes. Las variables se resumiarohién dentro de cada grupo de sexo y
de peso por estaciones. En este caso, las med@asrgmraron utilizando el t-test para
datos emparejados y las medianas, mediante eléasfiilcoxon para datos emparejados.

Considerando que se realizé la determinacion delend de trombocitos en ambas
estaciones por dos métodos alternativos (recuentcamara y estimacion en frotis), se
explord la concordancia de ambos métodos medidmteatisis de Bland-Altman (BND
Y ALTMAN, 1986). Este método basicamente consiste en epeeda diferencia de las dos
determinaciones frente a la media geométrica deaantBuando las determinaciones sean
concordantes, las diferencias tenderan a distsbwirededor del cero. Se utilizé asimismo
la regresion de Passing-Babloka@ ok ET AL, 1988). Finalmente se obtuvo el coeficiente
de correlacion intraclase (ICC), el cual se estmeidiante un intervalo de confianza al
95%. Un valor de ICC proximo a 1 indica concordarentre ambas determinaciones. Un
valor nulo indica falta de concordancia (los praceentos miden magnitudes diferentes).

En todos los analisis, un test de hipétesis seidertsestadisticamente significativo

cuando el correspondiente p-valor fue inferior@0Los datos se analizaron utilizando el
paquete R, version 3.1.0 (R Development Core Teaiy).
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4.- RESULTADOS

4.1.- CELULAS SANGUINEAS

En este estudio, mediante las técnicas de migodsdptica rutinaria (tincion Diff
quick?), tinciones citoquimicas y microscopia electrénisa han identificado 7 tipos
celulares sanguineos en la tortuga de vientre Amarorejas amarillasTfachemys scripta
scripta). Ademas de eritrocitos y trombocitos, se han mtes& tipos de leucocitos;
heterdfilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos ynocitos.

4.2.- DIMENSIONES Y MORFOLOGIA CELULAR

4.2.1.- El Eritrocito

Mediante el uso de la tincién de Diff quitkDQ) los eritrocitos maduros muestran
una morfologia que va de oval a bacilar con unaraolén citoplasmatica azul-violeta
deébil o rosa palido y un nucleo de redondo a owal gna tincion baséfila mucho mas
intensa que la del citoplasma. Algunos eritrocifpgsentan a su vez inclusiones
citoplasmaticas basofilas pequefias de morfologidondeada. Estas aparecen
frecuentemente de manera individual y con una ilwa@bn cercana al nacleo (Fig. 4.1).
En ocasiones también se detectan eritrocitos inmad&stos muestran un contorno mas
redondeado y un nudcleo proporcionalmente mas graadkimas de un mayor nivel de
basofilia citoplasmatica (Fig. 4.2). En aparien@atas ceélulas tienden a ser de menor
tamafio que los eritrocitos maduros, pero esto sefluenciado por el estado de desarrollo
de cada célula y debido a la escasez de las fammesluras en los frotis sanguineos, no se
pudo establecer una comparativa estadisticamegrtiicativa.

En la Tabla 4.1 se exponen las dimensiones cetulgrenucleares medias
observadas en este estudio para el eritrociflr alghemys scripta scripta.
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Tabla 4.1. Dimensiones citoplasmaticas y nucleares del eritrate Trachemys scripta

scripta y comparativa entre sexos (todas las medidas esfesadas gum salvo el area,
2

enum-).

Variable Global Machos Hembras P
N =15 N=7 N=28
Eritrocitos @ Mayor citoplasma  18.42 + 1.53 18.49 + 1.53 18.36 + 1.52 731
@ Mayor nucleo 5.45 + 0.47 5.52 +0.43 5.38 + 0.49 .329
@ Menor citoplasma  11.46 + 0.95 11.51 £ 0.97 11.78 £0.91 .393
@ Menor nucleo 4.57 +0.39 4.58 +0.40 4.55 +0.38 .806
Area citoplasma 176.9+22.47 175.6+22.4 178.2 +22.53 .696
Area nucleo 19.97 £2.84 20.35+2.77 19.64 + 2.87 .498

Perimetro citoplasme 48.43 + 3.31 48.42 + 3.25 48.45 + 3.38 971
Perimetro nicleo 15.86 + 1.22 16.04 £ 1.22 15.70 £ 1.20 416

Los datos son medias + SD; Los p-valores se olruvide modelos de efectos mixtos.
Una diferencia se consideré estadisticamente &gtiifa cuando p < 0.05

4.2.2.- El Heterdfilo

Los heterofilos ddrachemys scripta scripta aparecen como células redondas con
un nudcleo generalmente periférico redondo u ovalcderacion violeta oscuro, con
cromatina agrupada. Algunos heteroéfilos presentaolens lobulados. El abundante
citoplasma, de coloracion débilmente eosindfileglesuencontrarse repleto de granulos
eosinofilos (naranja-fucsia) fusiformes y/o pleofio@s, generalmente muy apretados
entre si, lo que dificulta su distincion. En ocas®, estos granulos tienden a protruir
contra la membrana citoplasmatica y el nucleo (#igj).

Tabla 4.2. Dimensiones citoplasmaticas y nucleares del hekerdé Trachemys scripta

scripta y comparativa entre sexos (todas las medidas esfesadas gum salvo el area,
2

enum-).

Variable Global Machos Hembras P
N =15 N=7 N=8
Heterdfilos @ Mayor citoplasma 12.41 +1.94 12.26 +2.25 12.54 + 1.63 .751
@ Mayor nucleo 7.61+£0.9 7.65 + 0.95 7.58 + 0.85 .633
@ Menor citoplasma  11.36 £ 1.73 11.28 +1.94 11.43+1.54 .857
@ Menor nicleo 4.95 +0.99 483+1.13 5.05+0.84 .319
Area citoplasma 113.2+33.47 111.8+38.21 114.5 + 28.95 .875
Area nucleo 29.19 +7.59 28.60 + 8.62 29.71 + 6.59 .498

Perimetro citoplasmé 37.48 £ 5.66 37.13 £ 6.55 37.79£4.77 .804
Perimetro nucleo 19.96 £ 2.41 19.83 £ 2.68 20.08 £ 2.16 .619

Los datos son medias + SD; Los p-valores se olruvide modelos de efectos mixtos.
Una diferencia se consideré estadisticamente &gtiifa cuando p < 0.05
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4.2.3.- El Eosindfilo

Los eosinofilos son muy similares a los heteréfim lo que respecta a su forma y
tamafio, con un nucleo generalmente excéntrico tedarovalado de coloracion puarpura,
con cromatina agrupada. Dicho nucleo puede apalelselado en algunas ocasiones. El
citoplasma presenta una coloracién que va del patido al violeta débil, portando un
namero moderado de pequefios granulos perfectamegiiedos de coloracion rosa-roja
brillante (eosindfilos) (Fig. 4.4).

Tabla 4.3. Dimensiones citoplasmaticas y nucleares del edkindé Trachemys scripta

scripta y comparativa entre sexos (todas las medidas egf@esadas gum salvo el area,
2

enum-®).

Variable Global Machos Hembras P
N =15 N=7 N=8
Eosindfilos @ Mayor citoplasma  13.56 + 1.54 13.28 +1.34 13.80 + 1.66 412
@ Mayor nucleo 7.57+1.11 7.62+1.16 7.53+1.07 757
@ Menor citoplasma  11.62 + 1.32 11.92+1.41 11.36 £1.18 .251
@ Menor nucleo 476 +1.12 455 +1.09 495+1.11 413
Area citoplasma 123.8+225 126.6 £25.34 121.3 +19.46 .531
Area nucleo 28.39+8.1 27.53 +8.09 29.15 + 8.09 .648
Perimetro citoplasm: 39.9 + 3.66 40.04 £ 3.85 39.78 + 3.49 .856
Perimetro nucleo 20.0+2.99 19.77 + 3.19 20.21 £2.80 .738

Los datos son medias + SD; Los p-valores se obtuvide modelos de efectos mixtos.
Una diferencia se considero estadisticamente gigtiifa cuando p < 0.05

4.2 .4 .- El Basofilo

Los basoéfilos son, por lo general, células masupias que los heterdfilos y
eosinofilos. Muestran una morfologia redondeada womucleo redondo central o en
ocasiones periférico. Su escaso citoplasma contiem®erosos granulos redondos
basofilos de diferentes tamarfios, que frecuentememtescaran el nucleo e impiden su
valoracion morfologica. En ocasiones se observaasacitoplasmaticas degranuladas con
un aspecto apolillado (Fig. 4.5).

En la Tabla 4.4 se exponen las dimensiones cetulgrenucleares medias
observadas en este estudio para el basofilo atghemys scripta scripta.
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Tabla 4.4. Dimensiones citoplasmaticas y nucleares del basdf Trachemys scripta
scripta y comparativa entre sexos (todas las medidas esfesadas gum salvo el area,

enpmd).

Variable Global Machos Hembras P
N =15 N=7 N=38
Basofilos @ Mayor citoplasma  8.69 = 0.98 8.68 +1.03 8.70 £ 0.93 .942
@ Mayor nucleo 6.33 £ 0.88 6.29 + 0.84 6.36 + 0.91 .804
@ Menor citoplasma  7.89 £ 0.84 7.86 £ 0.88 7.92 £0.82 .820
@ Menor nicleo 5.63+0.88 5.62 £ 0.85 5.65 + 0.90 .933
Area citoplasma 54.39+11.54 54.51+11.90 54.28 + 11.27 .965
Area nucleo 29.06 + 8.03 28.72+7.79 29.37 +8.27 .804
Perimetro citoplasm: 26.16 + 2.81 26.16 £ 2.94 26.15+2.71 .987
Perimetro nicleo 18.82 + 2.64 18.73 + 2.53 18.90 + 2.74 .864

Los datos son medias + SD; Los p-valores se olruvide modelos de efectos mixtos.
Una diferencia se consideré estadisticamente &gtiifa cuando p < 0.05

4.2.5.- El Linfocito

Los linfocitos muestran cierta variabilidad de &fim, lo que hace que se
encuentren tanto células pequefias como medianadegraaunque es mas frecuente
localizar células de tamafio moderado. La morfolegigeneralmente redondeada, con un
nacleo redondo, a veces dentado, de coloracion-vaaeta oscura y cromatina
densamente agrupada. El escaso citoplasma tiendelear el nucleo mostrando una
coloracion débilmente azulada y en ocasiones finsngranular (Fig. 4.6). El ratio
nucleo/citoplasma suele ser 0,75.

Como puede observarse en la Tabla 4.5, algunks aeedidas de los linfocitos en
hembras son mayores que en machos.

Tabla 4.5. Dimensiones citoplasmaticas y nucleares del libdodie Trachemys scripta

scripta y comparativa entre sexos (todas las medidas egfrsadas gum salvo el area,
2

enum-).

Variable Global Machos Hembras P
N =15 N=7 N=8
Linfocitos @ Mayor citoplasma  9.25+ 1.33 9.00+1.21 9.47 +1.39 .032
@ Mayor nucleo 8.05 + 0.95 7.83+0.94 8.24 £ 0.92 .062
@ Menor citoplasma  8.04 £ 0.99 7.97 £ 0.96 8.11+1.01 .501
@ Menor nicleo 6.84 £ 0.83 6.74 £ 0.89 6.93+0.76 .226
Area citoplasma 58.21 +13.62 55.99 +13.06 60.20 + 13.87 .109
Area nucleo 43.89+9.58 42.08 +10.13 45.50 + 8.81 .107
Perimetro citoplasm: 27.67 + 3.42 26.67 £ 3.24 27.80 £ 3.50 .046
Perimetro nicleo 23.62 + 2.64 23.03 £ 2.66 24.15 + 2.53 .055

Los datos son medias + SD; Los p-valores se olrmvide modelos de efectos mixtos.
Una diferencia se considero estadisticamente gigtiifa cuando p < 0.05
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4.2.6.- El Monocito

Los monocitos dd@rachemys scripta scripta son por lo general de mayor tamarfio
que los linfocitos, con un contorno habitualmemrt@ondeado. El nucleo es de color azul-
violeta, con un patrén de cromatina menos denscehde los linfocitos y una morfologia
variable, que puede ser fusiforme, arrifionada, avatlentada. El citoplasma, mas
abundante que el de los linfocitos, es de colot palido, apreciandose ocasionalmente
diminutos granulos basofilos y/o eosindéfilos queotergan una apariencia arenosa (Fig.
4.7). El ratio nacleo/citoplasma suele ser 0.5.

Tabla 4.6. Dimensiones citoplasméaticas y nucleares del momatztTrachemys scripta

scripta y comparativa entre sexos (todas las medidas egf@esadas gum salvo el area,
2

enum-®).

Variable Global Machos Hembras P
N =15 N=7 N=8
Monocitos @ Mayor citoplasma  12.57 £ 1.63 12.48 +1.54 12.65+1.70 .558
@ Mayor nucleo 9.58 +1.04 9.39 + 0.95 9.74+£1.10 .252
@ Menor citoplasma  10.59 + 1.23 10.51 £1.16 10.66 £ 1.29 494
@ Menor nucleo 7.08 £0.82 6.92 + 0.82 7.22+0.81 101
Area citoplasma 104.3+21.87 103.65+20.99 104.87+£22.72 .796
Area nucleo 53.64 + 8.97 51.84 +8.78 55.21 + 8.89 .153

Perimetro citoplasm: 36.57 £ 4.0 36.23 + 3.67 36.96 + 4.27 427
Perimetro nicleo 27.04 +2.73 26.43 +2.30 27.57 +2.98 .187

Los datos son medias + SD; Los p-valores se obtuvide modelos de efectos mixtos.
Una diferencia se considero estadisticamente gigtiifa cuando p < 0.05

4.2.7.- El Trombocito

En este estudio se ha distinguido entre trombscitmrmales” y trombocitos
“pleomorficos” o reactivos, en funcion de su maofyih. Ambas variantes fueron
detectadas en todos los individuos en estudio gossideraron la misma célula pero en
etapas diferentes de actividad o activacion.

Los trombocitos normales presentan generalmeni@ fanma oval o0 mas
frecuentemente bacilar, con un nucleo oval o badk color azul-violeta oscuro y
cromatina agrupada. El citoplasma suele estarifachl en los polos nucleares y en
ocasiones pueden apreciarse estructuras redonflastagas a ambos lados del ndcleo
compatibles con vacuolas (Fig. 4.8). Por su p#steirombocitos pleomaérficos suelen ser
pequefios y redondeados aunque pueden mostrar uri@lagi@ irregular. ElI nucleo,
generalmente redondo, es mas basdfilo que el deolmbocitos normales y el citoplasma,
muy escaso, rodea al nacleo a modo de halo (F). En ambos casos, el citoplasma
presenta una coloracion azul muy palida y lleg@ratmnsparente en la mayoria de las
células, lo que permite distinguir a los trombaeitfdeomorficos de los linfocitos. En
muchas preparaciones sanguineas los trombocitasmgtéicos tienden a aparecer
formando agregados.
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Las medidas celulares y nucleares de los tromimoibrmales y de los trombocitos
pleomorficos han sido tomadas y estudiadas poraepdTablas 4.7 y 4.8).

Tabla 4.7. Dimensiones citoplasmaticas y nucleares del troitdotnormal” de
Trachemys scripta scripta y comparativa entre sexos (todas las medidas esgnesadas

enpm salvo el area, gmm?).

Variable Global Machos Hembras P
N =15 N=7 N=8
Trombocitos @ Mayor citoplasma 15.08+2.31 1480+233 1543+2.26 479
Normales

@ Mayor nucleo 8.96+0.9 9.08 £0.79 8.82+1.02 .305
@ Menor citoplasma 5.76 £ 0.82 5.76 £ 0.83 5.76 £+ 0.82 971
@ Menor nicleo 4.43 £0.53 4.44 +0.57 442 +0.48 .870
Area citoplasma 71.15+16.55 70.62+17.93 71.79+14.89 .889
Area nucleo 3297+547 3357+567 3225+520 513
Perimetro citoplasma 35.4+4.91 34.75+4.97 36.19+4.78 449
Perimetro nucleo 22.23+1.89 22.46+1.72 21.95%2.05 416

Los datos son medias + SD; Los p-valores se olrmvide modelos de efectos mixtos.
Una diferencia se considero estadisticamente sigtiifa cuando p < 0.05

Tabla 4.8. Dimensiones citoplasmaticas y nucleares del troitdpleomoérfico” de
Trachemys scripta scripta y comparativa entre sexos (todas las medidas esgnesadas

enpm salvo el area, gmm?).

Variable Global Machos Hembras P
N =15 N=7 N=8
Trombocitos @ Mayor citoplasma 7.31+1.02 7.28 +£1.05 7.33+1.00 .829
Pleomorficos

@ Mayor nucleo 6.30+0.76 6.30 £ 0.80 6.29+£0.73 .929
@ Menor citoplasma 5.82 = .830 5.72+0.72 5.90 £0.91 449
@ Menor nucleo 5.01 £ 0.67 4.96 £ 0.66 5.04 £ 0.68 723
Area citoplasma 33.19+7.66 32.36+7.08 33.91+8.11 AT73
Area nucleo 24.94+513 24.64+508  25.20 5.19 759
Perimetro citoplasma 20.83+2.54 20.61+2.46 21.02+2.61 .579
Perimetro nucleo 17.97+192 1788+1.99 18.04+1.86 .836

Los datos son medias + SD; Los p-valores se olrmvide modelos de efectos mixtos.
Una diferencia se considero estadisticamente sigtiifa cuando p < 0.05
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4.3.- ULTRAESTRUCTURA CELULAR

4.3.1.- El Eritrocito

Mediante el uso del microscopio electronico, lafgaitos deTrachemys scripta
scripta muestran un contorno oval o fusiforme, con un emictedondo u oval con
heterocromatina densa. En el citoplasma de algaritscitos se detecto la presencia de
ribosomas e incluso de alguna mitocondria (FigO¥.También se describe la existencia
en algunas células de pequefas inclusiones citnptess redondas electrodensas,
localizadas cerca del nucleo y habitualmente iddiaies (Fig. 4.11). Dichas estructuras no
presentan organulos reconocibles ni membrana celydai.

4.3.2.- El Heterofilo

Los heterdfilos se muestran como células redoradeadn abundante citoplasma.
El nacleo aparece oval, fusiforme o arrinonado jtbabmente excéntrico y con acumulos
variables pero moderados de heterocromatina. &plasma presenta multitud de granulos
con una morfologia que va de oval a fusiforme y aleZtrodensidad homogénea pero
moderada. También se describen algunos granulosdeddos mas pequefios (Fig. 4.12).
Los organulos mas comunmente detectados son lascandrias y el reticulo
endoplasmatico liso, aunque también se puede aacaaticulo endoplasmatico rugoso y
complejos de Golgi. Los granulos de Beta-glucégamescasos.

4.3.3.- El Eosindfilo

La morfologia externa de los eosindfilos Teachemys scripta scripta es muy
similar a la descrita para los heterdfilos. El eo¢lde localizacion periférica, aparece oval
o fusiforme, con acumulos variables de heterocrmmat.os granulos citoplasmaticos
muestran un contorno que va de redondo a oval \elaw@rodensidad superior a la de los
granulos de los heterdfilos y sin estructuras aiisis surcando su interior (Fig. 4.13).
También se suelen observar pequefias inclusionesilgras y cierta cantidad de Beta-
glucdgeno. Las mitocondrias y el reticulo endoplstn liso y rugoso son faciles de
detectar, mientras que los complejos de Golgi y#asiolas son raros.

4.3.4.- El Basofilo

Los basofilos son células redondas, mas pequedaslas heterdfilos y los
eosinofilos, con un gran nucleo redondo y excémigige muestra acumulos moderados de
heterocromatina y una baja electrodensidad (Fit@)4.El citoplasma suele ser escaso,
lleno de granulos redondos, aunque algunas veaE®agn granulos pleomorficos. La
mayoria de estos granulos presenta una elevadeodketsidad y una forma bien definida,
mientras que otros parecen estar sufriendo un goode degeneracion. Un pequefio
namero de granulos puede exhibir una baja eleatsadad, con una estructura interna rica
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en microtabulos (Fig. 4.15). Las mitocondrias, etlaulo endoplasmatico liso y rugoso y
los complejos de Golgi son habituales en estadaséjulos granulos de Beta-glucogeno
son abundantes.

4.3.5.- El Linfocito

El ndcleo de los linfocitos es redondo, aunquéthalmente se presenta dentado o
segmentado, con abundantes acumulos de heterograntatescaso citoplasma tiene una
forma redondeada, pero frecuentemente se apredagenes irregulares y proyecciones
citoplasmaticas (Fig. 4.16). Las mitocondrias y padirribosomas y también el reticulo
endoplasmatico rugoso, son abundantes, pero tarabiélescribe la presencia de reticulo
endoplasmatico liso y complejos de Golgi, ademasalipinos pequefios granulos
electrodensos.

4.3.6.- El Monocito

Los monocitos aparecen, mediante el uso del nuops electronico, como células
de gran tamafio, de aspecto redondeado, fusiformameboide, con un nucleo
proporcionalmente pequefio, de contorno bacilaféftrae, frecuentemente dentado y con
una menor cantidad de heterocromatina que en el amados linfocitos (Fig. 4.17). Los
organulos mas frecuentes son las mitocondriagtigluto endoplasmatico liso y rugoso y
algunas vacuolas de pequefio tamafio. También sevabsgranulos pleomodrficos
pequefos de electrodensidad variable.

4.3.7.- El Trombocito

Los trombocitos ddrachemys scripta scripta, ultraestructuralmente se muestran
como ceélulas pequefas redondas u ovales con esitaptasma (Fig. 4.17). El ndcleo
suele ser redondo, aunque en ocasiones aparecgulamaente lobulado. La
heterocromatina nuclear es de localizacion pecééyisu electrodensidad mayor que la del
nucleo de los linfocitos. El citoplasma puede pmemeproyecciones digitiformes en su
superficie y los polirribosomas suponen el orgamals frecuente, aunque también se
detectan mitocondrias y reticulo endoplasmatico Yisrugoso. Cuando el complejo de
Golgi estd presente, suele aparecer adyacente rdtosema. Algunos trombocitos
desarrollan estructuras canaliculares claras gueerdan a pequefias vacuolas y también
granulos pequefios de apariencia heterogénea (ER). 4a agregacion celular se observa
con frecuencia en las preparaciones.
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4.4.- TINCIONES CITOQUIMICAS

En la Tabla 4.9 se resumen las caracteristicawitites de las células sanguineas
de Trachemys scripta scripta con respecto a las 7 técnicas citoquimicas, yatantes,
empleadas en este estudio para obtener la caracién citoquimica de dichas células.

Se debe resaltar que las preparaciones de samganh empleadas como controles
de las tinciones citoquimicas mostraron resultailodares a los esperados, por lo que se
considera que el desarrollo y elaboracion de lasdés fue el adecuado.

Tabla 4.9. Resumende las caracteristicas citoquimicas de las célstagyuineas de
Trachemys scripta scripta.

Tipo TINCIONES CITOQUIMICAS
celular
ACP! PER NBE2 CAE SBB PAS AT
T NT F NF

Eritrocito +/- +/- - +/- +/- - - +/- ;
Heterdfilo + + + + + + + + ;
Eosinofilo + + - -+ + + + -
Basdfilo * + - + + + - + +
Linfocito + + - + + + . + a
Monocito + + - -+ + - )
Trombocito - - - + o+ = - + -

ACP: fosfatasa acida; PER: bencidina peroxidasés Niffa-Naftil butirato esterasa;

CAE: cloroacetato esterasa; SBB: Sudan negro B; Béiflo periddico de Schiff; AT: azul de toluidina.
1 Se llevaron a cabo dos variantes de la ACP.c@r):acido tartarico y (NT): sin &cido tartarico.

2 Se llevaron a cabo dos variantes de la NBE.ogf):fluoruro sédico y (NF): sin fluoruro sédico.

(+) Positivo; (-) Negativo; () Moderadamente pivsit (+/-) Algunos positivos, algunos negativos.

4.4.1.- Fosfatasa Acida (ACP)

0 Sin Tartrato.-

- Algunos eritrocitos de Trachemys scripta scripta mostraron positividad a
esta técnica en forma de estructuras circularesagiibcalizadas cerca del
nacleo y con una coloracion rojo-marron (Fig. 4.19)

- El heterdfilo reacciond de forma positiva, observandose graredsesofilos
infiltrados en el citoplasma (Fig. 4.20).

- El eosindfilomostré una coloracion positiva intensamente efian@ucsia)
en algunos puntos del citoplasma. El resto de aaglasmaticas fueron
refractarias a la tincion (Fig. 4.21).

- Los basofilosaparecen como células moderadamente positivaa &esica,
ya que pueden portar escasos granulos eosinébkitos en su citoplasma,
mientras que el resto de su superficie es refiacida tincion (Fig. 4.22).
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- Los linfocitos contienen granulos citoplasmaticos positivos deraoion
rojo-fucsia, mas abundantes en las células de metgmafio y mayor
porcentaje de citoplasma (Fig. 4.23).

- El monocito muestra multiples granulos positivos eosindfiles pbquefio
tamano en su citoplasma (Fig. 4.24).

- Por su parte lostrombocitos, tanto normales como pleomorficos, no
reaccionan en respuesta a esta tincion (Fig. 4.25).

o Con Tartrato.-

- El uso del acido tartarico no ha inhibido la resgta a la fostatasa acida en
ninguno de los tipos celulares estudiado3rachemys scripta scripta que
fueron positivos para la ACPNT, por lo que la adtd fosfatasa acida de
estas células es resistente a dicha inhibicion. (#ig6-4.32). Solo en
algunas ocasiones se ha apreciado cierto gradoisd@ndcion de la
intensidad tintorial, como es el caso de los basH{Fig. 4.29).

4.4.2.- Bencidina Peroxidasa (Mieloperoxidasa) (PER )

- La unica célula que reaccion6 de forma positivata #ncion citoquimica
fue elheterofilo, que mostré una coloracion marrén oscuro-negrauen
granulos citoplasmaticos (Fig. 4.33). El resto de ¢élulas sanguineas
fueron negativas y no pudieron ser valoradas adecoente debido a la
dificultad de su identificacion.

4.4.3.- a-Natftil Butirato Esterasa (NBE)

o0 Sin Fluoruro.-

- Al igual que se observo en la técnica de la ACBurabseritrocitos de
Trachemys scripta scripta mostraron estructuras circulares positivas de
color marron rojizo cercanas al nucleo e indivigsdFig. 4.34).

- El heterdfilo presenta multiples granulos citoplasméticos passtide
coloracion rojiza-anaranjada (Fig. 4.35).

- El eosindfilomuestra una coloracién citoplasmatica difusa pasgue va
del rojo oscuro al rosado (Fig. 4.34).

- Los granulos de lobaséfilosreaccionan positivamente manifestando una
coloracion violeta intenso o fucsia (Fig. 4.36).

- Los linfocitos muestran por lo general una coloracion marronlchébite
positiva en su citoplasma (Fig. 4.37).

- El citoplasma de losmonocitos desarrolla una coloracion positiva
marron-rojiza mas intensa que la de los linfocfteig. 4.38).

- En el caso de losombocitos, tanto los normales como los pleomarficos,
muestran en su citoplasma estructuras granulatessemente positivas
de color rojo oscuro (Fig. 4.39 y 4.40).
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o Con Fluoruro.-

- Con la excepcion de los eosindfilos y los monogitasactividad butirato
esterasa de las células sanguineaJrdehemys scripta scripta no se vio
inhibida por la accion del fluoruro sodico, pordoe la actividad esterasa de
estas ceélulas se considera resistente a dichaidrdmb Sin embargo, si se
detecto cierto grado de disminucion de la intertsidgorial en la mayoria de
los casos (Fig. 4.41, 4.42, 4.44, 4.45, 4.47 y)4.48

- Los eosindfilos desarrollaron una respuesta negativa frente ad&on de
NBEF, que se manifestdé con un citoplasma complettaneefractario (Fig.
4.43).

- Los monocitostambién resultaron negativos, perdiendo la coloramarrén
intensa que manifestaba su citoplasma mediantscelda la NBENF (Fig.
4.46).

4.4.4.- Naftol Cloroacetato Esterasa (CAE)

- Con esta técnica citoquimica lestrocitos reaccionaron de forma negativa,
no manifestando actividad cloroacetato esteraga 4F49).

- El heterdfilo presenta en su citoplasma multitud de granulostiypos
eosindfilos de color rosado sobre un fondo grig.(#i50).

- El eosinofilo también reacciona positivamente, mostrando pegugf@nulos
rosa-violeta en un citoplasma sin coloracién (Bi§l).

- El basofilo manifiesta su positividad con una coloracion rogasa de todo
el citoplasma (Fig. 4.52).

- Los linfocitos suelen aparecer como células debilmente positp@sadoras
de un suave punteado eosindfilo en un citoplasmgonitariamente basofilo
(Fig. 4.53).

- Los monocitosson mas intensamente positivos que los linfocitasstrando
un citoplasma con mayor cantidad de granulos ebikia§Fig. 4.54).

- En el caso de losombocitos, al igual que sucede con los eritrocitos, no se
ha detectado actividad cloroacetato esterasa4F§).

4.4.5.- Sudan Negro B (SBB)

- Los eritrocitos no muestran ningun tipo de respuesta positivadranesta
técnica de tincion citoquimica (Fig. 4.56).

- Losheterofilos, que suponen la célula que mas fuertemente rewctiente a
esta técnica, presentan un citoplasma gris oscalmcado por granulos
pleomdrficos de color negro y algunos pequefiosujpéreosinéfilos, ademas
de un nucleo basofilo (Fig. 4.57).

- Los eosindfilosse tifien de forma débilmente positiva con el SiBstrando
un citoplasma de coloracién gris difusa, ademaspeguefnos granulos
eosindfilos (Fig. 4.58).
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Los basdfilos resultaron negativos para esta técnica, lo cuauttd su
deteccion y valoracidbn morfoldgica. El citoplasna@ecié completamente
refractario alrededor de un nucleo basofilo (Fi§94.

El linfocito, negativo, se caracteriza por un nucleo intenstertmsofilo y un
escaso citoplasma débilmente basofilo que lo réiiga4.60).

El monocito, al igual que el linfocito, se asemeja mucho arlagen que
tienen estas células cuando se someten a la tidei@iff quick’; con ntcleo
basdfilo y citoplasma de coloracion azul paliday(Bi.61).

De igual manera, logombocitos aparecen negativos para la tincion SBB
(Fig. 4.57).

4.4.6.- Reaccion del Acido Periodico de Schiff (PAS )

Algunos eritrocitos de Trachemys scripta scripta manifiestan una respuesta
positiva para el PAS con el mismo patron obsen@ata la ACP y NBE, es
decir, en forma de estructuras circulares uUnicaslyacentes al nucleo. En
este caso dichas estructuras mostraron una calaraosinoéfila (rosa-fucsia)
(Fig. 4.62).

Los heterofilos reaccionan de forma positiva, mostrando una gasinuh
intensamente eosindfila (fucsia) sobre un fondoptasmatico débilmente
basofilo (Fig. 4.63).

Los eosindfilos se caracterizan por presentar una coloracion débi, en
ocasiones puntiforme, sobre un citoplasma generdémecoloro (Fig. 4.64).
Los basdfilosmuestran un citoplasma de coloracion rosa coratndmp difuso

y un nucleo basofilo que generalmente ocupa uniaiposentral (Fig. 4.65).
Los linfocitos suelen tener un citoplasma moderadamente posdom,una
coloracién rosa palido y un nacleo basdéfilo (Figh6].

El monocito muestra una coloracién citoplasmatica mas inteastan
positiva que la de los linfocitos, con mayor eo8li@o(Fig. 4.67).

Tanto los trombocitos normales como los pleomdérficos reaccionan
intensamente con el PAS, observandose un granylgomteado de color
fucsia brillante (Fig. 4.68 y 4.69).

4.4.7.- Azul de Toluidina
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La unica célula sanguinea d@eachemys scripta scripta que ha reaccionado
de forma positiva con el uso del azul de toluidmaasido elbasofilo. Esta
célula manifiesta una reaccion metacromatica queosesponde con una
coloracién fucsia muy intensa en el citoplasma. lmileos aparecen
débilmente basdfilos (Fig. 4.70).

El citoplasma de lofeterofilos y eosindfilos resulta refractario para esta
tincion, por lo que no se han podido identificag(@.71).

Los linfocitos y monocitos también negativos, presentan un ndcleo y
citoplasma fuertemente basoéfilos (Fig. 4.72 y 4.73)

Algo similar sucede con ldasombocitos (Fig. 4.74).
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4.5.- RECOPILACION DE IMAGENES

!

‘ Figura 4.1. Eritrocitos deTrachemys s. s.
Noétese la presencia de una inclusion

citoplasmatica (flecha). DQ. Barra: 3.2um

Figura 4.2. Eritrocito inmaduro y varios
eritrocitos maduros ddrachemys s. s.
DQ. Barra: 2.6um

Figura 4.3. Heterofilo deTrachemyss. s.
junto a un eritrocito. DQ. Barra: 2.6um
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Figura 4.4. Eosinofilo deTrachemyss. s.
junto a un eritrocito. DQ. Barra: 2.3um

Figura 4.5. Basofilo deTrachemys s. s.
junto a un eritrocito. DQ. Barra: 2.6pum

Figura 4.6. Linfocito de Trachemys s. s.
junto a varios eritrocitos. DQ. Barra:
2.7um
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Figura 4.7. Monocito deTrachemys s. s.
junto a varios eritrocitos. DQ. Barra:
2.8um

e

Figura 4.8. Dos trombocitos “normales”
de Trachemys s. s junto a varios
eritrocitos. NoOtese la presencia de
estructuras refractarias a ambos lados del
nacleo del trombocito de la esquina
superior izquierda. DQ. Barra: 3t

Figura 4.9. Tres trombocitos reactivos o
“pleomorficos” deTrachemyss. s. junto a
varios eritrocitos. DQ. Barra: 3.0um
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Figura 4.10. Ultraestructura de dos
eritrocitos deTrachemys s. s. portadores
de mitocondrias en sus citoplasmas
(flechas). Barra: 1.0pm

Figura 4.11. Ultraestructura de wun
eritrocito deTrachemys s. s. portador de
una inclusion citoplasmatica (flecha).
Barra: 1.2um

Figura 4.12. Ultraestructura de wun
heter6filo de Trachemys s. s. Barra:
1.1pm
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Figura 4.13. Ultraestrucura de un
eosindfilo de Trachemys s. s. Barra:
1.2um

Figura 4.14. Ultraestructura de un
basofilo deTrachemyss. s. Barra: 1.0um

Figura 4.15. Detalle de la ultraestructura
de los granulos de un basdfilo de
Trachemys s. s. Notese la presencia en
algunos granulos de wuna estructura
interna rica en microtubulos (flechas)
Barra: 0.33um
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Figura 4.16. Ultraestructura de un
linfocito de Trachemys s. s. Barra:
0.66um

Figura 4.17. Ultraestructura de dos
monocitos (lado izquierdo de la imagen y
esquina inferior derecha) y un trombocito
(esquina superior derecha) @ieachemys
S.s. Barra: 1.35um

164

Figura 4.18. Ultraestructura de un
trombocito deTrachemys s. s. con un
ndcleo irregularmente lobulado vy
estructuras canaliculares claras en el
citoplasma. Barra: 1.15um
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L
, ,}»v
— ‘ £ % Figura 4.19. Eritrocito de Trachemys s.
;@ ‘ s. manifestando tincidon positiva para la
s ACPNT. Notese la inclusion circular
positiva en el citoplasma (flecha). Barra:
2.9um
L

Figura 4.20. Hetero6filo deTrachemys s.
T s. manifestando tincion positiva para la
" ACPNT en forma de granulos
eosindfilos. Barra: 2.5um

! Figura 4.21. Eosindfilo deTrachemys s.
s. manifestando tincidon positiva para la
ACPNT. Barra: 2.7um
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Figura 4.22 Basofilo deTrachemys s. s.
moderadamente positivo a la ACPNT.
Notese la presencia de granulos
eosinofilos en el citoplasma (flecha)
Barra: 3.2um

Figura 4.23. Dos linfocitos de
Trachemys s. s. mostrando positividad
para la ACPNT. Barra: 2.7um

Figura 4.24. Monocito deTrachemys s.
s. manifestando tincion positiva para la
ACPNT. Barra: 2.7um
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Figura 4.25 Trombocito “normal” de
Trachemys s. s. manifestando respuesta
negativa a la ACPNT. Barra: 3.3 um

Figura 4.26. Varios eritrocitos de

Trachemys s. s. mostrando tincion

positiva para la ACPT en forma de
inclusiones citoplasmaticas de color rojo.
Barra: 2.6 um

Figura 4.27. Heterdfilo deTrachemys s.
s. manifestando tincién positiva para la
ACPT. Barra: 2.8 um
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Figura 4.28. Eosindfilo deTrachemys s.
s. manifestando tincion positiva para la
ACPT. Barra: 2.7um

Figura 4.29. Baséfilo deTrachemys s. s.
mostrando tincion débilmente positiva
para la ACPT en forma de algunos
granulos eosinofilos en su citoplasma
(flecha). Barra: 3.2um
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Figura 4.30. Linfocito deTrachemyss. s.
manifestando positividad para la ACPT.
Barra: 3.3um




Resultados

Figura 4.31. Monocito deTrachemys s.
s. mostrando positividad para la ACPT.
Barra: 2.8um

Figura 4.32. Dos trombocitos de
Trachemys s. s, uno “normal” y otro
“pleomorfico” (parte inferior de la
imagen y esquina superior izquierda
respectivamente), manifestando respuesta
negativa a la ACPT. Barra: 3.6um

Figura 4.33. Heterofilo deTrachemys s.

s. mostrando positividad para la PER a
modo de granulos citoplasmaticos marron
oscuro. Se observan también varios
eritrocitos negativos. Barra: 3.0um
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Figura 4.34. Eritrocito de Trachemys s.

s. mostrando positividad para la NBENF
en forma de una inclusién citoplasmatica
de color marron/roja (flecha) y eosinofilo
con coloracién positiva en su citoplasma
Barra: 3.4um

Figura 4.35. Heterofilo deTrachemys s.
s. mostrando positividad para la NBENF.
Barra: 2.6pm

Figura 4.36. Basofilo deTrachemys s. s.
mostrando positividad para la NBENF en
forma de granulos violetas. Barra: 3.1um
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Figura 4.37.Linfocito deTrachemyss. s.
débilmente positivo para la NBENF.
Nétese la ligera coloracion marrén rojiza
de su citoplasma. Barra: 2.7um

Figura 4.38. Monocito deTrachemys s.

s. mostrando coloracion citoplasmatica
intensamente positiva para la NBENF.
Barra: 2.8um

Figura 4.39. Trombocito “normal” de
Trachemys s. s. mostrando positividad
localizada para la NBENF en su
citoplasma. Notese que los puntos de
positividad coinciden con las areas
citoplasmaticas refractarias observadas
con la técnica DQ (Figura 4.8). Barra:
3.5um
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Figura 4.40. Trombocito “pleom6érfico”
de Trachemys s. s. mostrando positividad
para la NBENF, junto a un eritrocito
positivo. Barra: 3.2um

Figura 4.41. Dos eritrocitos de
Trachemys s. s. mostrando positividad
para la NBEF en forma de inclusiones
citoplasmaticas (flechas). Barra: 3.8um
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Figura 4.42. Heterdfilo deTrachemys s.
Ss. manifestando positividad para la
NBEF. Barra: 3.9um
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Figura 4.43. Eosindfilo deTrachemys s.

Ss. mostrando una respuesta tintorial
negativa a la NBEF. Notese el aspecto
refractario del citoplasma celular. Barra:
4.1pm

Figura 4.44.Basdfilo deTrachemys s. s.
manifestando positividad para la NBEF
en forma de pequefios granulos color
violeta. También se observa un eritrocito
positivo. Barra: 3.1um

Figura 4.45. Linfocito deTrachemyss. s.
mostrando positividad moderada para la
NBEF. Notese el leve tono rojo-marron
oscuro en algunas areas del citoplasma.
Barra: 3.4um
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Figura 4.46. Monocito deTrachemys s.
s. manifestando respuesta negativa para la
NBEF. Barra: 3.6um

Figura 4.47. Trombocito “normal” de
Trachemys s. s. manifestando positividad
— para la NBEF. Barra: 4.1um

Figura 4.48. Trombocito “pleomoérfico”
de Trachemys s. s. mostrando respuesta
positiva para la NBEF. Barra: 3.2um
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Figura 4.49. Eritrocitos deTrachemys s.
. s. manifestando respuesta negativa para la

CAE. Barra: 5.2um

Figura 4.50. Heterdfilo deTrachemys s.

S. mostrando positividad para la CAE.
Nétese la presencia de granulos
eosindfilos en el citoplasma. Barra:
3.5um

Figura 4.51. Eosindfilo deTrachemys s.
S. mostrando positividad para la CAE.
Barra: 3.0um
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Figura 4.52. Basofilo deTrachemys s. s.
mostrando positividad para la CAE en
forma de coloracion eosindfila difusa en
su citoplasma. Barra: 3.4um
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Figura 4.53. Linfocito deTrachemyss. s.
mostrando positividad para la CAE.
Barra: 3.0um

Figura 4.54. Monocito deTrachemys s.
s. manifestando positividad para la CAE.
Barra: 3.9um




Resultados

Figura 4.55. Varios trombocitos
“pleomorficos” de Trachemys s. s.
manifestando respuesta negativa para la
CAE. Barra: 3.2um

Figura 4.56. Eritrocitos deTrachemys s.
s. mostrando respuesta negativa para el
SBB. Barra: 4.5um

Figura 4.57. Heterdfilo deTrachemys s.

s. mostrando positividad para el SBB. A
su derecha puede observarse un
trombocito “normal” negativo para esta
técnica. Barra: 3.1um
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Figura 4.58. Eosindfilo deTrachemys s.
s. manifestando positividad moderada
para el SBB. Barra: 3.2um

Figura 4.59. Basodfilo deTrachemys s. s.
manifestando respuesta tintorial negativa
para el SBB. Notese la ausencia total de
coloracion del citoplasma que dificulta la
identificacion de la célula (flechas).
Barra: 3.4um

Figura 4.60. Linfocito deTrachemyss. s.
manifestando respuesta negativa para el
SBB. Barra: 2.8um
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Figura 4.61. Monocito deTrachemys s.
s. manifestando respuesta negativa para el
SBB. Barra: 2.9um

Figura 4.62. Varios eritrocitos de
Trachemys s. s. manifestando respuesta
tintorial positiva para el PAS. Notese la
presencia de estructuras circulares
individuales cercanas al nucleo vy
eosindfilas. Barra: 5.4um

Figura 4.63 Heterdfilo deTrachemys s.
S. mostrando positividad para el PAS.
Barra: 3.1um
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Figura 4.64. Eosindfilo deTrachemys s.
s. mostrando positividad para el PAS.
Barra: 4.15um

Figura 4.65. Basofilo deTrachemys s. s.
mostrando positividad para el PAS.
Barra: 3.6um

Figura 4.66. Linfocito deTrachemyss. s.
mostrando positividad moderada para el
PAS. Barra: 3.0um
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Figura 4.67. Monocito deTrachemys s.
s. manifestando respuesta positiva para el
PAS. Barra: 3.1um

Figura 4.68. Trombocito “normal” de
Trachemys s. s. manifestando respuesta
positiva para el PAS. Notese que los
puntos de mayor actividad tintorial
coinciden con las areas citoplasmaticas
refractarias observadas con la técnica DQ
(Figura 4.8). Barra: 5.0um

Figura 4.69. Trombocito “pleomarfico”
de Trachemys s. s manifestando
respuesta positiva para el PAS. Barra:
4.0pm
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Figura 4.70.Dos basofilos d@rachemys

s. s. mostrando positividad para el AT en
forma de coloracion metacromética en
sus citoplasmas. Notese la presencia de
eritrocitos negativos. Barra: 4.15um

Figura 4.71. Leucocito granulocitico no
identificado de Trachemys s. s
mostrando respuesta negativa para el AT
(flecha). Barra: 4.1um

Figura 4.72. Linfocito deTrachemyss. s.
mostrando respuesta negativa para el AT.
Barra: 3.3um
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Figura 4.73. Monocito deTrachemys s.
s. mostrando respuesta negativa para el
AT. Barra: 4.2um

Figura 4.74. Agregado de trombocitos de
Trachemys s. s. manifestando negatividad
para el AT. Barra: 5.4um
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4.6.- VALORES HEMATOLOGICOS Y BIOQUIMICOS

4.6.1.- El Hematocrito

En las Tablas 4.10 y 4.11 se exponen los valeedsedhatocrito registrados en los
individuos deTrachemys scripta scripta durante las dos estaciones en estudio y separados
por sexos.

Tabla 4.10.Valores de hematocrito deachemys scripta scripta registrados en invierno y
separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo Hematocrito (%)
9 MACHO 21
10 MACHO 17
11 MACHO 18
19 MACHO 28
20 MACHO 28
24 MACHO 22
31 MACHO 23
32 MACHO 28
33 MACHO 24
39 MACHO 18
41 MACHO 24
45 MACHO 35
46 MACHO 19
12 HEMBRA 20
13 HEMBRA 19
16 HEMBRA 26
17 HEMBRA 25
21 HEMBRA 28
26 HEMBRA 23
27 HEMBRA 28
28 HEMBRA 23
29 HEMBRA 22
34 HEMBRA 20
35 HEMBRA 18
36 HEMBRA 17
37 HEMBRA 17
38 HEMBRA 23
40 HEMBRA 18
43 HEMBRA 32
44 HEMBRA 22
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Tabla 4.11.Valores de hematocrito deachemys scripta scripta registrados en verano y
separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo Hematocrito (%)
9 MACHO 22
10 MACHO 24
11 MACHO 30
19 MACHO 18
20 MACHO 18
24 MACHO 24
31 MACHO 27
32 MACHO 26
33 MACHO 20
39 MACHO 22
41 MACHO 24
45 MACHO 28
46 MACHO 22
12 HEMBRA 26
13 HEMBRA 27
16 HEMBRA 36
17 HEMBRA 24
21 HEMBRA 26
26 HEMBRA 29
27 HEMBRA 22
28 HEMBRA 26
29 HEMBRA 29
34 HEMBRA 24
35 HEMBRA 34
36 HEMBRA 25
37 HEMBRA 18
38 HEMBRA 19
40 HEMBRA 24
43 HEMBRA 22
44 HEMBRA 17

4.6.2.- Los Sélidos Totales (Proteinas Totales)

En las Tablas 4.12 y 4.13 se exponen los valoresdligos totales registrados en
los individuos deTrachemys scripta scripta durante las dos estaciones en estudio y
separados por sexos.
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Tabla 4.12.Valores de solidos totales @eachemys scripta scripta registrados en invierno
y separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo Solidos totales (gr/dL)
9 MACHO 4.4
10 MACHO 3.0
11 MACHO 2.3
19 MACHO 4.4
20 MACHO 4.4
24 MACHO 34
31 MACHO 3.8
32 MACHO 5.2
33 MACHO 3.0
39 MACHO 2.2
41 MACHO 3.2
45 MACHO 3.8
46 MACHO 24
12 HEMBRA 3.2
13 HEMBRA 2.8
16 HEMBRA 3.6
17 HEMBRA 4.6
21 HEMBRA 4.8
26 HEMBRA 4.9
27 HEMBRA 6.6
28 HEMBRA 6.0
29 HEMBRA 4.2
34 HEMBRA 3.2
35 HEMBRA 2.2
36 HEMBRA 2.2
37 HEMBRA 2.2
38 HEMBRA 4.8
40 HEMBRA 2.2
43 HEMBRA 6.0
44 HEMBRA 4.0
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Tabla 4.13.Valores de solidos totales deachemys scripta scripta registrados en verano
y separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo Solidos totales (gr/dL)
9 MACHO 4.2
10 MACHO 4.8
11 MACHO 5.4
19 MACHO 2.6
20 MACHO 2.8
24 MACHO 4.3
31 MACHO 5.0
32 MACHO 4.7
33 MACHO 2.8
39 MACHO 2.9
41 MACHO 2.6
45 MACHO 3.3
46 MACHO 2.7
12 HEMBRA 4.2
13 HEMBRA 5.0
16 HEMBRA 4.8
17 HEMBRA 3.6
21 HEMBRA 5.3
26 HEMBRA 4.7
27 HEMBRA 3.2
28 HEMBRA 5.1
29 HEMBRA 5.4
34 HEMBRA 5.6
35 HEMBRA 7.7
36 HEMBRA 6.9
37 HEMBRA 3.1
38 HEMBRA 4.0
40 HEMBRA 4.1
43 HEMBRA 35
44 HEMBRA 2.6

4.6.3.- La Hemoglobina

En las Tablas 4.14 y 4.15 se exponen los valadsechoglobina registrados en los
individuos deTrachemys scripta scripta durante las dos estaciones en estudio y separados
por sexos.
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Tabla 4.14.Valores de hemoglobina deachemys scripta scripta registrados en invierno
y separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo Hemoglobina (gr/dL)
9 MACHO 11.1
10 MACHO 9.8
11 MACHO 9.2
19 MACHO 12.6
20 MACHO 13.6
24 MACHO 11.2
31 MACHO 9.4
32 MACHO 12.6
33 MACHO 9.2
39 MACHO 8.3
41 MACHO 11.1
45 MACHO 15.9
46 MACHO 9.9
12 HEMBRA 13.2
13 HEMBRA 10.7
16 HEMBRA 12.0
17 HEMBRA 9.6
21 HEMBRA 12.1
26 HEMBRA 10.4
27 HEMBRA 11.3
28 HEMBRA 11.6
29 HEMBRA 10.7
34 HEMBRA 8.1
35 HEMBRA 6.9
36 HEMBRA 8.3
37 HEMBRA 7.7
38 HEMBRA 9.9
40 HEMBRA 9.3
43 HEMBRA 13.9
44 HEMBRA 10.2
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Tabla 4.15.Valores de hemoglobina deachemys scripta scripta registrados en verano y
separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo Hemoglobina (gr/dL)
9 MACHO 9.0
10 MACHO 10.5
11 MACHO 12.5
19 MACHO 8.1
20 MACHO 8.1
24 MACHO 10.1
31 MACHO 12.7
32 MACHO 11.0
33 MACHO 8.2
39 MACHO 9.3
41 MACHO 9.5
45 MACHO 11.4
46 MACHO 9.4
12 HEMBRA 10.5
13 HEMBRA 10.9
16 HEMBRA 14.0
17 HEMBRA 10.5
21 HEMBRA 11.2
26 HEMBRA 11,5
27 HEMBRA 9.7
28 HEMBRA 12.0
29 HEMBRA 12.3
34 HEMBRA 10.6
35 HEMBRA 14.9
36 HEMBRA 14.3
37 HEMBRA 8.3
38 HEMBRA 7.1
40 HEMBRA 10.0
43 HEMBRA 9.8
44 HEMBRA 7.0

4.6.4.- Recuento Total de Eritrocitos y Leucocitos

En las Tablas 4.16 y 4.17 se exponen los valoresedaento total de eritrocitos
(RBC) y del recuento total de leucocitos (WBC) ségidos en los individuos de
Trachemys scripta scripta durante las dos estaciones en estudio y sepapadsgxos.
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Tabla 4.16.Valores de RBC y WBC dérachemys scripta scripta registrados en invierno

y separados por sexos
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Tortuga (N°) Sexo RBC (N°/uL) WBC (N°/uL)
9 MACHO 0.62 x10° 10.5 x10°
10 MACHO 0.55 x10° 7.5 x10°
11 MACHO 0.495 x10° 8.5 x10°
19 MACHO 0.52 x10° 7.25 x10°
20 MACHO 0.65 x10° 7.75 x10°
24 MACHO 0.51 x10° 3.75 x10°
31 MACHO 0.475 x10° 4.25 x10°
32 MACHO 0.55 x10° 5 x10°
33 MACHO 0.52 x10° 4.75 x10°
39 MACHO 0.505 x10° 4.75 x10°
41 MACHO 0.495 x10° 3.5 x10°
45 MACHO 0.57 x10° 5.5 x10°
46 MACHO 0.545 x10° 5.25 x10°
12 HEMBRA 0.52 x10° 8 x10°
13 HEMBRA 0.485 x10° 8.5 x10°
16 HEMBRA 0.78 x10° 6 x10°
17 HEMBRA 0.44 x10° 6.5 x10°
21 HEMBRA 0.555 x10° 7 x10°
26 HEMBRA 0.6 x10° 10 x10°
27 HEMBRA 0.54 x10° 5 x10°
28 HEMBRA 0.54 x10° 8 x10°
29 HEMBRA 0.64 x10° 6.5 x10°
34 HEMBRA 0.365 x10° 4.25 x10°
35 HEMBRA 0.345 x10° 3.5 x10°
36 HEMBRA 0.36 x10° 3.5 x10°
37 HEMBRA 0.4 x10° 3 x10°
38 HEMBRA 0.555 x10° 8.25 x10°
40 HEMBRA 0.49 x10° 4.25 x10°
43 HEMBRA 0.645 x10° 3.75 x10°
44 HEMBRA 0.47 x10° 5 x10°




Resultados

Tabla 4.17.Valores de RBC y WBC d&rachemys scripta scripta registrados en
verano y separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo RBC (N°/uL) WBC (N°/uL)
9 MACHO 0.545x10° 7.5 x10°
10 MACHO 0.6x10° 9.5 x10°
11 MACHO 0.75x10° 7.75 x10°
19 MACHO 0.44x10° 6 x10°
20 MACHO 0.505x10° 4.75 x10°
24 MACHO 0.515x10° 6.75 x10°
31 MACHO 0.685x10° 7.5 x10°
32 MACHO 0.505x10° 3.75 x10°
33 MACHO 0.465x10° 4.25 x10°
39 MACHO 0.485x10° 9.75 x10°
41 MACHO 0.48x10° 3.75 x10°
45 MACHO 0.66x10° 5 x10°
46 MACHO 0.48x10° 4.25 x10°
12 HEMBRA 0.635x10° 7.5 x10°
13 HEMBRA 0.635x10° 8.75 x10°
16 HEMBRA 0.73x10° 4.25 x10°
17 HEMBRA 0.43x10° 6.5 x10°
21 HEMBRA 0.655x10° 4 x10°
26 HEMBRA 0.545x10° 6.25 x10°
27 HEMBRA 0.465x10° 5 x10°
28 HEMBRA 0.6x10° 11.5 x10°
29 HEMBRA 0.62x10° 7.75 x10°
34 HEMBRA 0.465x10° 3 x10°
35 HEMBRA 0.665x10° 4.5 x10°
36 HEMBRA 0.410x10° 3 x10°
37 HEMBRA 0.320x10° 4.25 x10°
38 HEMBRA 0.325x10° 2.25 x10°
40 HEMBRA 0.61x10° 7.25 x10°
43 HEMBRA 0.48x10° 4 x10°
44 HEMBRA 0.36x10° 3.5 x10°

4.6.5.- Recuento de Trombocitos

En las Tablas 4.18 y 4.19 se exponen los valorégedeiento de trombocitos
obtenidos mediante las técnicas del recuento emr@d(CAM) y la estimacion en frotis
(FROT), en los individuos d&rachemys scripta scripta durante las dos estaciones en
estudio y separados por sexos.

191



Resultados

Tabla 4.18. Valores del recuento de trombocitos, obtenidosiaméel CAM y FROT, de
Trachemys scripta scripta registrados en invierno y separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo Trombocitos/pL Trombocitos/pL
(CAM) (FROT)
9 MACHO 20 x10° 47.5 x10°
10 MACHO 22 x10° 52.5 x10°
11 MACHO 24 x10° 39.5 x10°
19 MACHO 42 x10° 41 x10°
20 MACHO 32 x10° 40 x10°
24 MACHO 28 x10° 42 x10°
31 MACHO 30 x10° 45 x10°
32 MACHO 32 x10° 53 x10°
33 MACHO 36 x10° 33.5 x10°
39 MACHO 24 x10° 42 x10°
41 MACHO 28 x10° 35 x10°
45 MACHO 28 x10° 45 x10°
46 MACHO 32 x10° 47 x10°
12 HEMBRA 28 x10° 31.25 x10°
13 HEMBRA 30 x10° 38 x10°
16 HEMBRA 16 x10° 29.35 x10°
17 HEMBRA 14 x10° 44.95 x10°
21 HEMBRA 24 x10° 56 x10°
26 HEMBRA 24 x10° 68 x10°
27 HEMBRA 28 x10° 32.5x10°
28 HEMBRA 28 x10° 56.5 x10°
29 HEMBRA 20 x10° 29.65 0 x10°
34 HEMBRA 18 x10° 34 x10°
35 HEMBRA 26 x10° 23 x10°
36 HEMBRA 20 x10° 28.5 x10°
37 HEMBRA 22 x10° 38.5 x10°
38 HEMBRA 22 x10° 445 x10°
40 HEMBRA 26 x10° 44 x10°
43 HEMBRA 62 x10° 66 x10°
44 HEMBRA 48 x10° 44 x10°

192



Resultados

Tabla 4.19. Valores del recuento de trombocitos, obtenidosiaméel CAM y FROT, de
Trachemys scripta scripta registrados en verano y separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo Trombocitos/pL Trombocitos/pL
(CAM) (FROT)
9 MACHO 26 x10° 26 x10°
10 MACHO 42 x10° 27 x10°
11 MACHO 40 x10° 32 x10°
19 MACHO 44 x10° 49.5 x10°
20 MACHO 30 x10° 39 x10°
24 MACHO 36 x10° 48.5 x10°
31 MACHO 46 x10° 39 x10°
32 MACHO 56 x10° 33 x10°
33 MACHO 42 x10° 28 x10°
39 MACHO 58 x10° 52 x10°
41 MACHO 40 x10° 54.5 x10°
45 MACHO 48 x10° 52.5 x10°
46 MACHO 40 x10° 51 x10°
12 HEMBRA 30 x10° 20.5 x10°
13 HEMBRA 42 x10° 35.5 x10°
16 HEMBRA 20 x10° 19 x10°
17 HEMBRA 18 x10° 20 x10°
21 HEMBRA 30 x10° 50 x10°
26 HEMBRA 18 x10° 30 x10°
27 HEMBRA 34 x10° 24 x10°
28 HEMBRA 36 x10° 36.5 x10°
29 HEMBRA 26 x10° 34.5 x10°
34 HEMBRA 30 x10° 63 x10°
35 HEMBRA 18 x10° 19 x10°
36 HEMBRA 30 x10° 40.5 x10°
37 HEMBRA 18 x10° 29 x10°
38 HEMBRA 18 x10° 26 x10°
40 HEMBRA 46 x10° 59.5 x10°
43 HEMBRA 68 x10° 82 x10°
44 HEMBRA 30 x10° 52.5 x10°

4.6.6.- Los indices Eritrocitarios

En las Tablas 4.20 y 4.21 se exponen los valorefosldndices eritrocitarios
registrados en los individuos deachemys scripta scripta durante las dos estaciones en
estudio y separados por sexos.
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Tabla 4.20.Valores de los indices eritrocitarios @echemys scripta scripta registrados
en invierno y separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo VCM fl HCM pg CHCM g/dL
9 MACHO 338.71 179.03 52.85
10 MACHO 309.09 178.18 57.65
11 MACHO 363.64 185.86 51.11
19 MACHO 538.46 242.31 45.0
20 MACHO 430.77 209.23 48.57
24 MACHO 431.37 219.61 50.91
31 MACHO 484.21 197.89 40.87
32 MACHO 509.09 229.09 45.0
33 MACHO 461.54 176.92 38.33
39 MACHO 356.44 164.35 46.11
41 MACHO 484.85 224.24 46.25
45 MACHO 614.03 278.95 45.43
46 MACHO 348.62 181.65 52.11
12 HEMBRA 384.62 219.23 57.0
13 HEMBRA 391.75 220.62 56.32
16 HEMBRA 333.33 153.85 46.15
17 HEMBRA 568.18 218.18 38.4
21 HEMBRA 504.5 218.02 43.21
26 HEMBRA 383.33 173.33 45.22
27 HEMBRA 518.52 209.26 40.36
28 HEMBRA 425.93 214.81 46.4
29 HEMBRA 343.75 167.19 48.63
34 HEMBRA 547.94 221.92 40.5
35 HEMBRA 521.74 200.0 38.33
36 HEMBRA 472.22 230.55 48.82
37 HEMBRA 425.0 192.5 45.29
38 HEMBRA 414.41 178.38 43.04
40 HEMBRA 367.35 189.8 51.67
43 HEMBRA 496.12 2155 43.44
44 HEMBRA 468.08 217.02 46.36
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Tabla 4.21.Valores de los indices eritrocitarios Geachemys scripta scripta registrados
en verano y separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo VCM fl HCM pg CHCM g/dL
9 MACHO 403.67 165.14 40.91
10 MACHO 400.0 175.0 43.75
11 MACHO 400.0 166.67 41.67
19 MACHO 409.09 184.09 45.0
20 MACHO 356.44 160.4 45.0
24 MACHO 466.02 196.12 42.08
31 MACHO 394.16 185.4 47.04
32 MACHO 514.85 217.82 42.31
33 MACHO 430.11 176.34 41.0
39 MACHO 453.61 191.75 42.27
41 MACHO 500.0 197.92 39.58
45 MACHO 424.24 172.73 40.71
46 MACHO 458.33 195.83 42.73
12 HEMBRA 409.45 165.35 40.38
13 HEMBRA 425.2 171.65 40.37
16 HEMBRA 493.15 191.78 38.89
17 HEMBRA 558.14 244.18 43.75
21 HEMBRA 396.95 170.99 43.08
26 HEMBRA 532.11 211.01 39.65
27 HEMBRA 473.12 208.6 44.09
28 HEMBRA 433.33 200.0 46.15
29 HEMBRA 467.74 198.39 42.41
34 HEMBRA 516.13 227.96 44.17
35 HEMBRA 511.28 224.06 43.82
36 HEMBRA 609.76 348.78 57.2
37 HEMBRA 562.5 259.37 46.11
38 HEMBRA 584.62 218.46 37.37
40 HEMBRA 393.44 163.93 41.67
43 HEMBRA 458.33 204.17 44.54
44 HEMBRA 472.22 194.44 41.17

4.6.7.- Recuento Diferencial Leucocitario

En las Tablas 4.22 y 4.23 se exponen los valordsratiento diferencial
leucocitario [porcentajes de heterdfilos (H), licitos (L), monocitos (M), eosindfilos (E)
y basofilos (B)] en los individuos diErachemys scripta scripta durante las dos estaciones
en estudio y separados por sexos.
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Tabla 4.22. Valores del recuento diferencial leucocitario Trachemys scripta scripta
registrados en invierno y separados por sexos

Tortuga Sexo H% L% M% E% B%
(N°)
9 MACHO 42 14 6 13.5 24.5
10 MACHO 30 9 3 11.5 46.5
11 MACHO 33.5 15 5 11.5 35
19 MACHO 37 10.5 7.5 8 37
20 MACHO 42.5 12 15 11.5 325
24 MACHO 37 11.5 8.5 2 41
31 MACHO 25 15 8 20 32
32 MACHO 15.5 12 35 17 52
33 MACHO 32,5 13 7 27.5 20
39 MACHO 41 13 4.5 3 38.5
41 MACHO 36 9.5 2 6 46.5
45 MACHO 15.5 14 5 29 36.5
46 MACHO 25.5 11 35 7.5 52.5
12 HEMBRA 43.5 10 2 6 38.5
13 HEMBRA 38.5 7.5 1.5 14.5 38
16 HEMBRA 28.5 18 25 10.5 40.5
17 HEMBRA 48.5 12.5 4.5 10 245
21 HEMBRA 47.5 10.5 6 9 27
26 HEMBRA 18 9 25 4 66.5
27 HEMBRA 315 13 6 135 36
28 HEMBRA 30 15 35 155 36
29 HEMBRA 35 17.5 7.5 12 28
34 HEMBRA 23 16 4 16 41
35 HEMBRA 30.5 10.5 2 28.5 28.5
36 HEMBRA 24 14 4 3 55
37 HEMBRA 17 235 10 12 37.5
38 HEMBRA 47 10 4 11.5 27.5
40 HEMBRA 54 14 5 5 22
43 HEMBRA 48.5 135 5 10 23
44 HEMBRA 38.5 12.5 3 7 39
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Tabla 4.23. Valores del recuento diferencial leucocitario Tachemys scripta scripta
registrados en verano y separados por sexos

Tortuga Sexo H% L% M% E% B%
(N°)
9 MACHO 56 9.5 6 14 145
10 MACHO 39 9.5 4 20 27.5
11 MACHO 50.5 9.5 3 11.5 255
19 MACHO 46.5 8 35 135 28.5
20 MACHO 45 6 3 9.5 36.5
24 MACHO 53 7.5 1 11.5 27
31 MACHO 58 7.5 2 13 19.5
32 MACHO 36.5 125 4 10 37
33 MACHO 50.5 7.5 3 20 19
39 MACHO 50.5 8.5 4.5 6.5 30
41 MACHO 46.5 9 35 14 27
45 MACHO 37.5 15 6.5 26.5 14.5
46 MACHO 49 8 25 5.5 35
12 HEMBRA 57 9 25 16.5 15
13 HEMBRA 55.5 8.5 6 15.5 145
16 HEMBRA 53 9 4.5 4 29.5
17 HEMBRA 49 115 9 12.5 18
21 HEMBRA 55 7.5 35 10.5 235
26 HEMBRA 455 10 4 6 34.5
27 HEMBRA 60.5 8.5 6.5 9.5 15
28 HEMBRA 35 10 4.5 19 315
29 HEMBRA 47 9 6.5 12.5 25
34 HEMBRA 445 9 2 17.5 27
35 HEMBRA 34.5 12 15 23 29
36 HEMBRA 55 8.5 15 35 315
37 HEMBRA 315 12 25 19.5 34.5
38 HEMBRA 55 9 15 115 23
40 HEMBRA 58.5 8.5 15 7 24.5
43 HEMBRA 52 11.5 15 11.5 23.5
44 HEMBRA 50 10.5 1 10.5 28

4.6.8.- Porcentaje de Eritrocitos Inmaduros

En las Tablas 4.24 y 4.25 se exponen los porcentgeeritrocitos inmaduros
registrados en los individuos deachemys scripta scripta durante las dos estaciones en
estudio y separados por sexos.

197



Resultados

Tabla 4.24.Porcentajes de eritrocitos inmadurosTdachemys scripta scripta registrados
en invierno y separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo Eritrocitos inmaduros

(%0)
9 MACHO 0.2
10 MACHO 0.2
11 MACHO 0.2
19 MACHO 0.0
20 MACHO 0.4
24 MACHO 0.6
31 MACHO 1.0
32 MACHO 1.0
33 MACHO 0.8
39 MACHO 0.2
41 MACHO 0.2
45 MACHO 0.8
46 MACHO 1.0
12 HEMBRA 0.0
13 HEMBRA 0.4
16 HEMBRA 0.6
17 HEMBRA 0.2
21 HEMBRA 0.4
26 HEMBRA 0.6
27 HEMBRA 1.4
28 HEMBRA 0.2
29 HEMBRA 0.4
34 HEMBRA 1.0
35 HEMBRA 0.2
36 HEMBRA 1.0
37 HEMBRA 0.2
38 HEMBRA 0.8
40 HEMBRA 0.2
43 HEMBRA 0.0
44 HEMBRA 0.2
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Tabla 4.25.Porcentajes de eritrocitos inmadurosTdachemys scripta scripta registrados
en verano y separados por sexos

Tortuga (N°) Sexo Eritrocitos inmaduros

(%0)
9 MACHO 0.4
10 MACHO 1.0
11 MACHO 0.2
19 MACHO 0.2
20 MACHO 0.2
24 MACHO 0.4
31 MACHO 2.6
32 MACHO 1,0
33 MACHO 0.6
39 MACHO 0.2
41 MACHO 0.2
45 MACHO 0.6
46 MACHO 0.8
12 HEMBRA 0.4
13 HEMBRA 0.2
16 HEMBRA 0.8
17 HEMBRA 0.4
21 HEMBRA 0.4
26 HEMBRA 0.6
27 HEMBRA 0.6
28 HEMBRA 0.4
29 HEMBRA 0.0
34 HEMBRA 1.0
35 HEMBRA 0.2
36 HEMBRA 3.6
37 HEMBRA 0.0
38 HEMBRA 0.2
40 HEMBRA 0.4
43 HEMBRA 1.2
44 HEMBRA 0.2
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4.7.- ESTUDIO ESTADISTICO

4.7.1.- Valores Hematoldgicos y Bioquimicos

En las Tablas 4.26 y 4.27 se exponen los datosstigtiio estadistico relativo a los
valores de los pardmetros hematolégicos y bioquisnpara los individuos derachemys
scripta scripta en estudio. Se ha desarrollado una comparative seos dentro de la
misma estacion de estudio (columa “P”) y una coaipaxr entre estaciones dentro del
MismMo Sexo.

Tabla 4.26. Estudio estadistico de los parametros hematologicdsioquimicos de
Trachemyss. s. en invierno segregando por sexos.
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INVIERNO Total Machos Hembras P
N =30 N =13 N=17 <0.05
Hematocrito% 22.8+ 4.7 23.5+5.2 224+ 43 .561
Solidos totales, g/dL 3.77+ 1.25 3.50+ 0.93 3.97+ 1.44 .288
Hemoglobina, g/dL 10.7£ 2.0 11.1+ 2.1 10.3£ 1.9 .348
Log.-RBC, pl 5.71+ 0.08 5.73+ 0.04 5.70+£ 0.10 .270
VCM, fl 441+ 80 436+ 90 445+ 73 75
HCM, pg 203+ 27 205+ 33 * 202+ 23 .793
CHCM, g/dL 46.6+ 5.3 47.7£52* 458+ 5.5 .348
WBC/ul 6000+ 2036 6019+ 2095 5985+ 2055 .965
H, % 33.9+10.5 31.8+£9.1* 355+11.4¢t .329
L, % 12.9+ 3.2 12.3+19* 13.3+3.9¢t .332
M, % 4.60+ 2.22 5.00£2.28  4.29+2.19 401
E, % 11.9+ 7.09 12.9+ 8.5 11.1+ 6.0 .507
B, % 36.8+10.7 38.0£9.8* 35.8+11.5% .569
Trombocitos/ul x 10° 27.8+ 9.6 29.1+6.0* 26.8+£11.9 501
(CAM)
Trombocitos/ul x 10° 42.4+10.6 43.3+5.9 41.7+13.3 .965
(FROT)
Eritrocitos 0.4(0.2;0.8) 0.4(0.2;0.8) 0.4(0.2;0.6) .711

inmaduros (%)

Los datos son medias + SD y medianas (IQR)
(*) Indica diferencias significativas en machosremstaciones (p < 0.05);
(1) Indica diferencias significativas en hembraiseeastaciones (p < 0.05).
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Tabla 4.27. Estudio estadistico de los parametros hematologycdsioquimicos de
Trachemyss. s. en verano segregando por Sexos.

VERANO Total Machos Hembras P
N =30 N =13 N=17 <0.05
Hematocrito% 244+ 45 23.5+ 3.7 25.2+5.1 291
Sélidos totales, g/dL 4.23+1.29 3.70£1.05 4.64+1.34 .041
Hemoglobina, g/dL 10.5+ 2.0 10.0+ 1.6 10.9+ 2.2 .220
Log,-RBC, pl 5.72+0.10 5.73+£ 0.07 5.71+0.11 478
VCM, fl 464+ 64 432+ 45 488+ 66 .010
HCM, pg 200+ 37 183+ 16 * 212+ 44 .023
CHCM, g/dL 43.0£3.5 42.6£2.1* 432+ 4.4 .620
WBC/pl 5792+ 2294 6192+ 2097 5485+ 2452 403
H, % 48.6+ 7.8 47.6£6.7* 49.3+8.7% .540
L, % 9.4+19 9.1+24* 96147 449
M, % 3.55+1.98 3.58+ 1.50 3.53+ 2.33 947
E, % 12.8+ 5.6 13.5+5.8 12.3£ 5.6 .590
B, % 25.6+ 6.9 26.3x7.6* 25.1+£6.53t 674
Trombocitos/pl x 10° 35.3+12.8 42.2+489* 30.1+13.1 .006
(CAM)
Trombocitos/ul x 10° 39.1+15.2 40.9+10.8 37.7+£18.1 .554

(FROT)

Eritrocitos

0.4(0.2;0.8) 0.4(0.2;0.8) 0.4(0.2;06) .711
inmaduros (%)

Los datos son medias + SD y medianas (IQR)
(*) Indica diferencias significativas en machosremstaciones (p < 0.05);
(1) Indica diferencias significativas en hembraiseeastaciones (p < 0.05).

En las Tablas 4.28 y 4.29 se exponen los datosstietlio estadistico relativo a los
valores de los parametros hematoldgicos y bioquisnpara los individuos derachemys
scripta scripta en estudio. Se ha desarrollado una comparative eetsos (animales de
<700grs y >700grs) dentro de la misma estacion sted® (columa “P”) y una
comparativa entre estaciones dentro del mismo gilegeeso.
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Tabla 4.28. Estudio estadistico de los parametros hematologicdsioquimicos de
Trachemyss. s. en invierno segregando por pesos.

INVIERNO Total

<700 gr > 700 gr P

M=t n=13 n=17 <0.05
Hematocrito% 22.8+ 4.7 228+5.1 229+4.4 .984
Solidos totales, g/dL 3.77+£1.25 358+1.16 3.91+1.32 469
Hemoglobina, g/dL 10.7£ 2.0 10.9+2.0 10.5+2.0 .614
Log:-RBC, pl 5.71+0.08 5.72+0.03 5.71+0.10 557
VCM, fl 441+ 80 433 +91 448 + 72 631
HCM, pg 203+ 27 205.7 £32.8* 202.0+224  .730
CHCM, g/dL 46.6+ 5.3 48.0+5.7* 456+5.0 257
WBC/ul 6000+ 2036 6404 +2095 5691 +1997  .355
H, % 339+105 309+86* 36.1+11.5f .166
L, % 12.9+ 3.2 122+25* 13.4+3.7t .288
M, % 4.60+2.22 462+2.05 4.59+241 974
E, % 11.9+7.09 14.2+7.8 10.1+6.1 132
B, % 36.8+10.7 381+10.1* 35.8+11.6f 556
Trombocitos/ul x 10° 27.8+9.6 289+59* 26.9+11.8 554
(CAM)
Trombocitos/pl x 10° 42.4+10.6 443+7.0 41.0+127 372
(FROT)
Eritrocitos 0.4(0.2;08) 0.2(0.2;0.8) 0.4(0.2,0.6) .948

inmaduros (%)

Los datos son medias + SD y meidiQR)
(*) Indica diferencias significativas en aniesk700grs entre estaciones (p < 0.05);
(1) Indica diferencias significativas en aniegab700grs entre estaciones (p < 0.05).
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Tabla 4.29. Estudio estadistico de los parametros hematologycdsioquimicos de
Trachemyss. s. en verano segregando por pesos.

VERANO

Total

<700 gr > 700 gr P

M=t n=13 n=17 <0.05
Hematocrito% 24.4+ 4.5 24.3+3.4 245+53 .891
Solidos totales, g/dL 423+ 1.29 3.93+1.12 4.46 +1.40 .260
Hemoglobina, g/dL 10.5+ 2.0 103+15 10.6 +2.3 742
Log:o-RBC, pl 5.72+0.10 5.75+0.07 5.70+0.11 173
VCM, fl 464+ 64 434 + 38 486 + 71 017
HCM, pg 200+ 37 184.6+154* 211.1+450 .035
CHCM, g/dL 43.0+ 3.5 42.6+23* 433143 581
WBC/ul 5792+ 2294 6865+ 2569 4971+1714  .033
H, % 48.6+ 7.8 470+7.8* 49.8+7.9t .346
L, % 9.4£1.9 9.46+2.13* 9.35+1.69t .881
M, % 3.55+1.98 408+1.40 3.15+230 182
E, % 12.8+ 5.6 145+5.38 11.6 £5.2 159
B, % 25.6+ 6.9 249+78* 26.2+6.3f 641
Trombocitos/ul x 10° 35.3+12.8 43.1+8.1* 29.4+12.7 001
(CAM)
Trombocitos/ul x 10° 39.1+15.2 39.7+10.7 38.6+18.3 841
(FROT)
Eritrocitos 04(0.2;08) 04(.2;08) 04(0.2:06) .716

inmaduros (%)

Los datos son medias + SD y medianas (IQR)
(*) Indica diferencias significativas en animale&8grs entre estaciones (p < 0.05);
() Indica diferencias significativas en animal&96grs entre estaciones (p < 0.05).
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4.7.2.- Concordancia entre las Determinaciones de T rombocitos
por los Métodos CAM y FROT

En la Figura 4.75 se resume al analisis de Bladtman. De éste se desprende
gue en invierno, las determinaciones obtenidas Iperdos métodos de recuento de
trombocitos son claramente discordantes, siendteldia de las diferencias CAM — FROT
de -14500, con una desviacion estandar de 1639seuwarresponde con una diferencia
significativamente negativa (p < .001). Sin embargm verano la diferencia es
notablemente menor (-3783 + 12334).

Figura 4.75.Analisis de Bland-Altman
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Figura 4.75.

Variable de estudio: recuento de trombocitos (mdtodos de mediciéon: Cam y Frot

En eje x: Media aritmética: (Cam + Frot)/2

En eje y: Diferencia. Cam - Frot

Diferencia de valores pareados: invierno: -145001639 (p < .001); verano: -3783 *
12334 (p = 104)

El grafico muestra las diferencias entre los ratagede trombocitos por ambos métodos
en cada tortuga (eje y) en relacion con los valaredios obtenidos con los dos métodos
(eje x). Las lineas azules representan la difeaemeidia entre los dos métodos (IC-95%)

En la Tabla 4.30 se muestran los coeficientes deelegion intraclase (ICC)
estimados mediante intervalos de confianza al 9%P6cada una de las estaciones
consideradas. Hay una moderada concordancia desambtodos en verano, pero en
invierno las determinaciones carecen de concordandibtese que el ICC no es
significativamente distinto de cero.

Tabla 4.30.Coeficientes de correlacion intraclase (ICC) marauar la concordancia entre
los dos métodos de medicion de los trombocitos

Estacion Coeficiente de correlacion intraclase (IC-95%) p*
Invierno -0.111 (-0.445 ; 0.252) 726
Verano 0.597 (0.311; 0.785) <.001

(*Ho: ICC=0; H: ICC >0

En la Figura 4.76 se muestra la regresion de Ra8siblock. Las lineas de puntos
negras son las bisectrices del primer cuadrants. fumtos que caen sobre esta linea
corresponden a pares de determinaciones en laamhes métodos coinciden. Para la
estacion invernal, la linea de regresion divergatéimente de la bisectriz, lo que indica
gue los métodos no son coincidentes. Sin embargeegno ambas lineas muestran una
razonable coincidencia
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Discusion

5.- DISCUSION

5.1.- MORFOLOGIA Y CARACTERIZACION DE LAS CELULAS
SANGUINEAS

La valoracién morfolégica llevada a cabo mediariteidn de Diff quick,
microscopia electronica y caracterizacion citoqoannos ha permitido identificar ademas
de eritrocitos y trombocitos, 5 tipos de leucogitdes leucocitos granulociticos
(heterdfilo, eosindfilo y basbfilo) y 2 leucocit@sononucleares (linfocito y monocito).
Esto coincide con lo descrito porrEK Y BORYSENKO (1988) en muchos reptiles y por
WORK ET AL (1998) y @sAL Y OROs (2007) en tortugas marinas. De igual manera, la
mayoria de los quelonios emididos en los que serdalizado estudios morfolégicos
presenta los mismos tipos celulares que la tortlgyaientre amarillo u orejas amarillas
(Trachemys scripta scripfay al igual que esta especie, carecen en su farfautocitaria
de neutréfilos y azurdfilos NNIs ET AL, 2007; GIUNG ET AL, 2009; ARIzzA ET AL, 2014;
CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014). No asi en la tortuga del templo de calezarilla
(Hieremys annandalij especie en la queH&NSUEET AL (2011) describieron azurdfilos en
lugar de monocitos.

El eritrocito de Trachemys scripta scripteepresenta la célula sanguinea de mayor
tamano en esta especie, con una superficie medi@a&i8umz2. Sus dimensiones, con unos
diametros mayor y menor aproximados de 18.42um.46{In respectivamente, son muy
similares a las descritas por otros autores eravaspecies de quelonioR{E 1981;
1991), incluidas las tortugas marinas como la gartuerde Chelonia mydas(WORK ET
AL., 1998) y la tortuga bob&aretta carettq (CASAL Y OROS 2007). Con respecto a otras
especies de emididos, los tamafios celulares tarabi@nercan mucho a los Bechemys
scripta scripta(FRYE1991; NNISET AL, 2007; GIUNGET AL, 2009; GIANSUEET AL, 2011,
ARIZZA ET AL, 2014), aunque ARRASCAL-VELASQUEZ ET AL (2014) describieron el
eritrocito de la hicotealfachemys callirostrjscomo una célula bastante mas grande, con
un didmetro mayor de unos 24.2um y un diametro mged4.0pm.

En cuanto a las caracteristicas morfologicas guabservan mediante microscopia
Optica rutinaria, el eritrocito dérachemys scripta scriptaparece muy similar al de otros
quelonios, con forma ovalada y nucleo redondeabasyfilo (WORK ET AL, 1998;CASAL
Y OROS 2007; NNISET AL, 2007; GIUNG ET AL, 2009; GIANSUE ET AL, 2011; ARIZZA ET
AL., 2014; Q\RRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014). También se caracteriza por la presencia
en algunas células de inclusiones citoplasmatiedsndas, individuales y basdfilas y
cercanas al nucleo. Este hallazgo también se laitbesn otros emididos, como la tortuga
pintada Chrysemys picta picjaen la que un 17.5% de los eritrocitos es portddaichas
inclusiones (Avis Y HoLcomB, 2008), oHieremys annandalien la que dicho porcentaje
llega a superar el 50% KBNSUE ET AL, 2011). En la tortuga asiatica amarilla de charca

207



Discusion

(Ocadia sinensjstambién se observan inclusiones en hasta un 1Bdsderitrocitos, pero
éstas suelen asociarse a una vacuola y muestrameates de membrana, considerandose
organulos degenerados HANG ET AL, 2009), por lo que difieren sustancialmente del
aspecto homogéneo que muestran estas estructufaaatemys scripta scriptdAvis Y
HoLcome (2008) asociaron la presencia de estas inclusien€hrysemys picta pictal
proceso de maduracion celular, ya que eran masedinées en los eritrocitos mas alargados
y por tanto mas maduros. En otras especies dergagly reptiles también se han descrito
inclusiones citoplasmaticas similares, generalmasteiadas a organulos degenerados, no
considerandose un hallazgo patolégicmgSON YHARVEY, 1980; ALEMAN ET AL, 1992;
WORK ET AL, 1998; HARR ET AL, 2001; CAMPBELL, 2004a; WILKINSON, 2004; CASAL Y
OROs 2007).

Los eritrocitos inmaduros observados €rachemys scripta scriptaon muy
similares a los descritos en otros reptiles, comiadeo de tamafio superior al de las
células maduras, morfologia mas redondeada y nimswfilia citoplasmatica (AEMAN
ET AL, 1992; GIANSUEET AL, 2011; MARTINEZ-SILVESTREET AL, 2011).

Ultraestructuralmente, el eritrocito deachemys scripta scriptas muy similar al
descrito en otros reptiles, con una caracteristicaa eliptica (BSSER YWELLER, 197%;
WORKET AL, 1998;SALAKIJ ET AL, 2002;MARTINEZ-SILVESTREET AL, 2005;CASAL ET AL,
2007; GHUNG ET AL, 2009; GIANSUE ET AL, 2011; S\LAKIJ ET AL, 2014). En algunos
eritrocitos pueden detectarse ribosomas e inclugocamdrias. Ello ha sido descrito
también en otras especies como el varano de aguk@gvaranus salvator(SALAKIJ ET
AL., 2014) eHieremys annandal{CHANSUEET AL, 2011), y existen autores que lo asocian
a la inmadurez de las células portadoragi(&BERG YOLVER, 2005).

Los cuerpos de inclusién previamente descritos ameeli microscopia Optica
rutinaria también han sido detectados mediantesel del microscopio electrénico en
Trachemys scripta scriptd&l hecho de que éstos carezcan de organulosaeibtes y de
membrana celular o pili descarta su origen bacteriaiendo demasiado grandes para ser
particulas viricas. La mayoria de los autores quedetectado ultraestructuralmente estas
inclusiones en eritrocitos de reptiles, las hartid@scon un aspecto pleomdérfico y las han
asociado con organulos degenerados EMAN ET AL, 1992; WORK ET AL, 1998; CASAL
ET AL, 2007).Sin embargo, el contorno de estas inclusiones. estripta scriptatiende a
mostrarse generalmente circular, con una electeidi@th homogénea. Estudios mas
recientes erCaretta carettahan asociado este tipo de inclusiones con pradipé de
hemoglobina inestable BILE ET AL, 2011).

En cualquier caso, la ausencia de signos de endaahen los sujetos empleados en
el presente estudio y la morfologia normal mostrpda los eritrocitos portadores de
inclusiones tanto bajo el microscopio Optico contonmgcroscopio electrénico, hacen
pensar que el hallazgo de estas inclusiones n@agstéado a ningun proceso patoldgico.

La respuesta positiva de algunos eritrocitosl dscripta scriptapara las técnicas
citoquimicas de la ACP, NBE y PAS es un hallazgoopivecuente en reptiles ya que la
mayoria de los quelonios en los que se han realipagebas citoquimicas similares no
manifiestan positividad en sus eritrocitos ¥« ET AL, 1998; CAsSAL Y OROS 2007;
CHUNG ET AL, 2009), con la excepcion delieremys annandalii,cuyos eritrocitos
reaccionaron positivamente para la peroxidasa § @anuevo azul de metilenoH{ENSUE
ET AL, 2011). Se ha descrito una respuesta positiva pR@AS con una reaccion
puntiforme similar a la observada &nscripta scriptaen boas (Rskin, 2010). También
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se ha descrito positividad focal parackmaftil acetato esterasa en eritrocitos\ganus
salvator(SALAKIJ ET AL, 2014).

Las estructuras citoplasmaticas circulares queciea&n positivamente para las
tinciones citoquimicas en los eritrocitos de scripta scripta probablemente se
corresponden con las inclusiones baséfilas obsasvatbdiante la tincién de Diff quick
ya que comparten la misma forma y localizacionlait@plasma celular.

El heterdfilo de los reptiles se corresponde funcional y biogrdmente con el
neutréfilo de los mamiferos AYLOR Y KAPLAN, 1961; EFRATI ET AL, 1970). En
Trachemys scripta scriptaparece como una célula de tamafio grande, aungue s
superficie media (113.2um?2) es ligeramente infesidet del eosinodfilo de esta especie. Se
trata de una célula redondeada con un diametro mmagdio de 12.41um y un diametro
menor de unos 11.36um. Estas medidas estan deekroanigo establecido para los
heterofilos de muchas especies de reptiles (10-23AmMAND Y PARKER, 1955; ATLAND
Y THOMPSON 1958; ANDERSEN 1961;AGID ET AL, 1961;BERKSON 1966;SAINT GIRONS,
1970;RASKIN, 2000),aunque es inferior al tamafio descrito faaaetta carettgpor CasAL
Y OROS (2007), con un diametro mayor medio de 17.8umofteas especies de emididos
los tamafios celulares se acercan mucho a los alolesrernT. scripta scripta(INNISET AL,
2007; GHIANSUEET AL, 2011; ARIzzA ET AL, 2014), aungue el heteréfilo @eadia sinensis
alcanza una media de 16.8um de largo y represkl@iacecito de mayor tamafo para esta
especie (BUNG ET AL, 2009). Por otro lado ®zzA ET AL (2014), al igual que sucede con
T. scripta scripta no encontraron diferencias estadisticamente fiigtivas entre los
tamanos de los heterofilos de machos y hembraa tigtliga siciliana de estanquaT(ys
trinacris).

En cuanto a sus caracteristicas tintoriales y riagfcas, la presencia de granulos
citoplasmaticos eosinofilos fusiformes y/o pleornem$ es un rasgo caracteristico de los
heterdéfilos de la mayoria de las especies de espitrERSON 1943; TAYLOR Y KAPLAN,
1961;FRYE, 1976,1991;MUROET AL, 1994; CAMPBELL, 19963; WATSON, 1997; SALAKIJ
ET AL, 2002; WLKINSON, 2004; SALAKIJ ET AL, 2014). En general, los heterdfilos e
scripta scriptason muy similares a los descritos en algunas espée tortugas marinas
(WORK ET AL, 1998;CAsAL Y OROS 2007)y comparten la mayoria de sus caracteristicas
morfologicas con los heterofilos del resto de lapeeies de emididos estudiadas
(AZEVEDO Y LUNARDI, 2003; NNIS ET AL, 2007; GIUNG ET AL, 2009; GIANSUE ET AL,
2011; \RRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014). Sin embargo, es de destacar que loslgsanu
de Hieremys annandalino muestran tincién alguna cuando son procesadonsDifh
quick’ (CHANSUE ET AL, 2011) y que el nGcleo del heteréfilo Benys trinacristiende a
aparecer siempre segmentad®iZA ET AL, 2014), algo que sblo acontece en algunas
ocasiones efi. scripta scripta.

Ultraestructuralmente, el heterdfilo d&. scripta scripta presenta muchas
similitudes con el descrito porz&AvEDO Y LUNARDI (2003) para&Chrysemys dorbignifDe
igual manera, los heteréfilos @helonia mydag$WOoRKET AL, 1998) y deCaretta caretta
(CasaL Y OROS 2007) muestran una ultraestructura muy similda @bservada en el
presente estudio. Si bien en estas dos especidsrtgas marinas pueden aparecer
heterdfilos con algunos granulos citoplasmaticosndgor electrodensidad de lo habitual,
sugiriendo diferentes estadios de desarrollo, lokras no identificaron dos tipos
morfologicos diferenciados para esta célula. Sibvago, otros estudios realizados en el
tuatara $phenodon punctatugDESSER Y WELLER, 197%) y en varias especies de
serpientes (BUNOUS ET AL 1996; ALLEMAN ET AL 1999; SALAKID ET AL 2002), han
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establecido la presencia de dos variantes morftddgpara este leucocito. Eheremys
annandalii a pesar de que la morfologia celular y de loauwos citoplasmaticos recuerda
a la deT. scripta scripta dichos granulos se diferencian sustancialmenbeddea la
presencia de un nucleo central de matriz hetera@gétextrodensa, que contrasta con la
electrodensidad homogénea que exhiben.estripta scriptal CHANSUEET AL, 2011).

Desde el punto de vista citoquimico, el heterdfile T. scripta scriptaha
reaccionado de forma positiva para todas las tmesiocon la excepcion del azul de
toluidina, no viéndose afectada la actividad fadatacida por la inhibicion con tartrato, ni
la actividada-naftil butirato esterasa por la inhibicion condiluro. Sin embargo, se ha
descrito que los heterofilos de los reptiles soly wariables en cuanto a sus caracteristicas
citoquimicas (8PEK Y BORYSENKQ, 1988). Asi, hay autores que han negado la existen
de actividad peroxidasa en los heterdfilos de tesdanios (MATEO ET AL, 1984;MONTALI,
1988; ALLEMAN ET AL, 1992; WORK ET AL, 1998), mientras que ASAL Y OROS (2007)
observaron eCaretta carettarespuesta positiva para la bencidina peroxidatamas de
para la ACP, la CAE, el SBB y el PAS. De igual mmanese ha detectado actividad
peroxidasa en todas las especies de emididos enqukasse han realizado estudios
citoquimicos. En el caso dghrysemys dorbignijrse detecta dicha actividad enzimatica en
los heterdfilos cuando las preparaciones son irdaga pH neutro, pero tiende a disminuir
cuando se realizan a pH alcalino. En esta espatibién se ha detectado actividad para la
trimetafosfatasa, la fosfatasa alcalina y parar&sés no especificas. También hay
deteccion de proteinas bésicas en granulos citoplasos y nacleo (2EVEDO Y LUNARDI,
2003). EnOcadia sinensigpor su parte, solo se detecto actividad perogidasalizandose
en los granulos citoplasmaticos HING ET AL, 2009), mientras que ehlieremys
annandalii los granulos también muestran positividad muyildgéda peroxidasa y el
citoplasma es positivo para el Sudan negro B, $dafasa acida y alcalina, tanatftil
acetato esterasa y el PASHEBISUE ET AL, 2011). Estas diferencias entre especies
implican dotaciones enzimaticas variables, qud eas d€T. scripta scriptehacen que la
caracterizacion citoquimica de sus heterdfilosedifide la de la mayoria de los quelonios.

Debe destacarse que en la cobra régh{ophagus hannghse ha establecido la
hipotesis de la existencia de diferentes estadiagedarrollo en los heterofilos circulantes,
en base a los diferentes patrones de tincion dintiga de las células al ser tratadas con la
fosfatasa &cida y la-naftil acetato esterasa, mostrando cantidadesedifes de &cido
hidrolasa (8LAK1J ET AL, 2002).

El eosinodfilo de T. scripta scripta con una superficie media de 123.8umz, es el
leucocito de mayor tamafo de esta especie. Muestanorfologia redondeada, con un
didmetro mayor aproximado de 13.56um y un diantmegoor de 11.62um, por lo que esta
dentro de los rangos establecidos para esta ctutaptiles (9-20 pm) (4ER Y HUBER,
1923; AUSTIN ET AL, 1927; R/ERSON 1943; ATLAND Y PARKER, 1955; ATLAND Y
THOMPSON 1958; ANDERSEN 1961; AGID ET AL, 1961; PENAAR, 1962; KELENYI Y
NEMETH, 1969; EFRATI ET AL, 1970; SAINT GIRONS, 1970; DESSER YWELLER, 1979,
MEAD Y BORYSENKQ 1984A; SYPEK Y BORYSENKQ 1988; WORK ET AL, 1998). Los
tamanos de los eosindfilos de algunas especiesalernijos son muy similares a los Te
scripta scripta(SAINT GIRONS Y DuUGUY, 1963; FRYE, 1991; KNOTKOVA ET AL, 2002),
aunque erCaretta carettaestas células alcanzan un tamafio sustancialmeoeeicr, con
un diametro mayor de unos 20um@aL Y OROS 2007). Sin embargo, a diferencia de lo
observado en el presente estudio, hay autores guedéscrito en tortugas marinas la
presencia de dos tipos de eosinofilos en funciésudamarnio, los grandes y los pequefios
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(WORK ET AL, 1998; @NNON, 1992), con caracteristicas morfolégicas diferenkese
hecho ha sido también documentado en la tortuga el caparazén blandtigsemys
punctatg (DE Yy MAITI, 1981,1982). En el caso de los quelonios emididos noase h
detectado dos tipos celulares diferenciados endorte su tamafio. Asi, en los juveniles
de la tortuga de vientre rojo americafadudemys rubriventdiel eosindfilo muestra un
tamafo de entre 14-18um, representando el mayooda&a en esta especieN{lis ET AL,
2007), lo que contrasta con los eosindfilosHieremys annandaliique representan el
granulocito mas pequefio, con un didmetro de 10.6{@#WANSUE ET AL, 2011). En
Ocadia sinensisestas células muestran un buen tamafio (15.1um atha)n pero
representan el segundo leucocito en dimensioneslrheterdfilo (BUNG ET AL, 2009).
Lo mismo sucede elrachemys callirostrifCARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014) y en
Emys trinacris especie en la que al igual que EBnscripta scriptano se detectaron
diferencias estadisticamente significativas enttaraafio de los eosinéfilos de machos y
hembras (Ri1zza ET AL, 2014).

Morfolégicamente el eosindfilo d&. scripta scriptase asemeja al heterdfilo,
aungue la principal diferencia estd en la ausedeiagranulos espiculados, que son
sustituidos por un escaso numero de pequefos gearedondos eosinéfilos que permiten
la visualizacién del citoplasma. Esto se aproximda adescripcion general para los
eosindfilos de los reptiles ¥8Ek Y BORYSENKG, 1988;HAWKEY Y DENNET, 1989;FRYE,
1991; WATsoN, 1997), que coincide con las caracteristicas deelmsinofilos de los
quelonios (M\RTINEZ-SILVESTRE, 1994;MUROET AL, 1994) y en especial con el eosindfilo
descrito por @sAL Y OROsS (2007) enCaretta caretta En el caso de los emididos la
mayoria de las especies estudiadas presentan fosirme morfologia y caracteristicas
tintoriales estandar (#&VEDO Y LUNARDI, 2003; NNIS ET AL, 2007; GIUNG ET AL, 2009;
CHANSUE ET AL, 2011; ARizzA ET AL, 2014; QRRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014),
aungue al contrario de lo que sucedeTerscripta scripta sus granulos citoplasmaticos
suelen ser de gran tamafio y abundantes. Debe alsstapie el nacleo del eosindfilo de
Pseudemys rubriventrigende a aparecer bilobuladais ET AL, 2007), algo que sucede
con mucha menos frecuencia en el casd.deripta scripta

En cuanto a su ultraestructura, los eosinéfilosTdacripta scriptase asemejan
mucho a los deCaretta caretta(CASAL ET AL, 2007) y a los del lagarto gigante de El
Hierro (Gallotia simony) (MARTINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005), especialmente en lo que
respecta a la morfologia y elevada electrodensiiadsus granulos citoplasmaticos.
También existen similitudes con los eosindfilos ysFps deChelonia mydagWOoRK ET
AL., 1998), aunque €h. scripta scriptdos granulos no presentan estructuras cristaénas
su interior. En el caso de los eosindfilos de leslgnios emididos, las similitudes con los
hallazgos descritos en el presente estudio som&@smmarcadas (@VEDO Y LUNARDI,
2003; GIANSUEET AL, 2011).

Desde el punto de vista citoquimico el eosinéfie Td scripta scriptaresulta
positivo para la ACP (con y sin tartrato), la CAEely PAS, mostrando positividad
moderada para el SBB. Con respecto a la NBE, eh@&tide muestra una respuesta
positiva solo cuando no se emplea la inhibicion #aoruro, lo cual implica que la
actividada-naftil butirato esterasa del eosindfilo se ve e en presencia del fluoruro
sédico. A diferencia de lo que sucede con el hékeréel eosindfilo no manifiesta
actividad peroxidasa. Estas caracteristicas citoigas coinciden con las descritas por
CAsAL Y OROs (2007) enCaretta carettaa excepcion de la respuesta a la NBE, ya que en
esta especie de tortuga marina la respuesta @osgivmanifiesta con el uso del fluoruro.
De forma opuesta, muchos autores han afirmado apie@dsinofilos de los reptiles son
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peroxidasa positivos @ ENYI Y NEMETH, 1969; MATEO ET AL, 1984; MAXWELL, 1984;
SYPEK Y BORYSENKQ 1988). Sin embargo, esto no se cumple en elt@aggama negro
(Agama stellip (EFRATI ET AL, 1970), enGallotia simonyi(MARTINEZ-SILVESTRE ET AL
2005), en la iguana verdeg@ana iguana (HARR ET AL, 2001) o en la cobra real
(Ophiophagus hannal{SaLAkiJ ET AL, 2002). Si se describen varias especies de quelonios
gue manifiestan actividad peroxidasa, como ess# da la tortuga del desiert@dpherus
agassizi) (ALLEMAN ET AL, 1992) o la tortuga loraLépidochelys kempii(CANNON,
1992). Todas las especies de guelonios emididodiadas manifiestan positividad para la
peroxidasa. Asi, e@hrysemys dorbigniademas de la reaccion positiva a esta técnica, se
detecta actividad esterasa no especifica y pratdiasicas (REVEDO Y LUNARDI, 2003).

Los eosindfilos décadia sinensisélo muestran positividad para la peroxidasaufe

ET AL, 2009), mientras que edieremys annandalireaccionan positivamente para la
peroxidasa, el Sudan negro B, las fosfatasas §cdtzalina, lao-naftil acetato esterasa, el
PAS y el nuevo azul de metilenoH&NSUE ET AL, 2011). Por tanto, los eosindfilos de
scripta scriptase diferencian de los del resto de emididos p@ukencia de actividad
enziméatica peroxidasa en sus granulos.

El basofilo deT. scripta scriptacon una superficie media de 54.39um?2, no sélo es
mas pequeiio que el heterofilo y el eosindfilo, sjue representa el leucocito de menor
tamafo para esta especie. Se trata de una céoladeada, con un diametro mayor medio
de 8.69 pum y un diametro menor de 7.89um. Esto uswda con muchas de las
descripciones realizadas en reptiles, aunque depetalde las especies los rangos pueden
variar entre 7 y 20um (AER Y HUBER, 1923; AUSTIN ET AL, 1927; ATLAND Y PARKER,
1955;ATLAND Y THOMPSON 1958;MONTALI, 1988). Asi, de forma similar a lo descrito en
T. scripta scripta el basofilo deOphiophagus hannamuestra un diametro de 8-12um
(SALAKI ET AL, 2002) y el devaranus salvatode 6 a 9 um (8AKIJ ET AL, 2014). En
guelonios se han descrito tamafios celulares ligarsrsuperiores a los observados en el
presente estudio ASNT GIRONS Y DUGUY, 1963;FRYE, 1991; KNOTKOVA ET AL, 2002),
mientras que \WOD Y EBANKS (1984) establecieron un tamafio significativamenfierior
para los basofilos déhelonia mydag5.8um). En la mayoria de las especies de quelonio
emididos el tamafio de los basofilos es notablensrerior a lo observado @n scripta
scripta (INNIS ET AL, 2007; GIUNG ET AL, 2009; GIANSUE ET AL, 2011), aunque las
dimensiones celulares y nucleares de este leucesiEmys trinacrisse acercan mucho a
las deT. scripta scriptay tampoco se observan diferencias significativasosrtamarnos
entre machos y hembrasK&zA ET AL, 2014).

La morfologia y las caracteristicas tintoriales loe$ofilo deT. scripta scriptason
muy similares a las descritas para la mayoria de réptiles estudiados YBeK Y
BORYSENKQ, 1988;FRYE, 1991;CAMPBELL, 199@3), con granulos citoplasmaticos redondos
de fuerte coloracion basdfila que tienden a ennmmaseh nacleo. La misma morfologia se
ha observado en muchas especies de quelonmen@®, 1992; MARTINEZ-SILVESTRE,
1994; MURO ET AL, 1994;WORK ET AL, 1998;WILKINSON, 2004; CASAL Y OROS 2007).
Los emididos no suponen una excepcion para eda@(iegis ET AL, 2007; GIUNG ET AL,
2009; ARIzZA ET AL, 2014). EnPseudemys rubriventriguando se emplea la tincién Diff
quick’?, pueden aparecer células con un citoplasma vaadlio apolillado debido a
fendmenos de degranulaciomNls ET AL, 2007), algo que también se observo en algunas
ocasiones eil. scripta scriptaHay que destacar que en el casdHiemys annandalii
cuando se empleé la tincién Diff quitkni los granulos ni el nicleo de esta célula
mostraron tincion alguna @BNSUEET AL, 2011).
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Ultraestructuralmente, el basofilo @escripta scriptase asemeja mucho al descrito
por DESSER YWELLER (197%) enSphenodon punctatusspecialmente en lo que respecta
a sus granulos citoplasmaticos, que suelen sedesgi homogéneamente electrodensos,
aunque algunos de éstos aparecen alterados y mmuenuna estructura interna de
microtubulos. Esto es similar a lo descrito@phiophagus hanna{BALAKIJ ET AL, 2002)

y Varanus salvato(SALAKIJ ET AL, 2014), salvo por la ausencia de granulos degdosr
En muchas especies de quelonios no se ha podielordear la ultraestructura del basofilo
debido a la escasez de esta célula en sangreatite Y\MORK ET AL, 1998; Q\SAL Y OROS
2007). Esto no sucede en el caso de los quelomadidos. Asi, erHieremys annandalii

la principal caracteristica que diferencia estdsilag de las observadas @n scripta
scripta, es la presencia de grandes vacuolas citoplasaeatjue contienen en algunos
casos granulos densos en su interiefA{GGUEET AL, 2011).

Desde el punto de vista citoquimico el basofiloTdescripta scriptase muestra
positivo para la NBE con y sin fluoruro, la CAE,RAS y es la Unica célula sanguinea de
esta especie en manifestar positividad para el deultoluidina. También aparece
débilmente positivo para la ACP con y sin tartr&onque la actividad fosfatasa acida y
a-naftil butirato esterasa no desaparecieron bajmHiicion del tartrato y el fluoruro,
respectivamente, si se detecto cierto grado deirision de la intensidad tintorial. De
forma opuesta a lo observado @n scripta scripta hay autores que han descrito
negatividad de los basofilos para el azul de tolaiden varias especies de reptiles
(ALLEMAN ET AL, 1999;HARR ET AL, 2001; 3LAKIJ ET AL, 2002).Esto contrasta con los
hallazgos realizados en muchas otras especies euéase ha detectado positividad para
esta técnica en los basofilos AM:O ET AL, 1984; MONTALI, 1988;FUENTESET AL, 2000).

De hecho, para algunas especies de queloniosfuesta Unica técnica para la que hubo
respuesta positiva por parte de los basofilas EMAN ET AL, 1992; WORK ET AL, 1998;
CAsAL Y OROS 2007). En el caso de los quelonios emididos smle se han realizado
estudios citoquimicos, encontramos queHgremys annandalino se produce respuesta
positiva para el azul de toluidina, pero si parapkeroxidasa, el PAS y el nuevo azul de
metileno (BIANSUEET AL, 2011). Los basofilos decadia sinensiseaccionan fuertemente
frente a la peroxidasa, pero no para el PAS. Simaego, no se estudio su respuesta para el
azul de toluidina (BUNG ET AL, 2009).

El linfocito de T. scripta scripta con una superficie media de 58.21um?, es el
penultimo leucocito en tamafio, por delante solddsbfilo, aunque se ha detectado cierta
variabilidad en sus dimensiones. Asi, en los freiaguineos dominan las células mas
pequefias y con citoplasma menos abundante, pehiéramparecen algunos linfocitos de
mayores dimensiones y mayor porcentaje citoplasmakste hecho se ha observado en
otras especies de reptilesy@RSON 1949;PIENAAR, 1962;SAINT GIRONS, 1970;SYPEK Y
BORYSENKQ, 1988; ALLEMAN ET AL, 1999) vy los linfocitos de mayor tamafio y mayor
porcentaje citoplasmatico suelen asociarse colasénas inmaduras (MKINSON, 2004).
Por lo general, los linfocitos dE. scripta scriptamuestran un tamaifio inferior y menor
porcentaje de citoplasma que los monocitos, loayuela a su diferenciacién. Se trata de
una célula redondeada, con un diametro mayor noli@.25um y un diametro menor de
unos 8.04um, muy similar a lo descrito p¥eEranus salvato(SALAKIJ ET AL, 2014). En
quelonios también se describe una gran variabilidatl tamafio de los linfocitos
(MARTINEZ-SILVESTRE, 1994;MUROET AL, 1994;WILKINSON, 2004): se pueden encontrar
especies en las que predominan las células muyepagucomo es el caso de la tortuga
rusa Testudo horsfieldlicon un diametro de aproximadamente 5.7 U NOFKOVA, ET AL,
2002), y otras en las que su tamafo puede fludei& a 14pum (WRKET AL, 1998). Los
linfocitos de todas las especies de quelonios e@wddestudiadas han representado el
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leucocito mas pequeio, aunque existe cierta vdabtide tamafo entre especiasn(b

ET AL, 2007; GIUNG ET AL, 2009; GIANSUE ET AL, 2011; AIzzA ET AL, 2014,
CARRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014). Es de destacar qu&iZzA ET AL (2014) no
encontraron diferencias estadisticamente signifi@atentre los tamafios de los linfocitos
de machos y hembras &enys trinacris mientras que ef. scripta scriptaalgunas de las
medidas tomadas han resultado ser mayores en requean machos.

Desde el punto de vista morfologico, los linfocifmquefios d&. scripta scripta
pueden confundirse con los trombocitos pleomoérfigdes linfocitos de mayor tamafo
pueden llegar a clasificarse como monocitos. Enprgher caso, la clave para la
diferenciacion esta principalmente en la colora@doplasmatica, mucho mas deébil en el
caso de los trombocitos, llegando a ser transpar&hhuicleo suele ser mas basofilo en los
trombocitos y ademas tienen tendencia a encontfarseando agregados, lo cual puede
ayudar en la diferenciacion. Esta confusion enfeditos y trombocitos ha sido descrita
en otras especies de reptilesa(tkey Y DENNET, 1989; WATSON, 1997; EIMAN, 1997;
ALLEMAN ET AL, 1992, 1999; HARR ET AL, 2001). Con respecto a los monocitos, la
principal diferencia hallada es que la coloracianlear de estas células tiende a ser menos
basdfila que la de los linfocitos, con un patronadematina menos denso. Lo mismo
sucede con el citoplasma, que es mas claro erseldsalos monocitos.

Las caracteristicas generales de los linfocitosTdescripta scriptaobservadas
mediante microscopia 6ptica rutinaria son muy sireg a las de otros quelonios @R«
ET AL, 1998; ALLEMAN ETAL, 1992;CANNON, 1992; @QsAL Y OROS 2007). En el caso de
los quelonios emididos también se mantienen lagnass caracteristicas tintoriales
observadas paré@. scripta scripta(INNIS ET AL, 2007; GIUNGET AL, 2009; GIANSUE ET
AL., 2011; ARI1zzA ET AL, 2014; QRRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014). ErEmys trinacris
ARIZZA ET AL (2014) no tuvieron problemas para distinguir efit®citos y trombocitos,
ya que morfolégicamente ambos tipos celulares tasu muy diferentes.

Ultraestructuralmente el linfocito d€. scripta scriptase asemeja mucho a las
descripciones realizadas de esta célula en vas@ecies de reptiles del orden Squamata
(ALLEMAN ET AL, 1999;SALAKIJ ET AL, 2002; MARTINEZ-SILVESTREET AL, 2005; 3LAKIJ
ET AL, 2014) y en varias especies de queloniooKMET AL, 1998; QASAL ET AL, 2007),
destacando por la presencia de pequefios grandosoelensos en su citoplasma y un
ndcleo rico en heterocromatina habitualmente dentadsegmentado. Ellieremys
annandalii al igual que sucede coh scripta scripta son frecuentes las proyecciones
citoplasmaticas y los organulos mas habituales kEmn mitocondrias, el reticulo
endoplasmatico rugoso y los ribosomas libres. Lafotagia nuclear también es similar
(CHANSUEET AL, 2011).

A nivel citoquimico los linfocitos d&. scripta scriptase muestran positivos para la
ACP (con y sin tartrato) y moderadamente positpasa la NBE (con y sin fluoruro), la
CAE y el PAS. La principal diferencia con respeatlms monocitos es que la actividad
naftil butirato esterasa del linfocito no desapir@on el uso del fluoruro sddico, por lo
gue se considera resistente a esa inhibicion, rague el monocito fue negativo para la
NBEF. De forma opuesta, hay especies de reptildasegue no se ha detectado respuesta
para ninguna de las técnicas citoquimicas estusligfl@EMAN ET AL, 1992,1999;WORK
ET AL, 1998; RENTES ET AL, 2000; H\RR ET AL, 2001), aunque esta no es la tonica
general. Asi, en algunas especies so6lo se ha aetepositividad para el PAS @O ET
AL., 1984; EGAMI Y SASSA, 1988; BOUNOUS ET AL, 1996) o para la fosfatasa acida
(MARTINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005), mientras que otras pueden presentarcitof con
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diferente respuesta para una misma técnica citogajmpareciendo células negativas,
otras con un patron granular y otras con un pdtéal (SALAKIJ ET AL, 2002;SALAKIJ ET
AL., 2014). Algunas tortugas marinas muestran padéi para el PAS y esterasas no
especificas (BNNON, 1992), mientras que otras solo manifiestan ataivimoderada para
la a-naphtil butirato esterasa sin inhibicion de fluorgddico (@sAL Y OROS 2007). En
cuanto a los emididos, encontramos que los lirdeaiieOcadia sinensisio reaccionaron
para ninguna de las técnicas citoquimicas emplepalas su caracterizacion HONG ET
AL., 2009), mientras que la caracterizaciéon citogodngieHieremys annandalise asemejo
mas a la del. scripta scripta mostrando positividad para la fosfatasa aciday-maftil
acetato esterasa y el PAS, pero solo a nivel dgrkmsulos citoplasmaticos FBNSUE ET
AL., 2011).

El monocito de T. scripta scripta con una superficie media de 104.3um?, se
aproxima mucho a las dimensiones del heterdéfilop pepresenta el tercer leucocito en
tamafno. Suele presentar un contorno redondeadajrcdiametro mayor de 12.57um y un
diametro menor de 10.59um, dentro del rango deserit reptiles (8-20um) {®EK Y
BORYSENKQ, 1988), aunque al contrario de lo que sucedel escripta scripta en la
mayoria de las especies el monocito se suele @asiél leucocito de mayor tamafio
(HAWKEY Y DENNETT, 1989; FRYE, 1991; RASKIN, 2000; Rosskoprr 2000). En los
guelonios, se suele aceptar que los monocitos sotardano superior a los linfocitos
(MURO ET AL, 1994;WORK ET AL, 1998; @sAL Y OROS 2007) y enCaretta caretta al
igual que enT. scripta scripta representan el tercer leucocito en tamafio desgeks
eosinofilo y el heterofilo (8sAL Y OROS 2007). En los emididos, las dimensiones del
monocito estdn muy préximas a las establecidasTpaseripta scriptaINNIS ET AL, 2007,
CHUNGET AL, 2009; ARIzzA ET AL, 2014; Q\RRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014) y en el
caso deEmys trinacrisy Trachemys callirostrisal igual que sucede cdn scripta scripta
esta célula ocupa el tercer puesto en tamafio @sasadilos y heterofilos (Rizza ET AL,
2014; ARRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014). De igual manera, &mys trinacrisno se
aprecian diferencias significativas entre los tamsaiBelulares de machos y hembras
(ARIZZA ET AL, 2014).

Morfologicamente, en el monocito de scripta scriptadestaca la variedad de
formas que puede presentar su desarrollado ndolepe es bastante habitual en reptiles
(FRYE, 1991;CAMPBELL, 199@). El citoplasma de algunos monocitos puede apacsse
una fina granulacion que le da un aspecto areradsgual que se ha observado en otras
especies de reptiles KiFe, 1991; RASKIN, 2000). Sin embargo, dicha granulacién puede
tefiirse en ocasiones de forma simultanea con ul@ac®n eosindfila y basdfila,
recordando a los azurofilosY&EK Y BORYSENKQ, 1988;WATSON, 1997).La presencia de
algunas células con esas peculiaridades citoplasmmato ha hecho que en el presente
estudio se haya considerado la existencia de alos,6ino que se ha clasificado a todas
estas células como monocitos, debido a que no s$e dmontrado diferencias
ultraestructurales ni citoquimicas que hagan pesrsaios poblaciones celulares separadas.
HARR ET AL (2001) llegaron a esta misma conclusién en suslies. Por lo general, los
monocitos de los quelonios se asemejan mucho aderitb paral. scripta scripta salvo
por la presencia de vacuolas citoplasmaticas, queon observadas frecuentemente en
esta especie (MRO ET AL, 1994; WORK ET AL, 1998; KNOTKOVA, ET AL, 2002;
WILKINSON, 2004;CASAL Y OROS 2007). En los quelonios emididos la morfologikulee
es también muy similar a la observadarlescripta scripta(INNIS ET AL, 2007; GIUNG ET
AL., 2009; ARIzzA ET AL, 2014; Q\RRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014), aunque la Unica
especie en la que se ha descrito un citoplasmanéinge granular e€mys trinacris
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(ARIZZA ET AL, 2014). Por otro lado, y como contrapunt®jAGSUE ET AL (2011) no
identificaron monocitos en la sangretldieremys annandaliisino azurofilos.

La ultraestructura del monocito de scripta scriptase diferencia de la de los
linfocitos en que el porcentaje de citoplasma eshoumayor y el ndcleo aparece
proporcionalmente mas pequefio, con heterocromatieaos densa. El citoplasma
presenta pequefios granulos pleomorficos de electsdhd variable que pueden
corresponderse con la fina granulacion observadeal@omicroscopia Optica rutinaria.
También aparecen pequefias vacuolas en bajo ntuaigoono observado habitualmente
con la tincién Diff quick’. Las descripciones ultraestructurales de monoeito®ptiles no
guelonios son escasas.ARTINEZ-SILVESTRE ET AL (2005) describen esta célula en
Gallotia simonyiligeramente diferente a la de scripta scripta ya que describen la
presencia de algunos granulos citoplasmaticos de rmafo y vacuolas de diferentes
tallas. Sin embargo, las caracteristicas ultraeistrales deT. scripta scriptason muy
similares a las observadas en tortugas marin@RQET AL, 1998; @QSAL ET AL, 2007).
Esta célula no se ha podido comparar, a nivelasdtractural, con los monocitos de otros
emididos debido a la falta de estudios ultraesiratgs en estas especies.

A nivel citoquimico los monocitos dE scripta scriptason positivos para la ACP
(con y sin tartrato), la NBE sin fluoruro, la CAEeyPAS. HA\RR ET AL (2001) observaron
una respuesta citoquimica similar lguiana iguana mientras que &AKIJ ET AL (2014)
describieron respuesta positiva a la peroxidasa y-naftil acetato esterasa para los
monocitos de/aranus salvatarDe forma opuesta, los monocitos @allotia simonyino
reaccionaron para ninguna de las técnicas citogasrestudiadas (MRTINEZ-SILVESTRE
ET AL, 2005). Los monocitos dehelonia mydason los que responden de una manera mas
parecida a los dé&. scripta scripta(WORK ET AL, 1998), mientras que los dgaretta
carettasolo muestran positividad moderada pare-teaftil butirato esterasa sin inhibicion
de fluoruro sodicodAsAL Y OROS 2007). EnOcadia sinensisoélo se detectd actividad
para el PAS (BUNGET AL, 2009).

Los trombocitos de T. scripta scriptase han clasificado, en funcién de la
morfologia y tamafio que manifiestan bajo microszdgitica rutinaria, como trombocitos
“normales” y trombocitos “pleomorficos”. En prinddp los trombocitos normales se han
considerado como células que mantienen su anatonganal no habiendo sufrido
modificaciones. Por el contrario, los pleomdérfiseshan considerado formas reactivas o
activadas. Este fendmeno puede asociarse a egpatli®gicos (MWKEY Y DENNET,
1989; CAMPBELL, 199@; WATSON, 1997) o cuando se emplean muestras poco frescas o
refrigeradas (WRK ET AL, 1998). Sin embargo, las muestras usadas erestme estudio
se procesaron inmediatamente tras su obtencionigndo en cuenta que los animales no
manifestaron signos de enfermedad y que todosttigiduos eran portadores de ambos
tipos de trombocitos, se ha llegado a la conclusiénque la apariciéon de las células
pleomdrficas estd asociada a la activacion queessuéstas al entrar en contacto con
superficies extrafias (material de extracciéon y digie del cristal de los porta-objetos) y
gue también predispone a la aparicion de agregesicelulares (WWKEY Y DENNET,
1989;CAMPBELL, 199@; HEARD ET AL, 2004).

Los trombocitos normales d&. scripta scripta tienen una superficie de
aproximadamente 71.15um?2, mientras que los plearodrfrepresentan la célula
sanguinea mas pequefia de esta especie con undgird3.de superficie. Los normales
muestran un contorno alargado, con un diametro mégd5.08um y menor de 5.76um y
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un nucleo también alargado, mientras que los pleiené tienden a ser redondeados, con
un diametro mayor de 7.31 pum y menor de 5.82um.rhadidas de los trombocitos
normales estan dentro del rango establecido efe®f8-16 um x 5-9 pm) @ERNSTEIN
1938;RYERSON 1949;TAYLOR Y KAPLAN, 1961;PIENAAR, 1962;DESSER 1978;Wo0OD Y
EBANKS, 1984; SYPEK Y BORYSENKQ 1988). 3\LAKIJ ET AL (2002) observaron en
Ophiophagus hannabue los trombocitos que aparecian agrupados ygmbo fctivados
en los frotis tendian a ser mas pequefios, comefia aproximado de un linfocito. De
igual manera, en algunas especies de tortugasasaghtamafio y por tanto la morfologia
de los trombocitos aparecen muy proximos a lostehbocito normal del. scripta
scripta (WooD Y EBANKS, 1984; WORK ET AL, 1998; QsAL Y OROs 2007), aunque
CAsAL Y OROs (2007) también describieron la presencia de tromd®aedondos en
Caretta carettaEl tamafio de los trombocitos de muchos emididoawgy similar al de los
trombocitos normales de scripta scripta(INNIS ET AL, 2007; QRRASCAL-VELASQUEZET
AL., 2014), aunque los mas grandes han sido deseritesiys trinacris pudiendo alcanzar
25.0um x 5.0um (Rizza T AL, 2014). Por su parte, HBNSUE ET AL (2011) no
establecieron un tamafio para los trombocitoH@gemys annandaliipero de forma
analoga a lo descrito en el presente estudio, ibésan tres tipos morfologicos para esta
célula; esférico, ovoide y fusiforme.

Desde el punto de vista tintorial, al igual queotnas especies de reptiles, el nicleo
de los trombocitos d&. scripta scriptaaparece basofilo, con cromatina densavgBELL,
199@; FRYE, 1991), aunque se tifie mas intensamente en lasaséhléomorficas. El
citoplasma tiende a mostrar una coloracion azuil dgbncluso llega a ser incoloro,
caracteristica compartida por otros reptileRyfs 1991). Se ha descrito que los
trombocitos activados desarrollan vacuolizacionoptasmatica (@MPBELL, 19968;
WATSON, 1997; CAMPBELL, 2004a). Sin embargo, en el presente estudio mediante
microscopia Optica rutinaria sélo se han detectstiucturas citoplasmaticas compatibles
con vacuolas en los trombocitos normales. Las teniaticas tintoriales generales de los
trombocitos deT. scripta scriptase asemejan a las descritas para muchas especies d
guelonios, entre ellas algunas especies de tortugasas (VWoD Y EBANKS, 1984; WORK
ET AL, 1998; Q\sAL Y OROS, 2007). Lo mismo sucede con los quelonios emid{tloss
ET AL, 2007; GHUNGET AL, 2009; ARizzA ET AL, 2014; Q\RRASCAL-VELASQUEZ ET AL,
2014).

Mediante el uso de microscopia electronica soltvase detectado trombocitos de
morfologia redondeada u ovalada, pero no fusiforibgo puede deberse al propio
procesado de las muestras (extraccion, centrifygettg, que induce a la activacion de
estas células y a la alteraciéon de su morfologimocya se ha comentado anteriormente y
tal y como BLLIZZON ET AL (2002) describieron en sus estudios ultraestralets. Sin
embargo, B MOURA ET AL (1997) describieron ultraestructuralmente el troaiioodel
yacaré Caiman crocodilus yacajecon una forma eliptica caracteristica y @nelonia
mydasestas células también se mostraron ovaladas foriugis (WORK ET AL, 1998). En
Caretta carettadominan las formas ovaladas y redondeadasACET AL, 2007). En otros
emididos también se han descrito frecuentementebtroitos de forma alargada, aunque
pueden aparecer células mas ovaladas y/o redorsd@2dsON ET AL, 1987; GIANSUEET
AL., 2011). El nucleo del trombocito de scripta scriptapuede mostrarse redondeado o
irregularmente lobulado y con heterocromatina da alectrodensidad mayor a la del
nacleo del linfocito, lo que ayuda a su diferenidac En reptiles, la morfologia nuclear
lobulada representa el hallazgo mas frecuentgual que la presencia de heterocromatina
densa (RYE, 1991; CAMPBELL, 1996; RASKIN, 2000). Lo mismo se cumple también en
muchos quelonios (AMON ET AL, 1987; WORK ET AL, 1998; FELLIZZON ET AL, 2002). En
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el citoplasma de algunos trombocitos Hescripta scriptapueden aparecer estructuras
canaliculares claras que se asemejan a vacuolkase&sin fendmeno frecuente en reptiles
(SYPEK Y BORYSENKQ 1988) y se ha descrito en quelonioai(IoN ET AL, 1987; WORK

ET AL, 1998; RLLIZZON ET AL, 2002; @sSAL ET AL, 2007). DAMON ET AL (1987)
observaron que dichas vesiculas y canaliculos lagogticos aparecen ramificados y
relacionados entre si y que pueden extenderse lehspdasmalema, lo cual podria
significar que esas estructuras constituyen urrastconectado de superficie, asociado
con el proceso de agregacion. A grandes rasga®naibocito deT. scripta scriptaa nivel
ultraestructural es muy similar al descrito pas@L ET AL (2007) en juveniles déaretta
caretta

Citoquimicamente los trombocitos de scripta scripta tanto normales como
pleomdrficos, sblo se muestran positivos para € BAa NBE (con y sin fluoruro), por lo
gue la actividadi-naftil butirato esterasa de estas células esteastsa la inhibiciéon con
fluoruro sodico. El hecho de que los dos tipos pidgicos de trombocito respondan de
igual manera a las técnicas citoquimicas estudiadafirma que se trata de la misma
célula manifestando morfologias diferentes. Pagdneral se acepta que los trombocitos
de los reptiles son positivos para el PASARD ET AL, 2004). En el caso de esta tincion,
se ha descrito que la positividad se localiza etueias citoplasmaticas portadoras de
glucégeno (HARD ET AL, 2004). Esto coincide con las observaciones reaizah el
presente estudio em. scripta scripta ya que en los trombocitos normales, tanto la
respuesta para el PAS como la actividadaftil butirato esterasa, se han localizado
principalmente a ambos lados del ndcleo, coincdbernon areas identificadas como
vacuolas con la técnica Diff quickEs de destacar que los trombocitos de algunasiesp
de reptiles presentan las mismas caracteristitaguainicas que los d€. scripta scripta
como es el caso de la serpiente de cascabel adam@rotalus adamanteygALLEMAN
ET AL, 1999),lguana iguana(HARR ET AL, 2001) oChelonia mydagWORK ET AL, 1998).
Sin embargo, eallotia simonyino se ha detectado positividad de los trombogitos
ninguna técnica citoquimica @ATINEZ-SILVESTRE ET AL, 2005). En el caso de los
guelonios emididos, existen especies que manifieatdividad peroxidasa y fosfatasa
acida (DvMON ET AL, 1987), mientras que otras son positivas paudin negro B y el
PAS (GHANSUE ET AL, 2011). Por su parte, los trombocitos @eadia sinensissolo
resultaron positivos para el PASH@NG ET AL, 2009).
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5.2.- VALORES HEMATOLOGICOS Y BIOQUTMICOS

Se ha establecido para los valores hematologidm®guimicos una comparativa
entre sexos dentro de la misma estacion y entaeieses dentro del mismo sexo. De igual
manera se ha procedido con los pesos, segregatr@oaeimales de menos y de mas de
700grs. Se eligié este peso en concreto porquacmiaba cerca de la media y porque
usando esa linea de corte todos los animales swiviggon dentro de su rango de peso
tanto en invierno como en verano. Es de desta@fioguresultados estadisticos obtenidos
segregando por sexos fueron muy similares a losreédos en la segregacion por pesos.
Esto puede deberse a que sélo hubo un intercamebioatro animales cuando se segregé
por pesos en comparacion de cuando se hizo pos,segalecir, dos individuos machos
pasaron al grupo de las hembras y dos hembras rdabdzaron en el grupo de los
machos.

La media dehematocrito deT. scripta scriptaen invierno es de 22.8 £ 4.7 % y de
24.4 + 4.5 % en verano, por lo que coincide conréogjos normales establecidos para
reptiles que van del 20% al 40% AWACH Y BOEVER, 1983; MARKS Y CITINO, 1990;
FRYE, 1991). Sin embargo, no se han detectado difereesiaslisticamente significativas
de este valor entre sexos 0 entre rango de peas@snpoco entre estaciones, por lo que el
porcentaje de hematocrito no estaria influenciamtcepas variables. Esto contrasta con los
hallazgos descritos en algunas especies. ASRRHET AL (2001) observaron que las
hembras déguana iguanatienden a presentar un hematocrito significativaeeuperior
al de los machos, mientras que en la tortuga ca&abdrdes amarillos Quora
flavomarginatd ocurre justo lo contrario. En esta especie adesidslor hematocrito fue
superior en verano para ambos sexosN(YET AL 2014). Contrariamente ABAKIJ ET AL
(2014) no observaron diferencias significativasapaste parametro entre machos y
hembras d&aranus salvatarPor su parte, RIARTHUR (1996) postulé que el hematocrito
de los quelonios hibernantes tiende a ser mayta época posthibernacion y menor justo
antes de la hibernacioén, pero hay que destacadejpido a las condiciones ambientales a
las que estaban sometidos los individuos empleadogl presente estudio, éstos no
llegaban a realizar una verdadera hibernacion, gjone sufrian cierto grado de
aletargamiento. En el caso de los quelonios ensgdiday especies en las que también se
describen niveles de hematocrito significativamesuperiores en hembras, como es el
caso deOcadia sinensisen la que ademas los registros maximos se detdctante el
mes de junio y los minimos en noviembrei(®G ET AL 2009). EnTrachemys callirostris
CARRASCAL-VELASQUEZET AL (2014) observaron que las hembras de esta espadigen
manifestaban niveles mayores de hematocrito quenkxshos y también se encontraron
variaciones asociadas al tamafio y origen de loscéspnes. Otros autores no detectaron
diferencias significativas de este valor entre sexosus estudios fENSUEET AL, 2011).
Asimismo, la temperatura no parecio interferir eheanatocrito de tortugas de Florida de
orejas rojas {rachemys scripta eleganmantenidas a 5 °C, 25 °C y 35 °C durante 18-24
horas (RANKEL ET AL, 1966).

Los niveles de hematocrito dE. scripta scriptafueron muy préximos a los
descritos en otras especies de emididosr@d Y CiTINO, 1990; JACKSON, 1991; FRYE,
1994;WANG ET AL, 1999; PERPINAN ET AL, 2008;INNIS ET AL, 2007;CHUNG ET AL 2009;
CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

En cuanto a lossolidos totales (proteinas totales)el valor medio de este
parametro eff. scripta scriptadurante el invierno fue de 3.%71.25 g/dL y de 4.2% 1.29
g/dL durante el verano, coincidiendo con los ranggtablecidos en reptiles sanos de 3-8
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g/dL (DAwWSON, 1960; DESSAUER 1970; CHIODINI Y SUNBERG, 1982; ROSsSkoPEk 1982;
TAYLOR Y JACOBSON 1982;WALLACH Y BOEVER, 1983;SAMOUR ET AL, 1986;L AWRENCE,
1987;JACOBSONET AL, 1990; MARKS Y CITINO, 1990; FRYE, 1991;BOLTEN ET AL, 1992;
WRIGHT Y SKEBA, 1992; CAMPBELL, 199@; 2004) y en quelonios de 2.9-6.1 g/dL
(DESsAUER 1970). En este caso, cuando se segreg0 por pesss,detectaron diferencias
estadisticamente significativas para este valofl escripta scripta comparando entre
grupos de peso en la misma estacion y entre es&xcidentro del mismo grupo. Sin
embargo, cuando se segregé por sexos, si se detectéerano una diferencia
estadisticamente significativa entre los valoresndehos y hembras, apareciendo que el
nivel de sodlidos totales era superior en estasnaftj aunque no era significativamente
mayor que el observado en invierno para dicho sekbecho de que esta diferencia solo
se detecte entre sexos y solo en la época de vpumue estar relacionado con el aumento
de proteinas plasmaticas que sufren las hembraem# durante la foliculogénesis
(MARKS Y CITINO, 1990; AcoBsoN 1993;CAamPBELL, 2004), asociado al incremento de
los niveles de albumina (WcHELL, 2001) y a la liberacion a la sangre de la vitelaggery
otras lipoproteinas que son movilizadas para deegema de los huevos yMEels, 1997).
De forma similar, HRR ET AL (2001)observaron enguana iguanaque los niveles de
proteinas plasmaéticas eran notablemente supegordembras gravidas en comparacion
con los machos. Este fenbmeno también ha sidoittesar quelonios (IZKINSON ET AL,
2002; MCARTHUR ET AL, 2002; RAPHAEL, 2003). EnCuora flavomarginatatambién se
detectaron niveles mayores de proteinas en lasrasiiero no se apreciaron diferencias
estacionales significativas AXG ET AL 2014). Sin embargo, EENNERET AL (2002) no
describieron diferencias estadisticamente signifi@aa en los niveles de proteinas
plasmaticas entre sexos en el galapago de Muhignf@emmys muhlenbergji aun
teniendo en cuenta que las muestras se tomaramaledide primavera y principios de
verano. Lo mismo sucedié cdfaranus salvatofSALAKIJ ET AL, 2014).

Los niveles de proteinas totales observadosT escripta scriptafueron muy
similares a los descritos en otras especies deigBiBRENNERET AL, 2002; RAPHAEL,
2003;INNIS ET AL, 2007; PERPINAN ET AL, 2008), aunque efrachemys scripta elegans
este valor fue ligeramente superior al estableelcel presente estudio EARD ET AL,
2004).

La hemoglobinadeT. scripta scriptamostré un valor medio en invierno del@&.7
2.0 g/dL y de 10.5 2.0 g/dL en verano. Esto coincide con los valdeesnuchas especies
de reptiles, que varian entre los 6 y 12 g/dL, aerapn frecuencia son inferiores a 10g/dL
(MARTINEZ-SILVESTREET AL, 2011). En este caso, al igual que sucedi6 cberaatocrito,
tampoco se han detectado diferencias significatd@seste valor en relacion al sexo,
tamafio o estacion. Sin embargo, lgnana iguana las hembras mostraron niveles de
hemoglobina significativamente mayores a los de rwechos (HRR ET AL, 2001).
Opuestamente, eQuora flavomarginatason los machos los que muestran mayores
niveles. Ademas, se describe también una influesstiacional en esta especie, ya que es
en verano donde este parametro alcanza rangosisgepe(YANG ET AL 2014). Esto
contrasta con lo observado en algunas especiestdgds de tierra hibernantes, ya que los
mayores niveles de hemoglobina se describen emrimoAprimavera y no en verano
(JACKsSON, 1991; HEARD ET AL, 2004). Por su parte ABak1J ET AL (2014) no observaron
diferencias estadisticamente significativas pata parametro entre sexos ®aranus
salvator.En el caso de los quelonios emididos, encontrajuesenOcadia sinensiso se
han observado diferencias entre machos y hembeas, g0 entre estaciones, con niveles
mas altos de hemoglobina en los muestreos reafizdg@nte el mes de junioONG ET
AL., 2009). EnTrachemys callirostrise detectan valores superiores en las hembras con
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respecto a los machos y en los individuos silvestrecomparacion con los mantenidos en
cautiverio. También existen diferencias cuando @@para entre grupos de diferentes
pesos (BRRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

Es de destacar que en comparacion con la mayoliss degistros establecidos en
quelonios de la familiEEmydidae los niveles de hemoglobina detectadosTerscripta
scriptason por lo general superiores. Esto puede comelgpse con niveles efectivamente
mayores de hemoglobina en esta especie o debedigerancias en los resultados
asociadas al sistema de medicion (método integtemamomatico frente a método
parcialmente manual) AGksoN, 1991; RPHAEL, 2003;HEARD ET AL, 2004; CHUNG ET
AL.,2009;CHANSUEET AL, 2011;CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

El recuento total de eritrocitos (RBC)deT. scripta scriptaen invierno es de media
5.71 ¢ 0.08) x 16/uL y de 5.72£ 0.10) x 18/uL en verano. Esto coincide con los rangos
generales establecidos para los quelonios, quelesdn54-9.80 x WL, dependiendo de
la especie y de la época del afioKRAEL, 2003). EnT. scripta scriptano se han
evidenciado diferencias estadisticamente signifiaatentre sexos, pesos o estaciones para
este parametro. Sin embargo, en muchos quelonimgiah que en algunos reptiles, se han
descrito variaciones estacionales en el recuenterittecitos (KAPLAN, 1960; FENAAR,
1962; SHEELER Y BARBER, 1964; STENROSS YBOWMAN, 1968; DuGUY, 1970; SEMPLE ET
AL.,1970;RosskoPEK 1982;Wo00D Y EBANKS, 1984;L AWRENCE YHAWKEY, 1986;HART ET
AL., 1991). En el periodo invernal suelen observarsemagores recuentos totales de
eritrocitos, en el periodo postinvernal (marzo{atse aprecia una disminucion y en el
periodo preinvernal (principios de septiembre aléia de octubre) se experimenta un
aumento (DGuy, 1970). Contrariamente, e@uora flavomarginatadichos valores son
superiores en verano y son los machos los quemassen mayor RBC (MNG ET AL
2014).En la tortuga del desiert@&bpherus agassiziel RBC fue también mayor durante
la época estival y dichas variaciones estaciorfale®n mas acentuadas en las hembras
(CHRISTOPHERET AL, 1999). EnVaranus salvatgrson las hembras las que manifiestan
mayores valores de RBCAS\KIJ ET AL, 2014). En el caso de los quelonios emididos, hay
autores que han descrito en varias especies hitiesjaentre ellagrachemys scripta
elegans una evolucion estacional del RBC caracterizadanpayores niveles en otofio,
niveles minimos en diciembre y cierto aumento hkc@imavera, para mantenerse mas o
menos estables hasta principios de otofP(KN, 1960;RAPHAEL, 2003). Esto difiere de
lo observado efl. scripta scripta pero debe recordarse que los sujetos empleadek en
presente estudio no llegaban a realizar verdadeb&snaciones. En el caso @radia
sinensis contrariamente, el RBC muestra mayores rangagemo (GUNG ET AL, 2009).
En cuanto a las diferencias asociadas al sexces$gcies en las que se describe un mayor
namero de estas células en el macho, como sucedal galdpago europecElfys
orbicularis) (DuGuy, 1970), mientras que en otras se ha descrito jostortrario, como
es el caso dé&rachemys callirostriCARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).0tros autores
no han hallado diferencias estadisticamente sggifias entre sexos, COM®ANSUE ET
AL. (2011) en Hieremys annandaliiEn Trachemys callirostrigambién se han descrito
diferencias entre animales de distinto origen yreendiferentes grupos de peso
(CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

En lineas generales, los valores de RBCTdacripta scriptason similares a los
observados en otras especies de emididesP(RAN ET AL, 2008; CHUNG ET AL, 2009;
CHANSUE ET AL, 2011;CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014) y estan muy proximos a los
valores registrados en la subespebiachemys scripta elegan®VALLACH Y BOEVER,
1983).
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El porcentaje de eritrocitos inmadurosen T. scripta scriptatanto en invierno
como en verano ha sido del 0.4% de media. Estouenda con los pequefios porcentajes
descritos en reptiles bajo condiciones normalesopois autores (AEMAN ET AL, 1999;
HEARD ET AL, 2004). Tal es el caso de algunos quelonios c@opherus agassizii
especie en la que LAEMAN ET AL (1992) observaron un porcentaje de eritrocitos
policromatofilos (inmaduros) inferior al 1%. Asimie, en el presente estudio no se han
detectado diferencias estadisticamente signifiaatentre estaciones, sexos o tamarios, lo
cual es consistente con los otros hallazgos hetmtols en los que tampoco se han
apreciado tales diferencias (hematocrito, hemogibRBC). Si no se observan cambios
significativos en el namero de eritrocitos entréaeisnes, no es de esperar que el
porcentaje de células inmaduras varie, puesto guee resta respondiendo con un proceso
regenerativo a un estado de anemiawkEy vy DENNET, 1989). Asi, el porcentaje de
eritrocitos inmaduros establecido @n scripta scriptase ha asociado al nivel basal
fisiol6gico para esta especie.

Los indices eritrocitarios establecidos ef. scripta scriptafueron de media;
VCM: 441+ 80 en invierno y 464 64 en verano, HCM: 208 27 en invierno y 20& 37
en verano y CHCM: 46.6 5.3 en invierno y 43.& 3.5 en verano. Estos valores fueron
por lo general superiores a los descritos en espscies de reptiles (MAN ET AL, 1997,
HARR ET AL, 2001; HEARD ET AL, 2004; SALAKIJ ET AL, 2014), aunque concordaban
parcialmente con los rangos establecidos p@&®IGWT Y SKEBA (1992) en el escinco
arboricola de las islas Salomddofucia zebraty salvo para el valor de la HCM. En el
caso de los quelonios, los valores descritos etudgas terrestres fueron los mas
aproximados a los observadosTerscripta scripta(WALLACH Y BOEVER, 1983;MUROET
AL., 1998; HEARD ET AL, 2004). En los quelonios emididos, las especiesagmlie mas
similitudes se han detectado para estos indicesespecto & . scripta scriptahan sido
Trachemys scripta elegarfBlEARD ET AL, 2004),Ocadia sinensi§CHUNG ET AL, 2009) y
Hieremys annandal{CHANSUEET AL, 2011).

En el caso deWCM de T. scripta scripta encontramos que en invierno no se
aprecian diferencias estadisticamente significatipara este valor entre sexos o entre
grupos de peso, pero en verano si es mayor paheimalsras con respecto a los machos y
para los animales de >700grs frente a los de <800¢y obstante, no se han detectado
diferencias entre estaciones para un mismo sexopm gle tamafo. Las citadas diferencias
entre sexos no se apreciaron cuando se realizgtielie morfométrico de los eritrocitos,
ya que las medidas de las células de machos y hemdsultaron muy similares, aunque
hay que destacar que no se llevaron a cabo medgemverano, época en la que el VCM
divergio entre sexos.

Cuando analizamos EHCM deT. scripta scriptadescubrimos que en invierno no
existen diferencias para este parametro entre sexodre pesos, mientras que en verano
muestran mayores valores las hembras en comparamidlos machos y los individuos de
>700grs frente a los de <700grs. En este casolsrs®bservado diferencias estacionales
dentro del grupo de los machos y de los animales788grs, ya que los valores de HCM
fueron mayores para ambos grupos en invierno empa@uion con el verano.

Para la CHCM de T. scripta scripta no se han detectado diferencias
estadisticamente significativas entre sexos o egripos de peso ni en invierno ni en
verano, aunque si se han registrado valores sugerpara este valor en machos y en
animales de <700grs durante la estacion invernabeiparacion con la estival.
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Hay que destacar quenl®KiJ ET AL (2014) no observaron diferencias entre los
valores de los indices eritrocitarios de macho®mbras dé/aranus salvatgrmientras
que HARR ET AL (2001) descubrieron que las hembraslgleana iguanapresentan una
CHCM superior a la de los machos. En algunas espelg quelonios hibernantes se han
detectado diferencias estacionales en los indicgsoitarios, siendo generalmente
superiores en verano EARD ET AL, 2004). EnCuora flavomarginatatambién se han
constatado diferencias estacionales, registrantlasemayores niveles de CHCM en
verano, siendo ademas en los machos donde se atmerlos valores mas elevados
(YANG ET AL 2014). En los quelonios emididos, encontramos queespecies como
Ocadia sinensisio existen diferencias entre sexos para los indiggscitarios, pero si se
detectan los mayores niveles de VCM en junio yn@mores en noviembre, mientras que
los mayores registros de CHCM aparecen en novienfBr&ING ET AL, 2009). En
Hieremys annandalse detectaron mayores niveles de CHCM en los maCrasiSUEET
AL.,2011).EnTrachemys callirostrisambién se han apreciado diferencias entre sexes p
los indices eritrocitarios. Asi, el VCM fue sigodtivamente superior en hembras en
comparacion con los machos. Todos los indices arostdiferencias en funcion del grupo
de peso estudiado y también se apreciaron varegientre los animales muestreaaos
situ y ex Situ(CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

El recuento total de glébulos blancos (WBC)eT. scripta scriptaen invierno es de
media 6000/uL £ 2036) y de 5792/uLH 2294) en verano, dentro del rango normal
establecido para los quelonios (University of MiaAwian and Wildlife Laboratory. 1996.
In: Exotic companion medicine handbook for vetenias, 2: 6), similar a lo descrito en
Chelonia mydagor MONTILLA ET AL (2006) y dentro del rango establecido para ladar
lora (Lepidochelys kempi(TURNBULL ET AL, 2000). EnT. scripta scripta cuando se
segregd por sexos no se observaron diferenciadiggtamente significativas para este
valor dentro de la misma estacion o entre estasioBaando se segregd por pesos, en
invierno tampoco hubo diferencias, pero en verém®jndividuos de <700grs mostraron
niveles superiores de WBC que los de >700grs. ®inaego, no se apreciaron diferencias
entre estaciones dentro de un mismo grupo de [EEsenanera similar, £AKIJ ET AL
(2014) no observaron diferencias entre los valadesNVBC de machos y hembras de
Varanus salvatgr mientras que eriguana iguana los machos presentaron mayores
registros que las hembrasa¢dsson 2003). En quelonios, la tortuga mediterranea
(Testudo hermanpmuestra los mayores recuentos de leucocitosveerinm y los menores
en primavera (HARD ET AL, 2004), mientras que efuora flavomarginatano se
detectaron diferencias estacionales ni intersegyzdea este valor NG ET AL, 2014). En
los quelonios de la familidmydidaese ha podido comprobar que el WBC puede verse
influido por multiples factores. Asi, édcadia sinensigos mayores recuentos se observan
en junio y los menores en noviembre, pero no sedmpaeciado diferencias entre sexos
(CHUNG ET AL, 2009) Por su parte, eRlieremys annandaliios machos muestran niveles
de leucocitos superiores a los de las hembragaNSUE ET AL, 2011),ocurriendo justo lo
contrario enTrachemys callirostris(CARRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014).Tanto en
Clemmys muhlenbergdomo enTrachemys callirostrisel recuento total de leucocitos en
los individuos cautivos fue superior al de los esives (BENNER ET AL, 2002;
CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014). En esta Ultima especie también se ha coragoob
que los sujetos de <500grs presentan los niveledgarios mas bajos MBRASCAL-
VELASQUEZET AL, 2014).

En lineas generales, el WBC e scripta scriptase ha alejado en mayor o menor

medida de los niveles observados en otros emididass ET AL, 2007; PERPINANET AL,
2008; CHUNG ET AL, 2009; CHANSUEET AL, 2011; CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014),
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incluidos los deTrachemys scripta elegangue resultaron superiores a los del presente
estudio (WALLACH Y BOEVER, 1983), aunque coinciden con los rangos establegdos
BRENNERET AL (2002) enClemmys muhlenbergii

El recuento diferencial leucocitario de T. scripta scripta como ya se ha
comentado, incluye 5 leucocitos: Heterofilos, conporcentaje medio en invierno del
33.9% (£ 10.5) y del 48.6% (= 7.8) en verano; Laifos, con un 12.9% (+ 3.2) en
invierno y un 9.4% (x 1.9) en verano; Monocitosnp eam 4.6% (x 2.22) en invierno y un
3.55% (x 1.98) en verano; Eosinofilos, con un 11(894.09) en invierno y un 12.8% (x
5.6) en verano y Basofilos, con un 36.8% (+ 10MT)irevierno y un 25.6% (+ 6.9) en
verano. Los datos fueron concordantes entre sexodrg grupos de peso dentro de cada
estacion, y se observo el mismo comportamientoegegdo por sexos y por pesos. Las
diferencias se detectaron cuando se compar¢ esi@mei@es. Esta influencia estacional
sobre los leucocitos de los reptiles es algo quesitia observado por varios autores
(PIENAAR, 1962; SHEELER Y BARBER, 1964; STENROSS YBOWMAN, 1968; SEMPLE ET AL,
1970; DuGuy, 1970; ROSSKOPFET AL, 1982; WooD Y EBANKS, 1984; LAWRENCE Y
HAWKEY, 1986; FRYE, 1991; HART ET AL, 1991; ANDERSON 1996; TROIANO Y SILVA,
1998).

El heterdfilo de T. scripta scriptamuestra un porcentaje significativamente mayor
en verano en comparacion con el invierno, lo que lge en verano sea el leucocito mas
abundante, mientras que en invierno ocupa la segposicion. De forma similar, muchos
autores han clasificado a esta célula como la me&gsiénte en cocodrilianos y quelonios
(FRYE, 1973; HARD ET AL, 2004) y en otros estudios, al igual que sucedeTcatripta
scripta, se han detectado recuentos superiores de h&isréfi verano (Dcuy, 1970;
LAWRENCE Y HAWKEY, 1986; WATSON, 1997; R\skIN, 2000). En cuanto a las influencias
sexuales, eVaranus salvadoiSALAKIJ ET AL (2014) no encontraron diferencias entre
machos y hembras para el porcentaje de heterdfilge.similar describieron XNG ET AL
(2014) paraCuora flavomarginatano detectandose tampoco influencias estaciopailes
el numero de heterdfilos en esta especie. En lddidns, encontramos especies en las que
el heterdfilo representa el leucocito mas abundanieo de los mas abundantesi(8G
ET AL, 2009; CHANSUE ET AL, 2011) y otras en las que ocupa un segundo puesto
(DESSAUER 1970; WALLACH Y BOEVER, 1983; BRENNER ET AL, 2002; Q\RRASCAL-
VELASQUEZ ET AL, 2014). Sin embargo, en algunas especies de emididbsterdfilo
puede ocupar un tercer lugar o incluso tener um@vaecia menor en el recuento
diferencial (DESSAUER 1970;INNIS ET AL, 2007; BRPINAN ET AL, 2008). Por otro lado,
hay que destacar que €ércadia sinensidos registros de heterdéfilos en hembras son
superiores a los de los machos, observandose lggresarecuentos en junio ONG ET
AL., 2009).Lo mismo ocurre con las hembras Tiachemys callirostrisEn esta especie
ademas, el tamafo de los individuos influyé encetgntaje de heterdfilos, pero no asi su
origen (QARRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014). Todo lo contrario ocurre elemmys
muhlenbergii especie en la qUERBNNERET AL (2002) describen un mayor namero de
heterdfilos en los animales salvajes en comparamarios cautivos.

El linfocito de T. scripta scripta de forma opuesta al heteroéfilo, muestra mayores
porcentajes en invierno y menores en verano, pquéoen invierno ocupa el tercer puesto
del recuento diferencial y el cuarto en veranoo EEsintrasta con los hallazgos de muchos
autores que consideran a este leucocito el masrosmen los reptiles f8VT GIRONS,
1970;SyPEK Y BORYSENKQ, 1988;CAMPBELL, 199@). No obstante, se ha descrito que los
recuentos linfocitarios pueden ser muy variable®eyender de multiples factoreR{f,
1991).Asi, la influencia estacional parece tener bastanportancia en este parametro,
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aungue en otros estudios los mayores porcentajiesfaetos se han registrado en verano,
no en invierno (DGUY, 1970;HUSSEINET AL, 1978;DESSER YWELLER, 197%; WRIGHT Y
CooPER 1981; SYPEK Y BORYSENKQ, 1988; FRYE, 1991; CAMPBELL, 19963; WATSON,
1997). El sexo también parece afectar a su vakmge las hembras las que muestran los
mayores porcentajes (IBuy, 1970; BORYSENKO Y LEwWIS, 1979; GLAZEBROOK ET AL,
1981;BURKE Y RODGERS 1982;SYPEK Y BORYSENKQ 1988;FRYE, 1991;WATSON, 1997,
CAMPBELL, 199@), si bien hay especies en las que no se han détediferencias entre
sexos, estaciones y/o edad de los individue®@ANO ET AL, 1997; BLAKIJ ET AL, 2014).

En la mayoria de los quelonios, al contrario delservado en el presente estudio, se
cumple la norma general de que los linfocitos regmean el leucocito mas abundante o
uno de los mas abundantessMdiD Y SHARIF, 1972; TAYLOR Y JACOBSON 1982;
LAWRENCE Y HAWKEY, 1986;ANDERSONET AL, 1997;LOPEZOLVERA ET AL, 2003; YANG

ET AL, 2014) y también se observan mayores niveles ehdatoras y durante la época
estival (Duguy, 1970; WILKINSON, 2004). Sin embargo, en especies cofwora
flavomarginatano se han apreciado influencias estacionales tarsexuales para este
parametro (¥NG ET AL, 2014). En muchos quelonios emididos el linfocitmi&n
representa el leucocito mas abundante o uno dedssnumerosos K¥E, 1976;BRENNER

ET AL, 2002; BRPINAN ET AL, 2008; QRRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014), mientras que
en otros puede ocupar el segundo o tercer lugars(ET AL, 2007) o incluso el cuarto
(CHUNG ET AL, 2009; CHANSUE ET AL, 2011).También se ha constatado la presencia de
influencias sexuales en algunas especi@ENBERET AL, 2002; QRRASCAL-VELASQUEZ

ET AL, 2014), pero no en todas HONG ET AL, 2009; CHANSUE ET AL, 2011). EnOcadia
sinensis se aprecian diferencias estacionales, detectantissemayores niveles de
linfocitos durante el periodo estival HONG ET AL, 2009). En Trachemys callirostris
también se han descrito fluctuaciones en funcidrodgen de los individuos, pero no en
relacion a su tamafio f8RASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

El monocito de T. scripta scriptano ha mostrado diferencias estadisticamente
significativas entre sus porcentajes invernalestivaes, por lo que su nimero no parece
estar afectado por las influencias estacionalegstanespecie el monocito ocupa el quinto
y ultimo lugar del recuento diferencial leucocitaiianto en invierno como en verano. Esto
concuerda con las observaciones de muchos auturesstablecen el rango normal para
el porcentaje de monocitos de la mayoria de losilespentre el 0-10% @AYLOR Y
KAPLAN, 1961; TAYLOR ET AL, 1963; Ducuy, 1970; OTtis, 1973; ROSSKOPE 1982;
ROSSKOPFET AL, 1982;W00D Y EBANKS, 1984;SYPEK Y BORYSENKGQ, 1988; JACOBSONET
AL., 1990; MARKS Y CITINO, 1990; ALLEMAN ET AL, 1992; WRIGHT Y SKEBA, 1992;
CAmMPBELL, 199@) o bien clasifican al monocito como el leucocitemas frecuente
(ELIMAN, 1997; LLOYD, 2003; FONTENOT ET AL, 2004; COOPERBAILEY ET AL, 2011;
SALAKIJ ET AL, 2014).De igual manera, el porcentaje de monocitos enleéspto parece
estar influenciado por factores estacionalesddr, 1970; LAWRENCE Y HAWKEY, 1986;
SYPEK Y BORYSENKQ, 1988; MURO ET AL, 1994; TROIANO ET AL, 1996; TROIANO ET AL,
1997; ANDERSONET AL 1997;WATSON, 1997; TROIANO Y SILVA, 1998) y S\LAKIJ ET AL
(2014)tampoco observaron influencias sexuales para edte gnVaranus salvatarEn
muchas especies de quelonios el monocito tiendasdicarse también como el leucocito
menos abundante (FRskopPk 1982; LAWRENCE Y HAWKEY, 1986; BOURDEAU, 1989;
MARKS Y CITINO, 1990;FRYE, 1991;LOPEZOLVERA ET AL, 2003) y al igual que en otros
reptiles, muchos autores consideran que el recukntoonocitos no esta influenciado por
factores estacionales (Buy, 1970; TROIANO Y SILVA, 1998; RAsKIN, 2000), aunque en
algunas especies se ha observado lo contrasoLOR Y JACOBSON 1982; CHRISTOPHER
ET AL, 1999). Asi, erCuora flavomarginatae ha descrito que los niveles de este leucocito
disminuyen en verano y también que son mas abueslantlas hembras en comparacion
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con los machos (MG ET AL, 2014). En la mayoria de los quelonios emididomyual que
enT. scripta scriptalos monocitos son células poco abundant&E{RERET AL, 2002;
INNIS ET AL, 2007; BRPINAN ET AL, 2008; GIUNG ET AL, 2009; CARRASCAL-VELASQUEZ

ET AL, 2014). En algunas especies, al contrario de loreade en el presente estudio, se
detectan influencias estacionales y/o sexualegsabporcentaje. Asi, édcadia sinensis
las hembras presentan niveles superiores de estecl®® y los mayores recuentos se
detectan durante el mes de junii(@G ET AL, 2009).En Trachemys callirostrison los
machos los que ostentan mayores porcentajes,alqge los individuos situ, pero no se
aprecian diferencias asociadas al tamafo de lospigees (BRRASCAL-VELASQUEZ ET
AL.,2014).

El eosindfilo de T. scripta scripta al igual que el monocito, tampoco muestra
fluctuaciones significativas de su porcentaje eeatiavierno y el verano. Sin embargo, en
invierno ocupa el cuarto puesto en el recuentaehif@al, mientras que en verano aparece
en tercera posicion. Esta variacion es secundatia disminucion del porcentaje de
linfocitos durante la época estival, que hace @qseeosindfilos los superen en nimero
durante ese periodo. Por lo general, el porcenajeosindfilos d§. scripta scriptaesta
dentro del rango establecido para reptiles del %-28rPEK Y BORYSENKQ 1988; IRYE,
1991), aunque en algunos lacértidos, ofidios y dolkanos esta célula puede ser muy
poco abundante (QODINI Y SUNDBERG, 1982; ROSSKOPFET AL, 1982; ANDERSON 1992;
HARR ET AL, 2001;SALAKIJ ET AL, 2002; LLOYD, 2003;FISSEET AL, 2004), e incluso hay
especies en las que este leucocito no es detedanhm, es el caso déaranus salvator
(SALAKIJ ET AL, 2014). Por el contrario, algunos quelonios pogaeseer hasta un 20 % de
eosindfilos (RYLOR Y KAPLAN, 1961; DuGuy, 1970; WooD Y EBANKS, 1984; SYPEK Y
BORYSENKQ, 1988; JACOBSON ET AL, 1990; MARKS Y CITINO, 1990; WRIGHT Y SKEBA,
1992). Se ha descrito que el numero de eosindgfilesle verse influenciado por factores
estacionales, contabilizandose nimeros menoregmme y mayores durante el periodo
de hibernacion (hwrRENCE Y HAWKEY, 1986;DucGuy, 1970;WATSON, 1997) y en algunas
especies de tortugas también se han observad@noffs sexuales. Asi, en la tortuga
negra Chelonia mydas agassigiel numero de eosindfilos del macho es inferiodalla
hembra (®umBLES ET AL, 1990), mientras que efuora flavomarginataocurre
justamente lo contrario NG ET AL, 2014).De forma opuesta, hay autores que no han
detectado variaciones en el recuento de eosin@nosincion de la estacion, edad o sexo
de los individuos (ROIANO Y SILVA, 1998). En los quelonios emididos, encontramos que
algunos autores no han descrito eosindéfilo$rchemys scriptgpero en esos estudios no
se emplearon técnicas de caracterizacion citogaimic ultraestructural para la
identificacion celular (BSSAUER 1970;WALLACH Y BOEVER, 1983). En varias especies de
emididos, este leucocito ocupa el ultimo puestae@iento diferencial ENNERET AL,
2002; ERPINANET AL, 2008), mientras que en otras representa unosdelicocitos mas
abundantes (BESSAUER 1970;CHUNG ET AL, 2009;CHANSUE ET AL, 2011). EnTrachemys
callirostris ocupa el tercer puesto ARQRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014)y el cuarto en el
caso dePseudemys rubriventri§iNniS ET AL, 2007). GRRASCAL-VELASQUEZ ET AL
(2014)no observaron diferencias en el recuento de edsisa@ntre machos y hembras de
Trachemys callirostrispero describieron influencias asociadas al tanyafiogen de los
sujetos. GANSUE ET AL (2011)tampoco detectaron diferencias intersexuales pste e
parametro enHieremys annandalii mientras que los machos decadia sinensis
presentaron porcentajes de eosindfilos superiones a@e las hembras. En esta especie
ademas, los niveles mas altos de este leucocitegssraron en junio y los mas bajos en
abril (CHUNG ET AL, 2009). EnClemmys muhlenbergide forma opuesta a lo descrito en
Ocadia sinensisson las hembras las que manifiestan mayores masuele eosinoéfilos
(BRENNERET AL, 2002).
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El basdfilo de T. scripta scriptarepresenta, junto con el heterofilo, el leucoaid@s
abundante de esta especie. Su porcentaje es sugreliovierno, época en la que ocupa el
primer lugar del recuento diferencial, y disminwgre verano, momento en el que queda
situado por detras del heterdfilo. Por tanto, exista relacion inversamente proporcional
entre los porcentajes de basofilos y heterofilos.

De forma similar a lo observado en el presentedesten reptiles se suele establecer
un rango para el recuento de basofilos del 0-408%L@GR Y KAPLAN, 1961;DucGuy, 1970;
ROSSKOPE 1982; ROSSKOPFET AL, 1982;W0OOD Y EBANKS, 1984; SYPEK Y BORYSENKQ,
1988;JACOBSONET AL, 1990;MARKS Y CITINO, 1990;WRIGHT Y SKEBA, 1992;CAMPBELL,
199@; RASKIN, 2000;RosskopPE 2000) y en algunos quelonios estas células pudeigar |
a presentar recuentos superiores al 50%6HkLS, 1923;MEAD ET AL, 1983;SYPEK ET AL,
1984; SyPEK Y BORYSENKQ 1988), aunque hay que resaltar que en las tortungasas
rara vez se encuentran basofiloa¢BERE, 1980; SPEK Y BORYSENKG, 1988; CANNON,
1992; ARNOLD, 1994;WbORK ET AL, 1998;RAsKIN, 2000;CASAL Y OROS 2007),0 que en
algunas tortugas terrestres no han llegado a detectestas células AWRENCE Y
HAWKEY, 1986; LOPEZOLVERA ET AL, 2003). Opuestamente a lo descrito €n scripta
scripta, en algunos reptiles se observan disminucionesedakento de baséfilos durante la
hibernacion y aumentos al llegar la época actiMairividuo (Ducuy, 1970; UNT
GIRONS, 1970;CHRISTOPHERET AL, 1999; RsKIN, 2000), aunque hay autores que no han
detectado variaciones en funcion de la época del efiad 0 sexo ROIANO Y SILVA,
1998; YANG ET AL 2014). En los quelonios emididos encontramoscéspen las que, al
igual que puede ocurrir ef. scripta scripta el basofilo supone el leucocito mas
importante (NNIS ET AL, 2007; BRPINAN ET AL, 2008), mientras que en otras ocupa el
tercer lugar del recuento diferenciaiREBINERET AL, 2002; GIUNG ET AL, 2009;CHANSUE
ET AL, 2011), o incluso representa el leucocito menostii@bjCARRASCAL-VELASQUEZET
AL., 2014).En los emididos estudiados no se han detectadrenidi@s estadisticamente
significativas en el recuento de basofilos entrehoa y hembras @ENNERET AL, 2002;
CHUNGET AL, 2009; CHANSUEET AL, 2011;CARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014),pero se
han descrito influencias estacionales @radia sinensisobservandose los niveles mas
bajos en abril y los mas altos en junicH(®G ET AL, 2009).Por su parte, efrachemys
callirostris no se han apreciado diferencias entre animalestu y ex sity pero si en
funcién del tamafio de los sujetoOARRASCAL-VELASQUEZET AL, 2014).

Para elrecuento de trombocitosde T. scripta scriptase emplearon dos métodos
diferentes con el objetivo de obtener resultados fiables y ajustados. Sin embargo, los
estudios estadisticos han puesto de manifiestolapueesultados obtenidos por ambos
sistemas no son concordantes. Asi, en las medgi@atizadas en invierno, encontramos
gue ambos métodos son claramente discordantes,unomumero de trombocitos
notablemente inferior mediante el sistema del neituen camara, con una media de 27.8
(+ 9.6) x 1d/uL, mientras que con la estimacion en frotis fagld.4 (+ 10.6) x 1uL. En
verano, por el contrario, los resultados obtenplmsambos métodos son moderadamente
concordantes, con un recuento en camara de 3528+t 16/uL y una estimacién en
frotis de 39.1 (+15.2) x PuL. En cualquier caso, estos resultados son &igtiifamente
superiores a los observados en otros reptilesyange el rango establecido de 10.5%10
19.5 x16 trombocitos/uL (ENAAR, 1962; FRYE, 1981) y bastante mayores que los de
otros emididos (ERPINAN ET AL, 2008; CHUNG ET AL, 2009; CHANSUE ET AL, 2011;
CARRASCAL-VELASQUEZ ET AL, 2014), aunque son muy similares a los establegdos
BRADLEY ET AL (1998) enCaretta caretta
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Mediante el método de la estimacion en frotis nwlsservaron diferencias en el
namero de trombocitos entre machos y hembras,tré grupos de peso, en ninguna de las
dos estaciones de estudio. De igual manera, tampecaletectaron fluctuaciones
significativas de este valor entre estaciones, Iporgque el comportamiento de los
trombocitos deT. scripta scriptaes similar al observado en los eritrocitos (RB@), s
influencias estacionales, sexuales o asociadasmafto. Sin embargo, mediante el método
del recuento en camara se detectaron diferencig@ifisativas en el numero de
trombocitos. Asi, en verano, los recuentos fuetgregores en machos en comparacion
con las hembras y en animales de <700grs en cooiparaon los de >700grs y en
general, en machos y animales de <700grs los walkes@vales de trombocitos fueron
superiores a los invernales. De forma similar, mbguestudios en reptiles describen la
existencia de variaciones estacionales en el ndarderdarombocitos, observando un
descenso de estas células en invierno y un aundemémte el periodo estival ARLAN,
1954;PIENAAR, 1962;DuGuUY, 1970;TROIANO ET AL, 1997). En otros emididos también se
han detectado influencias sexuales y ambientale§. GARRASCAL-VELASQUEZ ET AL
(2014) observaron erfrachemys callirostrisun mayor niumero de estas células en los
animales en cautividad en comparacion con los iddosin situ. Ademas, los ejemplares
con peso inferior a 500grs mostraron el menor nander trombocitos, mientras que las
hembras presentaron recuentos superiores a los degchos.

Hay que resaltar que en el presente estudio existimarcadas discrepancias entre
los dos métodos de recuento de trombocitos emmegdgue los resultados de la técnica
de estimacion en frotis fueron estables y homoggnleaciendolos mas consistentes en
relacion con el resto de resultados hematoldgiceslos obtenidos mediante el recuento
en camara. Por consiguiente, se sugiere que lasegaldesprendidos del recuento en
camara estuvieron sujetos a algun tipo de errormiestreo o laboratorial. Muy
probablemente el nimero de trombocitos fue infaealo debido a la dificultad de
distinguir estas células de los linfocitos pequeftesre 1991; MARTINEZ-SILVESTRE ET
AL., 2011), mas aun teniendo en cuenta que la vadoran la camara de Neubauer se lleva
a cabo a menos aumentos que la del frotis, y dodmeque el almacenamiento en frio de
las muestras antes de su procesado tiende a gemlezeaciones morfologicas que
dificultan su identificacién (WRK ET AL, 1998). Es por todo ello que en el presente
estudio hemos considerado que la técnica de eséiman frotis, ademas de mas sencilla,
puede considerarse mas fiable, aunque el uso deosansistemas podria ser
complementario.
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6.- CONCLUSIONES

Primera. El estudio morfolégico y citoquimico de las cétukanguineas de la tortuga de
vientre amarillo u orejas amarillasTrachemys scripta scripta) ha permitido la
identificacién de siete tipos celulares. Ademéasdeocitos y trombocitos, se detectaron
cinco poblaciones de leucocitos: heterdfilos, effos, basdfilos, linfocitos y monocitos.

Segunda.Los eritrocitos dérachemys scripta scripta pueden mostrar positividad para las
técnicas citoquimicas de la fosfatasa &cida coim yastrato, lao-naftil butirato esterasa
con y sin fluoruro y para el acido periédico de i8cbicha positividad aparece de forma
focal a modo de inclusiones que también son obdasvaon la técnica Diff quicky la
microscopia electrénica, y que no se asocian arfends patologicos.

Tercera. Los heterdfilos deTrachemys scripta scripta se distinguen del resto de los
granulocitos gracias a su respuesta positiva alheilina peroxidasa, mientras que los
basofilos son los Unicos leucocitos en manifestaitipidad para el azul de toluidina. Por
su parte, el eosindfilo representa el leucocitondgor tamafio de esta especie.

Cuarta. Los linfocitos deTrachemys scripta scripta han mostrado cierta variabilidad de
tamafio, predominando las células pequefias con npEmoentaje citoplasmatico, pero
observandose también células medianas/grandes @yorntantidad de citoplasma.
Asimismo, algunas de las medidas celulares han sigeeriores en las hembras en
comparacion con los machos.

Quinta. Los monocitos ddrachemys scripta scripta presentan una morfologia nuclear
variable, y mediante el uso del Diff quitlkel citoplasma puede mostrar un aspecto
arenoso, con una fina granulacion eosindfila y&obia.

Sexta. Los trombocitos deTrachemys scripta scripta han mostrado dos variantes

morfologicas, asociadas a células que mantiendorsia original (ovaladas o fusiformes)

y a células que han sufrido un proceso de actimagEdondeadas/pleomorficas). Ambos
tipos han respondido de igual manera frente aélasidas citoquimicas, aunque mediante
microscopia electronica solo se han detectado ®redondeadas u ovaladas.

Séptima. No se han detectado influencias estacionalesatexo asociadas al tamafio en
Trachemys scripta scripta para los valores de hematocrito, hemoglobina,emcutotal de
eritrocitos y porcentaje de eritrocitos inmadunast lo que dichos factores no afectan a
estos parametros, al menos en las condiciones gutagstaban sometidos los sujetos de
estudio.

Octava. En verano, los individuos de <700grs muestran megyoecuentos de globulos
blancos que los de >700grs, mientras que el recudiférencial leucocitario presenta el
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mismo comportamiento cuando se segrega por sexescgando se hace por pesos,
mostrando claras influencias estacionales que hqaerel basdfilo sea el leucocito mas
frecuente en invierno, mientras que en verano leelebeterdfilo. Los eosindfilos y
monocitos no sufren variaciones significativas de porcentajes entre estaciones y el
monocito representa el leucocito menos abundanéstdesspecie.

Novena. La estimacion en frotis del nimero de trombochasresultado ser una técnica
mas fiable que el recuento en cdmara para la dbtemle este valor. Mediante dicho
sistema, el numero de trombocitos deachemys scripta scripta no ha mostrado
influencias estacionales, intersexuales o depetefietel tamafio de los individuos, al
menos en las condiciones a las que estaban som&iglsujetos de estudio.

Décima. Las proteinas totales dErachemys scripta scripta no muestran variaciones
significativas cuando se segrega por pesos, mgqua cuando se segrega por sexos, el
nivel estival de proteinas de las hembras es supatide los machos, pudiendo estar
asociado este hecho a factores reproductivos (ffoliénesis).
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7.- RESUMEN

En el presente trabajo se ha llevado a cabo udieste identificacién morfolégica
(mediante microscopia 6ptica y electronica) y dadarizacion citoquimica de las células
sanguineas en individuos adultos sanos de tortagaetitre amarillo u orejas amarillas
(Trachemys scripta scripta). Adicionalmente, se han establecido los paramsetro
hematoldgicos y los solidos totales de esta espegiedos estaciones diferenciadas
(invierno y verano), realizandose comparativas déstiaas entre sexos, tamafio de los
individuos y estaciones. Los sujetos de estudio éstado sometidos a las condiciones
ambientales propias de la costa sur-sureste ddalalé Gran Canaria, caracterizadas por
suaves fluctuaciones térmicas interestacionales.

Para el andlisis rutinario de microscopia Opte@mpled como método de tincion
la técnica Diff quick y la caracterizacién citoquimica se basé en Igsientes técnicas:
fosfatasa acida con tartrato (ACPT) y sin tarti@®GPNT), bencidina peroxidasa (PER),
a-naftil butirato esterasa con fluoruro (NBEF) y 8uroruro (NBENF), naftol cloroacetato
esterasa (CAE), Sudan negro B (SBB), acido pemdde Schiff (PAS) y azul de toluidina
(AT). El estudio morfolégico, ultraestructural ytaguimico permitio la identificacion de
siete tipos celulares sanguineos: eritrocitos, kmitos, heterofilos, eosinofilos, basdfilos,
linfocitos y monocitos.

Algunos eritrocitos d@rachemys scripta scripta manifestaron positividad focal en
forma de inclusiones citoplasmaticas para la AGI (g sin tartrato), la NBE (con y sin
fluoruro) y el PAS. Los heterdfilos resultaron pivsis para todas las técnicas citoquimicas
a excepcion del azul de toluidina, siendo el b&sdfa Unica célula en responder
positivamente para dicha tincién. Los linfocitosmesentaron como células de tamafio
variable, mientras que los monocitos se caractenzpor la diversidad de formas de su
ndcleo. Los trombocitos mostraron bastante varaddl morfoldégica en funcién de su
grado de activacion, pero siempre manifestaronitamia respuesta citoquimica, es decir,
positividad para la NBE (con y sin fluoruro) y patdPAS.

Respecto al estudio hematoldégico, algunos de laoginggtros analizados no
mostraron diferencias significativas en funcion ldeestacion, sexo o tamafio de los
individuos (hematocrito, hemoglobina, recuento Itala eritrocitos y porcentaje de
eritrocitos inmaduros), mientras que el recuentereincial leucocitario varié en funcion
de la estacion: el leucocito mas abundante enrmviéue el baséfilo, mientras que en
verano lo fue el heterdfilo. El monocito ocupé élndo puesto del recuento diferencial
tanto en invierno como en verano. El recuento denthocitos varié en funcion de la
técnica diagndstica empleada, pero mediante eldesda estimacion en frotis no se
observaron fluctuaciones asociadas a la estacdo, ® tamafio de los sujetos de estudio.
Los sélidos totales presentaron mayores nivelehi@ambras en comparacion con los
machos sélo durante la época estival.

231



Resumen

232



Summary

8.- SUMMARY

In the present work, we studied the morphologichitastructural and cytochemical
characteristics of the blood cells of healthy agellow-bellied slider turtlesTrachemys
scripta scripta). Hematological parameters and total solids wesessed in two different
seasons (winter and summer), generating comparstatestics between sexes, weights,
and seasons. Animals were maintained under theaemaental conditions of the south-
southeastern coast of Gran Canaria island, chaizadefor its gentle thermal seasonal
changes.

Light microscopy study was performed using thef Djfick” method. For
cytochemical characterization we used the follomdaghniques: acid phosphatase with
tartaric acid (ACPT) and without tartaric acid (AP, benzidine peroxidase (PER);
naphthyl butyrate esterase with fluoride (NBEF) anthout fluoride (NBENF), naphthol
chloroacetate esterase (CAE), Sudan black B (SBBjiodic acid-Schiff (PAS) and
toluidine blue (TB). Seven cell types were ideetifi erythrocytes, thrombocytes,
heterophils, eosinophils, basophils, lymphocytes monocytes.

Some erythrocytes showed cytoplasmic inclusionsitipe for ACP (with and
without tartaric acid), NBE (with and without flude), and PAS. Heterophils were
positive for all the cytochemical stains except tmoudine blue, while the basophil was
the only cell type that reacted positively to talme blue. Lymphocytes were
characterized by their variable sizes, and monatyteiclei showed different forms.
Thrombocytes showed high morphologic variabilitypeleding on their activation level,
but all were positive for NBE (with and without @ude) and PAS.

Hematocrit, hemoglobin, total erythrocyte countjdaimmature erythrocyte
percentage did not show significant differences season, sex, or size, whereas the
leukocyte differential count was highly influenceg season. During winter, the most
abundant leukocyte was the basophil, whereas inrarnt was the heterophil. Monocytes
were the least common cell of the differential doum both winter and summer. The
thrombocyte count depended on the measurementigeehrbut smear estimation did not
show fluctuations by season, sex, or size. Totadsavere higher in females than in males
during the summer.

233



Summary

234



Agradecimientos

9.- AGRADECIMIENTOS

En primer lugar debo darle las gracias a mi dieal Dr. Jorge Orés Monton, no
sélo por haber aceptado mi propuesta de tesisegrlaaguya, invirtiendo su valioso tiempo
y dedicacion, sino por ser un gran profesional ytrabajador impecable, ademas de un
buen amigo.

A Patricia Ramirez Perdomo, la que ademas de h&bd@do que asumir
importantes sacrificios personales y que represehfaincipal punto de apoyo moral para
este doctorando, ha sido parte fundamental dusdeceso de obtencion de las muestras
sanguineas, sujetando a las “rebeldes” tortugateanygs en este estudio.

Al Dr. Pedro Castro Alonso, por su infinita padien su apoyo e inestimable ayuda
durante las largas horas de trabajo en el Labdvate Histologia Veterinaria. Su
colaboracién fue fundamental para que el estudioqgimico y la realizacion de las
medidas celulares llegaran a buen puerto.

Al Dr. Pedro Saavedra Santana, Catedratico dehi@mmpento de Matematicas de
la ULPGC, por su rapidez y diligencia en el dedkrrdel estudio estadistico y por
hacernos un hueco en su apretada agenda.

Al Dr. Alfonso Blanco Rodriguez, Catedréatico det@de Anatomia de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Coérdoba, pamagnifico trabajo en la obtencion de
las im&genes de microscopia electrénica.

A Minerva Artiles Castellano, por estar ahi cada gue la necesité.

A todas las personas que cedieron de forma dessaida sus animales para la
realizacion de este estudio, en especial a Nayarsayra.

A todos los comparfieros de la Clinica Veterinaridamtico y del Hospital
Veterinario Benartemi, por haberme permitido realizparte del trabajo en sus
instalaciones y por las molestias que les hayadpanasionar.

A los trabajadores del Servicio de Microscopiaci@mica del CULP, por su
complicidad.

Al Dr. Juan Andrés Ramirez Gonzélez, CatedratecAdatomia Humana de la
ULPGC, por sus inestimables consejos y apoyo.

Por ultimo, pero no menos importante, quiero déategracias a todas aquellas
personas, familiares y amigos, que en algin momergadedicaron alguna palabra de

235



Agradecimientos

aliento o me mostraron su apoyo incondicional, dresd esta ardua labor un poco mas
llevadera.

236



Bibliografia

10.- BIBLIOGRAFIA

ADNYANA, W., LADDS, P. W. Y BLAIR, D. 1997. Observations of fibropapillomatosis in greertles
(Chelonia mydgsin IndonesiaAustralian Veterinary JournallQ: 737-742.

AGID, R., SAINT GIRONS, H., MARTOJA, M. Y DUGUY, R. 1961.Influence de la temperature et des facteurs
endocrines dans la glucoregulation chézera aspisRole de I'adrenalini€omptes Rendus Hebdomadaires
des Seances de L Academie des ScigReets, 252: 2007-2009.

AGUIRRE, A. A. 1996. Plasma biochemistry values of green turt@ise{fonia mydaswith and without
fibropapillomas in the Hawaiian Islands. Southwisheries Science Center. Administrative Report6--9
10C.

AGUIRRE A. A. , BALAZS, G.H., SPRAKER, T. R. Y GROSS T. S.1995. Adrenal and hematological responses
to stress in juvenile green turtlegShelonia mydaswith and without fibropapilloma$?hysiological zoology
68(5): 831-854.

AIELLO, S.E. 2000. Patologia Clinica y Procedimientos. ErllI&i(Ed.), El Manual Merck de Veterinaria, 52
Edicion. Merck & Co., INC. USA1334-1418.

ALDER, A. Y HUBER, E. 1923. Untersuchungen uber blutzellen und zellbigdbei amphibien und reptilien.
Folia Hematologica29: 1-22.

ALLEMAN, A. R. JACOBSON E. R. Y RASKIN, R. E. 1992. Morphologic and cytochemical characteristf
blood cells from the desert tortoisedpherus agassigiiAmerican Journal of Veterinary Researd@3(9):
1645-1651.

ALLEMAN, A. R., JacoBSON E. R. Y RAskIN, R. E. 1999. Morphologic, cytochemical staining, and
ultrastructural characteristics of blood cells fremstern diamondback rattlesnak€sotalus adamantedis
American Journal of Veterinary Resear@®(4): 507-514.

ALTMAN, P. L. Y DITTMER, D. S. 1964. Biological data book. Federation of Americaacieties for
Experimental Biology, Washington, District of Colbia: 633.

ALTMAN, P. L. Y BRACE, K. C. 1962. Red cell life span in the turtle and toddnerican Journal of
Physiology 203: 1188-1190.

ANDERSEN H. T. 1961. Physiological adjustments to prolongedngjin the american alligatoAlligator
missisippiensisActa Physiologica Scandinavicas: 23-45.

ANDERSON N. L. 1992. Diseases ofguana iguana Compendium on Continuinfducation for the
Practicing Veterinarian 14(10): 1335-1342 (hematology); and Southwest eNieary Diagnostic
Laboratories, normal blood values (biochemistries).

ANDERSON N. L. 1996. Effects of temperature, sex and sample typ hematology and serum/plasma

chemistries of captive New Guinea snapping tuii#seya novaeguinepeProceedings of the Third Annual
Conference of the Association of Reptilian andplitrian Veterinarians43-49.

237



Bibliografia

ANDERSON N. L., WACK, R.F. Y HATCHER, R. 1997. Hematology and clinical chemistry refererarages for
clinically normal, captive New Guinea snapping lai(Elseyanovaeguineadeand the effects of temperature,
sex and sample typ&ournal of Zoo and Wildlife Medicin@8(4): 394-403.

ANDREASEN C. B. Y LATIMER, K. S. 1990. Cytochemical staining characteristicshi¢ken heterophils and
eosinophilsVeterinary Clinical Pathologyl9: 51-54.

ANDREW, W. 1965. Comparative hematology. New York, NY; ltied, Grune and Stratton Inc.: 1-188.

ANSLEY, H. Y ORNSTEIN, L. 1970. Enzyme histochemistry and differential whigdl counts on the technicon
hemalog D: Advances in automate analyBechnicon International Congresk: 437.

ARIzzA, V., RUSSQ D., MARRONE, F.,SACCO, F. Y ARCULEQ, M. 2014. Morphological characterization of the
blood cells in the endangered Sicilian endemic pintie, Emys trinacris (Testudines: Emydidaeltalian
Journal of Zoology81: 3, 344-353.

ARNOLD, J. 1994. White blood cell count discrepancies ifartic loggerhead sea turtles: Natt-Herrick vs.
Eosinophil UnopetteProceedings of the f4Annual Conference of the Association of Zoo Vieteyi
TechniciansCleveland, Ohio, Septiembre: 15-22.

ATLAND, P.D. Y PARKER, M. 1955. Effects of hipoxia upon the box turthemerican Journal of Physiology
180: 421-427.

ATLAND, P.D. Y THOMPSON E. C. 1958. Some factors affecting blood formation irtlas. Proceedings of
the Society for Experimental Biology and Medici@eciety for Experimental Biology and Medicig8: 456-
459,

AUSTIN, J. H., SUNDERMAN, F. W. Y CAMACK, J. G. 1927. Studies in serum electrolytes. Il. The tetdgte
composition and the pH of serum of a poikilothersmaanimal at different temperature®ournal of
Biological Chemistry27: 677-685.

AZEVEDO, A. Y LUNARDI, L. O. 2003. Cytochemical characterization of eosinlpléukocytes circulating in
the blood of the turtleGhrysemys dorbignjhActa Histochemical05 (1): 99-105.

BABLOK, W., PASSING, H., BENDER, R. Y SCHNEIDER, B. 1988. A general regression procedure for method
transformation. Application of linear regressionoggdures for method comparison studies in clinical
chemistry. Part lllJournal of Clinical Chemistry and Clinical Biochestriy, 26: 783-790.

BABUDIERI, B. 1930. Studi di Ematologica Comparata. Richershe Pesci, Sugli Anfibi, e sui Rettili.
Haematologica?2 : 199-255.

BACHERE, E. 1980. Recherches hematalogiques chez la tortumenChelonia mydagL.). Qala Réunion.
Ph. D. Dissertation, L Institut National Polytechiné de Toulouse.

BAGGIOLINI, M. 1972. The enzymes of the granules of polymorph@aucleukocytes and their functions.
Enzyme13:132-160.

BARROWS M., MCARTHUR, S. Y WILKINSON, R. 2004. Diagnosis. En: S. McArthur, R. Winkinson & J.
Meyer (Eds.). Medicine and surgery of tortoises tamtles. Blackwell Publishing Ltd.: 109-140.

BARTEN, S. L. 1993. The medical care of iguanas and otbemeon pet lizardsVeterinary clinics of North
America, Small Animal Practic@3: 1213-1244.

BASILE, F., DI SANTI, A., CALDORA, M., FERRETT|, L., BENTIVEGMA, F. Y PICA, A. 2011. Inclusion bodies in
loggerhead erythrocytes are associated with urestibimoglobin and resemble Human Heinz bodies.
Journal of Experimental Zoologfart A: Ecological Genetics and Physiology, Au@15 (7): 416-423.

BEARD, M. E.J.Y FAIRLY, G.H. 1974. Acute leukemia in adultSeminars in Hematologi1: 5-24.

BECKMANN, J., NETH, R., GAEDICKE, G., LANDBECK, G, SCHOCH, G., WIEGERS U. Y WINKLER, K. 1974.
Cytology and cytochemistry of the leukemic celamatologie und Bluttransfusipi4: 26-35.

238



Bibliografia

BENEDICT, A. A. Y POLLARD, L. W. 1972. Three classes of immunoglobulins founthénsea turtleChelonia
mydas Folia Microbiologica 17 (1): 75-78.

BENNETT, J. M. Y ReeD, C. E. 1975. Acute leukemia cytochemical profil@iagnostic and clinical
implications.Blood Cells 1: 101.

BERKSON H. 1966. Physiological adjustments to prolonged divingthe pacific green turtleChelonia
mydas agassiziComparative Biochemistry and Physiolpd®: 101-119.

BERNSTEIN R. E. 1938. Blood cytology of the tortoisdestudo geometrica, South. African Journal of
Science35: 327-331.

BLAND, J. M. Y ALTMAN D. G. 1986. Statistical method for assesing agreement betwaenniethods of
clinical measurementhe Lancetl: 307-310.

BOLTEN, A. B. Y BJORNDAL, K. A. 1992. Blood profiles for a wild population ofegn turtles Chelonia
myda$ in the southern Bahamas: size-specific and segifp relationshipsJournal of Wildlife Diseases
28(3): 407-413.

BOLTEN, A. B., JACOBSON E.R. Y BJORNDAL, K. A. 1992. Effects of anticoagulant and autoanalyzeblood
biochemical values of loggerhead sea turt@arétta carettyq American Journal of Veterinary Reseaych
53(12): 2224-2227.

BORYSENKQ M. Y LEWIS, S. 1979. The effect of malnutrition on immunocompeterand whole body
resistance to infection iBhelydra serpentina. Developmental and Compardtivaunology 3: 89-100.

Bounous D. I, DotsoN T. K., BROOKS R. L. Y RAaMsAY, E. C. 1996. Cytochemical staining and
ultrastructural characteristics of peripheral bldedcocytes from the yellow rat snakEldphe obsoleta
quadrivitattg. Comparative Haematology Internation#l: 86-91.

BOURDEAU, P.1989. Pathologie des tortué®int Veterinaire 2: 52.

BOYER, T. H. 1995. Reptilian hematologyProceedings of North American Veterinarians Coniese
Orlando, Florida: 640-641.

BOYER, T. H. Y BOYER, D. M. 2006.Turtles, tortoises and terrapins. En: Mader D. \BEdeptile Medicine
and Surgery. 2nd Edition. St. Louis, Missouri. US8&-99.

BozbECH M. J.Y BAINTON, D. F. 1981. Identification ofi-naphthyl butyrate esterase as a plasma membrane
ectoenzyme of monocytes and as a discrete inttd@elmembrane-bounded organelle in lymphocytes.
Journal of Experimental Mediciné53: 182-195.

BRACE, K. C. Y ATLAND, P.D. 1955. Effects of hypoxia upon the box turtle anddtddmerican Journal of
Physiology,180: 421-427.

BRACE, K. C. Y ATLAND, P. D. 1962. Red cell life span in the turtle and todgnerican Journal of
Physiology 203:1188-1190.

BRADLEY, B. 1937. Observations on the comparative anatontheblood Medical Journa) Australia, 24,
992-999.

BRADLEY, T. A., NORTON, T. M. Y LATIMER, K. S. 1998. Hemogram values, morphological charatiesisf
blood cells and morphometric study of loggerheaa wetles,Caretta caretta in the first year of life.
Bulletin of the Association of Reptilian and AmjéaibVeterinarians8(3): 8-16.

BRENNER D., LEWBART, G., STEBBINS, M. Y HERMAN, D. W. 2002. Health survey of wild and captive bog
turtles Clemmys muhlenberyiin North Carolina and Virginialournal of Zoo and Wildlife Medicin83(4):
311-316.

BROTONS N. 2007. Especies mas frecuentes en cautividad.BEotons N. (Ed.): Las Tortugas como
animales de compafiia. Consulta de difusion veteaii®al. Castellon, Espafia. 105-176.

239



Bibliografia

BURKE, J.B. Y RODGERS L. J.1982. Gastric ulceration associated with larval aterdes Anisakissp. Type |)
in pen reared green turtleSkelonia mydasfrom Torres StraitJournal of Wildlife Disease48:41-46.

BURSTONE M. S. 1957. The cytochemical localization of esterdeernal of the National Canceénstitute
18: 167.

BURSTONE M. S. 1962. Enzyme histochemistry and its applicationhe study of neoplasms. Academic
Press, New York and London: 88-113.

CABALLERO, T., MEDINA, M. T. Y CABALLERO M. A. 1993. Histoquimica de hidratos de carbono oighk
En: Garcia del Moral R. (Ed.). Laboratorio de Amata Patologica. Interamericana. Mc Graw Hill. 24122

CAMPBELL, T.W. 1988. Avian Hematology and Cytology. lowa Stdteversity Press/Ames: 3-17.

CAMPBELL, T. W. 1991. Hematology of exotic animal€ompendium on Continuing Education for the
Practicing Veterinarian 13(6): 950-957

CAMPBELL, T. W. 1994. Hematology. En: G. J. Harrison & L. R. kon (Eds.). Avian medicine: Principles
and application. Wingers Publications, Inc., Flarid76-198.

CampPBELL, T. W. 1995. Hematology of birds, reptiles, and fish: Exotic animals. A veterinary handbook.
A collection of articles from Veterinary Technicidveterinary Learning Systems Co., Inc.: 196-199.

CamPBELL, T. W. 1996&. Hemoparasites. En: D. R. Mader, (Ed.). Reptilediciee and surgery.
Philadelphia, W.B. Saunders Company: 379-381.

CAMPBELL, T. W. 199@&. Clinical pathology. En: D. R. Mader, (Ed.). Réptmedicine and surgery.
Philadelphia, W.B. Saunders Company: 248-252.

CAMPBELL, T. W. 199&. Sea turtle rehabilitation. En: D. R. Mader, (EdReptile medicine and surgery.
Philadelphia, W.B. Saunders Company: 427-436.

CAMPBELL, T. W. 2004. Hematology of reptiles. En: M. A. Thrall, D. L.aRer, T. W. Campbell, D.
Denicola, M. J. Fettman, E. D. Lassen, A. Rebar &/&iser (Eds.). Veterinary hematology and clinical
chemistry. Lippincott Williams & Wilkins, Philadelpa: 259-276.

CAMPBELL, T. W. 2004. Clinical Chemistry of reptiles. En: M. A. Thral). L. Baker, T. W. Campbell, D.
Denicola, M. J. Fettman, E. D. Lassen, A. Rebar &/&iser (Eds.). Veterinary hematology and clinical
chemistry. Lippincott Williams & Wilkins, Philadefpa: 493-498.

CANFIELD, P.J. 1985. Characterization of the blood cells of thal@n crocodiles Crocodilus porosus
Scheneider, an@. johnstonj Krefft). Anatomia, Histologia, Embryologid 4: 269-288.

CANFIELD, P. J. Y SHEA, G. M. 1988. Morphological observations on the erythrogytieukocytes and
thrombocytes of blue tongue lizards (LactertiBaincidae Tiliqua). Anatomia, Histologia, Embryologid 7:
328-342.

CANNON, M. S. 1992. The morphology and cytochemistry of ttumblleukocytes of Kemp's ridley sea turtle
(Lepidochelys kempiCanadian Journal of Zoology 0: 1336-1340.

CARRASCAL-VELASQUEZ J., NEGRETECARTAGENA, H., ROJANO-BoLANO, C., ALVAREZ-OTERO G.,
CHACON-PACHECO, J. Y LINARES-ARIAS J. 2014. Caracterizacién hematolégica de hicotd@aaclhemys
callirostris. Gray, 1856) en Cdrdoba, ColombRevista de Medicina Veterinarié28): 43-55.

CasaL, A. B., FREIRE, F., BAUTISTA-HARRIS, G., ARENCIBIA, A. Y OROS J. 2007. Ultrastructural
characteristics of blood cells of juvenile loggextiesea turtle Garetta carettq Anatomia Histologia
Embryologia 36, 332-335.

CasaL, A. B. Y OROS J. 2007. Morphologic and cytochemical charactesstf blood cells of juvenile
loggerhead sea turtles (Caretta careRa&gsearch in Veterinary Scien@&2, 158-165.

240



Bibliografia

CAWLEY, J. C. Y HAYHOE, F. G. J. 1972. Acute leukemia: Cellular morphology, cytemistry and fine
structure Clinics in Haematologyl: 49.

CAXTON-MARTINS, A. E. 1977. Cytochemistry of blood cells in periphesaiears of some West African
reptiles.Journal of Anatomy124: 393-400.

CAXTON-MARTINS, A. E. Y NGANWUCHU, A. M. 1978. A cytochemical study of the blood of tteénbow
lizard (Agama agampa Journal of Anatomy125: 477-480.

CHANSUE, N., SAILASUTA, A., TANGTRONGPIROS J., WANGNAITHAN, S. Y ASSAWAWONGKASEM, N., 2011.
Hematology and clinical chemistry of adult yellowdded temple turtles$l{eremys annandaliiin Thailand.
Veterinary Clinical PathologyJun; 40 (2): 174-184.

CHARIPPER H. A. Y Davis, D. 1932. Studies on the Arneth Count. XX. A study loé tblood cells of
Pseudemys elegansith special reference to the polymorphonuclearkdeytes. Quarterly Journal of
Experimental Physiology1: 371-382.

CHARTRAND, S.L., LITMAN, G. W., LAPOINTE, N., GOOD, R. A. Y FROMMEL, D. 1971. Evolution of immune
response. 12 immunoglobulins of turtle. Moleculaquirements for biologic activity of 57 S
ImmunoglobulinJournal of Immunologyl07 (1): 1-11.

CHEVILLE, N. E. 1983. Cell pathology. Ames, lowa: lowa State UnitgrPress: 451-502.

CHEYLAN, M. 1981. Biologie et ecologie de la tortue d'Hermarestudo HermanniGmelin, 1789Mémoire
Travaux Ecole Practique des Hautes étydésntpellier, 13: 1-404.

CHIODINI, R. J. Y SUNDBERG, J.P. 1982. Blood chemical values of the comnBwa constrictor(constrictor
constricto. American Journal of Veterinary Researd3 (9): 1701-1702.

CHRISTOPHER M. M., BERRY, K. H., WALLIS, Y. R., NAGY, K. A., HENEN, B. T. Y PETERSON C. C. 1999.
Reference intervals and physiologic alterationse@matologic and biochemical values of free-rangiagert
tortoises in the Mojave Desedburnal of Wildlife Disease85(2): 212-238.

CHUNG, C. S.,CHENG, C. H., CHIN, S. C., LEE, A. H. Y CHI, C. H. 2009. Morphologic and cytochemical
characteristics of Asian yellow pond turtl®dadia sinensjsblood cells and their hematologic and plasma
biochemical reference valuekurnal of Zoo and Wildlife Medicin®ar; 40 (1): 76-85.

CLINE, M. J. Y WALDMANN, T. A, 1962. Effect of temperature on red cell survival the alligator.
Proceedings of the Society for Experimental Biolaggt Medicine111 (3): 716-718.

CoOPERBAILEY, K., SMITH, S. A., ZIMMERMAN, K., LANE, R., RASKIN, R. E. Y DENARDO D. 2011.
Hematology, leukocyte cytochemical analysis, pladsiechemistry and plasma electrophoresis of wild-
caught and captive-breed Gila Monsters (Helodenmspectum)Veterinary Clinical PathologySept; 40 (3):
316-323.

CouULSON, R. A. Y HERNANDEZ, T. 1964. Biochemistry of the alligator. A Study Mffetabolism in Slow
Motion. Louisiana State University Press, Baton ¢groul-138.

CouLsoN, R. A., HERNANDEZ, T. Y BRAZDA, F. G. 1950. Biochemical studies on the alligafroceedings of
the Society for Experimental Biology and Medicing, 203-206.

Cox, W. R., RAPLEY, A. Y BARKER, Y. J. 1980. Herpes virus-like infection in a painted lufChrysemys
picta). Journal of Wildlife Diseased6:445-449.

CUADRADO, M., DiAZ-PANIAGUA, C., QUEVEDO, M. A., AGUILAR, J.M. Y PRESCOTT |.M. 2002. Hematology
and clinical chemistry in dystocic and healthy pegiroductive female chameleordournal of Wildlife
Diseases38 (2): 395-401.

CRAWSHAW, G. J. Y HoLz P.1996. Comparison of plasma biochemical values aodbland blood-lymph

mixtures from red-eared sliders, Trachemys scriggegans.Bulletin of the association of Reptile and
Amphibian Veterinariess (2): 7-9.

241



Bibliografia

DAILEY, M. D. Y MORRIS R. 1995. Relationship of parasites (trematoda: Spitidex) and their eggs to the
occurrence of fibropapillomas in the green turtEhélonia mydds Canadian Journal of Fisheries and
Aquatic Sciengeb2: 84-89.

DAIMON, T., GOTOH, Y. Y UCHIDA, K. 1987. Electron microscopic and cytochemical studies of th
thrombocytes of the tortois&goclemys reevekiiJournal of AnatomyAug; 153: 185-190.

DAVEY, F.R. Y NELSON, D. A. 1977. Sudan black B staining. En: W. J. Williags Beutler, A. J. Erslev &
R. W. Rundles (Eds.). Hematology® 2d. McGraw-Hill, New York: 1629-1630.

Davis A. Y HoLcowmB K. 2008. Intraerythrocytic inclusion bodies in paintedles Chrysemys picta picja
with measurements of affected ce@mparative Clinical Pathologyreb; 17 (1): 51.

DawsoNn, W. R. 1960. Physiological responses to temperatutieeitizardEumeces obsoletuBhysiobgical
Zoology 33: 87.

DE MOURA, W. L., OLIVEIRA, L. W. Y EGAMI, M. I. 1997. Aspectos ultraestructurales de trombocitos,
eosindfilos y heteré6filos d€aiman crocodilus yacaréDaudin, 1802) (Reptilia, CrocodiliaRevista Chilena
de Anatomial5(2): 201-208.

Dg, T. K. Y MAITI, B. R. 1981. Differential leucocyte count in both sexdsan Indian soft-shelled turtle
(Lyssemys punctata punctat&eitschrift fur mikroskopisch-anatomische Forschyhgipzig), 95: 1065-
1069.

Dg, T. K. Y MAITI, B. R. 1982. Diurnal variation in leucocyte count inlenaoft-shelled turtlelyssemys
punctata punctataZzoologischer Anzeige08: 97-99.

DESSAUER H. C. 1970. Blood chemistry of reptiles: Physiologicatiavolutionary aspects. En: C. Gans and
T.S. Parsons (Eds.). Biology of the Reptilia, 3M&rphology. New York, Academic Press: 1-72.

DESSER S. S.1978. Morphological, cytochemical and biochemidaservations on the blood of the tuatara,
Sphenodon punctatudew Zealand Journal Zoology: 503-508.

DESSER S. S. Y WELLER, |. 197%. Ultrastructural observations on the granular leykes of the tuatara
(Sphenodon punctatugissue and Cell1l1: 703-715.

DESSER S.S.Y WELLER, |. 197%. Ultrastructural observations on the erythrocyted gmombocytes of the
tuatara $phenodon punctatugissue and Cellll: 717-726.

DeUTSCH H. F. Y McC SHAN, W. H. 1949. Biophysical studies of blood plasma prwgielectrophoretic
studies of the blood serum proteins of some lowémals. Journal of Biological ChemistryAug; 180 (1):
219-234.

DICKINSON, V. M., JARCHOW, J. L. Y TRUEBLOOD, M. H. 2002. Hematology and plasma biochemistry
reference range values for free-ranging desemisas in ArizonaJournal of Wildlife Disease$88(1): 143-
153.

DiLL, D. B. Y EDWARDS, H. T. 1931a. Physiochemical properties of crocodile blo@tqcodylus acutus
cuvier). Journal of Biological Chemistry@0, 515-530.

DiLL, D. B. Y EDWARDS, H. T. 1931B. Respiration and metabolism in a young crocodile¢odylus acutus
cuvier). Copeia 1-3.

DiLL, D. B. Y EDWARDS, H. T. 1935. The alligatorAlligator mississippiensis daudinJournal of Cellular
and Comparative Physiolog$ (2); 243-254.

DIVERS, S.J. 200@. Reptilian renal and reproductive disease diagndsi: A. M. Fudge (Ed.). Laboratory
Medicine (Avian and Exotic Pets). Philadelphia, WSwunders Company: 217-222.

DIVERS, S.J. 200@. Reptilian liver and gastrointestinal testing. Bn:M. Fudge (Ed.). Laboratory Medicine
(Avian and Exotic Pets). Philadelphia, W.B. Sausdeompany: 205-209.

242



Bibliografia

DIVERS, S. J., REDMAYNE, G. Y AVES, E. K. 1996. Haematological and biochemical values @fgteen
iguanas lguana iguang The Veterinary Record 38: 203-205.

DIVERS, S.J.,STAHL, S. J., STEDMAN, N. L., HERNANDEZ-DIVERS, S. M., SCHUMACHER, J.,HANLEY, C. S.,
WILSON, H., VIDYASHANKAR, A. N., ZHAO, Y. Y RUMBEIHA, W. K. 2005. Renal evaluation in the healthy
green iguanalguana iguan assessment of plasma biochemistry, glomerulaation rate, and endoscopic
biopsy.Journal of Zoo and Wildlife Medicin86(2): 155-168.

DoTsoN T. K., RAMSAY, E. C. Y Bounous D. I. 1995. A color atlas of blood cells of the yelloat snake.
Compendium on Continuing Education for the PranticVeterinarian 17: 1013-1026.

DoTsoN T. K., RAMSAY, E. C. Y Bounous D. I. 1997. A color atlas of blood cells of the yelloat snake.
En: K. L. Rosenthal (Ed.). Practical Exotic Aninldledicine. The Compendium Collectium. Veterinary
Learning Systems Co., Inc. USA: 211-222.

DREW, M. L. 1994. Hypercalcemia and hyperphosphatemia in indigikes Prymarchon coraisand serum
biochemical reference valuekurnal of Zoo and Wildlife Medicin@5: 48-52

DUGGAN, R. T. 1981. Plasma corticosteroids in marine, terasand freshwater snake€omparative
Biochemistry and Physiology, 88: 115-118.

DuGuy, R. 1967. Le cycle annuel des éléments figurés du saegEmys orbicularisL., Lacerta muralis
Laur. etNatrix mauraL. Bulletin Sociéte Zoologique de Fran@? : 23-37.

DuaGuy, R.1970. Numbers of blood cells and their variation: E. Gans & T.C. Parsons (Eds.). Biology of
the Reptilia, Vol 3-C. Morphology. Academic Preldgw York: 93-109.

EFRATI, P., NIR, E. Y YAARI, A. 1970. Morphological and cytochemical observatioon cells of the
hemopoietic system dfgama stellioLinnaeus)lsrael Journal of Medicine Sciencg 23-31.

EGAMI, M. . Y SAssSA W. S.1988. Cytochemical observations of blood c8tsthrops jaracacaReptilia,
Squamata)Revista Brasileira do Biologjad8: 155-159.

ELIMAN, M. M. 1997. Hematology and plasma chemistry of the inlaedrded dragorRogona vitticeps
Bulletin of the Association of Reptile and Amphibiéeterinarians? (4): 10-12.

ELkAN, E. Y ZWART, P. 1967. The ocular disease of young terrapinsechiry vitamin A deficiency.
Pathologia Veterinaria4 (3): 201-222.

EL RiDI, R. Y KANDIL, O. 1981. Membrane markers of reptilian lymphosytBevelopmental and
Comparative Immunolog¥p Suppl. 1: 143-50.

ERNST, C.H. Y BARBOUR, R.W. 1989. Turtles of the World. Washington DC, Sreithian Institution Press.

ETTINGER, S. J. 2003. Policitemia. En: S. J. Ettinger (E@9mpendio del Tratado de Medicina Veterinaria.
Tercera edicion. Elsevier Espafia, SA, Madrid.: 98-9

Evans, R. H. 1983. Chronic bacterial pneumonia in free-rangiagtern box turtlesTerrapene carolina
carolina). Journal of Wildlife Disease49: 349-352.

FissSg A., DRAUD, M., RAPHAEL, B. Y MELKONIAN, K. 2004. Differential Leukocyte Counts of Critically
Endangered Grand Cayman Blue Iguar@g;lura nubila lewisi Journal of Herpetological Medicine and
Surgery 14 (4): 19-21.

FONTENOT, D. K., LAMBERSKI, N. Y PFAFF, S.2004. Physical, Hematologic, and Plasma Biocheynigtlues
of Five Crocodile Monitorsyaranus salvadoriiJournal of Herpetological Medicine and Surgetyl (1): 5-
9.

FRAIR, W. 1972. Sea turtle blood cells parameters correlatddcarapace lengtifComparative Biochemistry
and Physiology A56: 467-72.

243



Bibliografia

FRAIR, W. Unpublished,1964.En: D. R. Mader, (Ed.). Reptile medicine and surgetyildelelphia, W.B.
Saunders Company: 474-483.

FRAIR, W. 1977. Turtle red blood packed cell volume, sized mumbersHerpetologica 33: 167-190.

FRANK, N. Y RAMUS, E. 1995. A Complete Guide to Common Names of ReptEind Amphibians of the
World. NG. Publishing Inc. Pottsville. P. A. Elsei

FRANKEL, H. M., STEINBERG, G. Y GORDON, J. 1966. Effects of temperature on blood gases, kacat
pyruvate in turtled?seudemys scripta elegaris vivo. Comparative Biochemistry and Physiolpd®: 279-
283.

FrRITz, U. Y HAVAS, P. 2007. Cheklist of Chelonias of the WoNtertebrate Zoology57 (2): 149-368.

FRISCHE S.,BRUNOS.,FAGO, A., WEBER, R. E. Y MOzzARELLI, A. 2001. Oxigen binding by single red blood
cells from the red-eared turfleachemys scripta. Journal of Applied Physiolognay; 90 (5): 1679-1684.

FRYE, F. L. 1973. Husbandry, medicine and surgery in captieptiles. Bonner Springs, Kansas; VM
Publishing Inc.: 49-55.

FRYE, F. L. 1976. Hematology of captive reptile&nnual Proceedings of the American Associationayf Z
Veterinarians St. Luis. Hills Division, Riviana Foods PubliskelTopeka, Kans: 90-96.

FRYE, F. L. 1977. Hematology of captive reptiles (with emgisaon normal morphology). En: R. W. Kirk
(Ed.). Current Veterinary Therapy VI: Small AninRdactique. Philadelphia, W. B. Saunders Compan3: 79
798.

FRYE, F.L. 1978. The hematology of normal reptiles. En:BJFowler (Ed.). Zoo and wild animal medicine.
Philadelphia, PA, W.B. Saunders Company: 146-150.

FRYE, F. L. 1981. Hematology. En: F. L. Frye (Ed.). Biomedi@and surgical aspects of captive reptile
husbandry. Veterinary Medicine Publishing Compdtguvardsville, Kansas: 61-111.

FRYE, F. L. 1991. Hematology as applied to clinical reptitedicine. En: Frye, F.L. (Ed.). Biochemical and
surgical aspects of captive reptile husbandry. ¥alul. Second Enlarged Edition. Krieger Publishing
Company: 209-279.

FRYE, F. L. 1994. Diagnosis and surgical treatment of regtiheoplasma with a compilation of cases 1966-
1993.In vivg; 8, 885-892.

FRYE, F. L. 1995. Appendix A. Normal physiological valueslgfiana iguanaEn: F. L. Frye (Ed.)lguana
iguana Guide for successful captive care. Krieger Phblig Company, Malabar, Florida: 143.

FRYE, F. L. Y TOWNSEND, W. 1993. Iguanas: A guide to their biology and oaptare. Krieger Publishing
Company, Florida: 1-193

FUDGE, A. M. 1999. California Avian Laboratory (Citrus HeightCalifornia). En: A. M. Fudge, Laboratory
Medicine (Avian and Exotic Pets). Philadelphia, BY Saunders Company; 375-400.

FUENTES G., BYRNE, G. E., CRAY, C., ZAIAS, J.,CLARK, K., DECKER, S.Y ALTMAN, N. 2000. Morphologic
and cytochemical staining and ultrastructural cti@rstics of rhinocerosQyclura conutus and green
iguana ([guana iguana leukocytesProceedings of the Joint Conference of the Amarf&ssociation of Zoo
Veterinarians and International Association of AtjaaAnimal Medicine New Orleans, 16-21 September:
504.

GARNER, M.M., HOMER, B.L., JACOBSON E.R.,RASKIN, R. E., HALL, B. J., WEIS, W. A. Y BERRY, K. H.
1996. Staining and morphologic features of bonerovahaematopoietic cells in desert tortoisésfherus
agassizi). American Journal of Veterinafgesearch57 (11).

GAUMMER, A. H. Y GOODNIGHT, C. J. 1957. Some aspects of the hematology of turtlesteelto their
activity. The American Midland Naturalisb8: 332-340.

244



Bibliografia

GELLI, D., MORGANTE, M., FERRAR|, V., MOLLO, A., FREGG|, D. Y ROMAGNOLI, S.2004. Hematologic, serum
biochemical, and serum electrophoretic patterneggerhead sea turtle€dretta carettq Proceedings of
Eleventh Annual Conference of the Association gftiRken and Amphibian Veterinarians Florida, 8-11

Mayo: 149-152.

GEORGE R. H. 1996. Health problems and diseases of séf@suEn:; P. L. Lutz & J. Musick (Eds.). The
biology of sea turtles. Boca Ratén, Florida, CREsBr 363-382.

GERzELI, G. 1954. Osservazioni d’istochimica comparata:lispocardi negli elementi ematici circolanti dei
vertebrati inferiori. Archivio Zoologico Italianp39: 1-14.

GHEBREMESKEL, K., WILLIAMS , G., SPRATT, D. Y SAMOUR, H. J.1991. Plasma biochemistry of free-living
giant tortoisesGeochelone gigantean Curieuse Island (SeychellesStomparative Biochemistry &
Physiology 99A, 65-67.

GIARDINA, B., GALTIERI, A., LANIA, A., ASCENZz|, P., DESIDER} A., CERRON| L. Y CONDO, S. G. 1992.
Reduced sensibility of Otransport to allosteric effectors and temperatureldggerhead sea turtle
hemoglobin: functional and spectroscopic stigipchimica et biophysica agtad159: 129-133.

GILL, G.W.,FRoOST, J.K. Y MILLER, K. A. 1974. A new formula for a half-oxidized hematbrysolution that
neither overstains nor requires differentiatiénta Cytological18: 300-311.

GILLES-BAILLIEN, M. 1973. Seasonal variations in weight and hematoddgiata of Testudo hermanni
hermanni gmelinArchives Internationales de Physiologie et de Bimify 81, 723-732.

GLASSMAN, A. B. Y BENNET, C. E. 1978\. Formed elements in the blood Afligator mississippiensis
Federation Proceeding87 (3): 442.

GLASSMAN, A. B. Y BENNET, C. E. 1978. Responses of the alligator to infection and tterstress. En: H.
Thorp & J. W. Gibbons (Eds.). Energy and environtakstress in aquatic systems. J. Springfield, VA;
Department of Energy Symposium Series, Nationahieal Information Service: 691-702.

GLASSMAN, A. B., HOLBROOK, T. W. Y BENNET, C. E. 1979.Correlation of leech infestation and eosinophilia
in alligators.Journal of Parasitology65: 323-324.

GLAZEBROOK, J. S., CAMPBELL, R. S. F. Y BLarR, D. 1981. Pathological changes associated with
cardiovascular trematodes (Digenea: Spirorchidaek igreen sea turtlesChelonia mydasJournal of
Comparative Pathology91: 361-368.

GOBEL, T. Y SPORLE, H. 1992. Blutentnahmetechnik und serumnormalwerte tigehparameter bei der
griechischen landschilkroet&gstudo hermanni hermanniieraertzliche Praxis20, 231-234.

GOTTDENKER, N. L. v JacoBsoN E. R. 1995. Effect of venipuncture sites on hemataognd clinical
biochemical values in desert tortois€opherus agassizii American Journal of Veterinary Resear@e6:
19-21.

GRACZYK, T. K., AGUIRRE, A. A. Y BALAZS, G. H. 1995.Detection by ELISA of circulating antiblood fluke
(Carettacola, Hapalotrema, and Learedius) immuringios in hawaiian green turtle€lfelonia mydas The
Journal of Parasitology81: 416-421.

GRAHAM, R. C. Y KARNOVSKY, M. J. 196@. Glomerular permeability. Ultrastructural cytocheah studies
using peroxidases as protein tracdmurnal of Experimental Medicind24: 1123-1134.

GRAHAM, R. C. Y KARNOVSKY, M. J. 196@. The early stages of absorption of injected hawtish
peroxidase in the proximal tubules of mouse kidnditrastructural cytochemistry by a new technique.
Journal of Histochemistry and Cytochemistiy: 291-302.

GREINER, E. C., FORRESTER D. J. Y JACOBSON E. R. 1980. Helminths of mariculture-reared green turtles

(Chelonia mydagsfrom Grand Cayman, British West Indiéxoceedings of the Helminthological Society of
Washington47 (1):142.

245



Bibliografia

GRIONI, A., HO, K. K. Y., KARRAKER, N. E. Y LEUNG, K. M. Y. 2014. Blood clinical biochemistry and packed
cell volume of the Chinese three-stripped box éuora trifasciata(Reptilia: GeoemydidaeJlournal of
Zoo and Wildlife Medicine45 (2): 228-238.

GROSS W B. Y SIEGEL, H. S. 1983. Evaluation of the heterophil/lymphocytgoras a measure of stress in
chickensAvian disease®7: 972-979.

GRUMBLES, J., ROSTAL, D., ALVARADO, J. Y OWENS, D. 1990. Hematology study on the black turtle,
Chelonia agassiziat Playa Colola, Michoacan, Mexico. En: T. H. licdson, J. I. Richardson & M.
Donnelly (compilers)Proceedings of the Tenth Annual Workshop on SeteTBiology and Conservation
National Oceanographic and Atmospheric Administraffechnical Memorandum NMFS-SEFC-278, 20-24
Febrero, South Carolina: 235-239.

HAGGAG, G., RAHEEM, K. A. Y KHALIL, F. 1965. Hibernation in reptiles I. Changes in blagectrolytes.
Compendium Biochemical Physioloddec: 16 (4): 457-465.

HAGGAG, G., RAHEEM, K. A. Y KHALIL, F. 1966. Hibernation in reptiles Il. Changes induaoglucose,
hemoglobin, red blood cell count, protein and nootgin nitrogen.Compendium Biochemical Physiology
Jan:; 17 (1): 335-339.

HAIGH, S. A. 1991. Characterization of the blood cells and tk&aldishment of haematological and
biochemical reference intervals for the easterigh@ck tortoise Chelodina longicolliy Thesis, Diploma in
Veterinary Studies (Wildlife Medicine and Husbanddyiversity of Sydney).

HAJDUK, P.,COPLAND, M. D. Y SCHULTZ, D. A. 1992. Effects of capture on hematological values @asma
cortisol levels of free-range koaldhascolarctos cineredisJournal of Wildlife Disease28: 502-506.

HANKER, J. S.,LASZLO, J. Y MOORE, J. O. 1978.The light microscopic demonstration of hydroperase-
positive phi bodies and rods in leukocytes in acoyeloid leukemiaHistochemistry58: 241-252.

HANKER, J.S.,AMBROSE W. W., JAMES, C. J., MANDELKORN, J., YATES, P.E., GALL, S.A., BOSSEN E. H.,
Fay, J.W., LASzLO, J. Y MOORE J. 0. 1979. Facilitated light microscopic cytochemicahghiosis of acute
myelogenous leukemi&€ancer Researct89: 1635-1369.

HANKER, J. S., CHANDROSS R. J., WEATHERLY, N. F., LASzLO, J., MOORE, J. O., BuckLy, R. H. v
OTTOLENGH]I, A. 1980. Medusa cells: The morphology and cytochegnistrcommon amoeboid variants of
eosinophilsHistochemical Journall2: 701-715.

HANKER, J.S.Y GIAMMARA , B. L. 1991. Haematology: Some advances and insights Hfietacytochemical
and molecular biological studies of haemoprotelfis. P. J. Stoward & J. M. Polak (Eds.). Histochdipis
The widening horizons. John Wiley & Sons Ltd., Suss

HANLEY, C. S.,HERNANDEZ-DIVERS, S. J.,BUSH, S. Y LATIMER, K. S. 2004. Comparison of the effect of
dipotassium ethylenediaminetetraacetic acid amililit heparin on hematologic values in the greemrigu
(lguana iguang Journal of Zoo and Wildlife Medicin85(3): 328-332.

HARCOURT- BROWN, F. 1998. Blood results fromT.hermanni/graeca five captive T.graeca seven
T.hermanni6/12 female, tail vein, September. Unpublishetd g@rsonal communication to SM.

HARMS, C. A., LEWBART, G., BEASLEY, J., STAMPER, A., CHITTICK, B. Y TROGDON M. 2000. Clinical
implications of hematology and plasma biochemisttalues for loggerhead sea turtles undergoing
rehabilitation. Proceedings of the twentieth Annual Symposium @ Toetle Biology and Conservation
NOAA Technical Memorandum NMFS - SEFSC — 477: 19Q-1

HARR, K. E.,ALLEMAN, A. R.,DENNIS, P.M., MAXWELL, L. K., LOCK, B. A., BENNETT, R. A. Y JACOBSON E.

R. 2001. Morphologic and cytochemical characteristifsblood cells and hematological and plasma
biochemical reference ranges in green iguadesrnal of the American Veterinary Medical Assdoiat
218(6): 915-921.

HART, M. G., SAMOUR, H. J., SPRATT, D. M. J., SAVAGE, B. Y HAawkey, C. N. 1991. An analysis of
haematological findings on a feral population afaddra giant tortoisessgochelone gigant@aComparative
Haematology Internationall: 145-149.

246



Bibliografia

HAwWKEY, C. M. 1975. Comparative mammalian haematology. Willideinemann Medical Books Limited,
London: 218-227.

HAWKEY, C. M. Y DENNET, T. B. 1989. Atlas de hematologia veterinaria compar&tass Ediciones, SA,
Barcelona: 7-181.

HAWKEY, C. M. Y DENNET, T. B. 1994. A colour atlas of comparative hematoldgplfe Medical, Ipswich,
UK: 1-195.

HEARD, D., HARR, K. Y WELLEHAN, J.2004. Diagnostic sampling and laboratory tests.&nl. Girling & P.
Raiti (Eds.). Manual of Reptiles. British Small Aml Veterinary Association, Quedgeley, Englantf 2
edition: 71-86.

HERNANDEZ T. Y CoULSON, R. A. 1951.Biochemical studies of the iguan@roceedings of the Society of
Experimental Biology and Medicingan; 76(1): 175-177.

HERBST, L. H. Y JACOBSON E.R.1997. Practical approaches for studying sea the#dth and disease. En: P.
L. Lutz, J. A. Musick & J. Wyneken (Eds.). The Rigl of Sea Turtles. Vol. Il. CRC Press: 385-410.

HoOPPING A. 1923.Seasonal changes in the gases and sugar of the &habthe nitrogen distribution in the
blood and urine of the alligator. American JourmfalPhysiology. 66; 145-162.

HoRIl, L., HAYASHI, S. Y KUMASHIRO, E. 1951. Histochemical studies on phosphatase in btsiid. En:
Kioto Acta Scholae Medicinalis Universitati29: 9-14.

HoTcHKISS R. D. 1948. A microchemical reaction resulting in theirstay of polysaccharide structures in
fixed tissue preparationdrchives of Biochemistryl6: 131.

HusseiN M. F., BADIR, N., EL RiDI, R. Y AKEF, M. 1978. Differential effect of seasonal variation on
lymphoid tissue of the lizardzhalcides ocellatusDevelopmental and Comparative Immunology 297-
309.

HUSSEIN M. F., BADIR, N., EL RIDI, R. Y AKEF, M. 197%. Lymphoid tissues of the snakBpalerosophis
diadema in the differents seasori3evelopmental and Comparative Immunology77-88.

HUssSEIN M. F., BADIR, N., EL RIDI, R. Y ELDEEB, S. 197%. Effect of seasonal variation on the immune
system of the lizardscinus scinusJournal of Experimental Zoologg209: 91.

HuTTON, K. E. 1958. The blood chemistry of terrestrial andatigusnakesJournal of Cell Physiologyoct;
52(2): 319-328.

HuUTTON, K. E. Y GOODNIGHT, C. J. 1957. Variations in the blood chemistry of turtiésder active and
hibernating conditiond?hysiological Zoology30, 198-207.

HUTTON, K. E. Y ORTMAN, R., 1957. Blood chemistry and parietal eyé\ablis caroliniensisProceedings of
the Society for Experimental Biology and Medicio@(3): 842-844.

INNIS, C. J., TLUSTY, M. Y WUNN, D. 2007. Hematologic and Plasma Biochemical Analydi Juvenile
Head-Started Northern Red-Bellied Cootd?sdudemys rubriventjisJournal of Zoo and Wildlife Medicine
38(3): 425-432.

JACKSON, O. F. 1991. Reptiles. Part one: Chelonians. En: P. HnBey& J. E. Cooper (Eds.). Manual of
Exotic Pets. British Small Animal Veterinary Assatibn, lowa State University Press/Ames: 221-243.

JacoBsoN E.R. 1980. Necrotizing mycotic dermatitis in snakébnical and pathologic feature3ournal of
the American Veterinary Medicine Associati@i7: 838-841.

JacoBsoN E. R. 1987. ReptilesThe Veterinary Clinics of North America Small Anirfaiactice 17(5):
1203-1225.

JAcoBSON E. R. 1992. Laboratory investigations. En: P. H. Beyiigd.). Manual of reptiles. British Small
Animal Veterinary Association., Cheltenham: 50-53.

247



Bibliografia

JacoBsoN E. R. 1993. Blood collection techniques in reptilehdratory investigations. En: M. E. Fowler
(Ed.). Zoo and Wild Animal Medicine: Current Theya® Philadelphia, WB Saunders Company: 144-152.

JacoBsoON E. R. 1999. Reptilian viral diagnosis. En: A. M. Fudg@ed.). Laboratory medicine (avian and
exotic pets). Philadelphia, W.B. Saunders Compaa9:235.

JacoBsoN E. R. 2003. Biology, Husbandry, and Medicine of thee@r Iguana. Krieger Publishing
Company. Malabar, Florida: 1-188.

JacoBsoN E.R., BJORNDAL, K., BOLTEN, A., HERREN R., HARMAN, G. Y WoobD, L. Datos del 2004.
Establishing plasma biochemical and hematocrit regiee intervals for sea turtles in Florida.
[http://accstr.ufl.edu/blood_chem.htm].

JacoBsoN E. R., CLuB, S. Y GREINER, E. 1983. Amebiasis in red footed tortoisdsurnal American
Veterinary Medicine Associatipfi83: 1292-1294.

JACOBSON E. R., GASKIN, J. M., BROWN, M. B., HARRIS, R. K., GARDINER, C. H., LAPOINTE, J.L., ADAMS,
H. P. Y REGGIARDO, C. 1990. Chronic upper respiratory tract disease eé-flanging dessert tortoises,
Xerobates agassizilournal of Wildlife Disease®7: 296-316.

JACOBSON E. R; GASKIN, J. M.; SIMPSON, C. F. Y TERREL, T. G. 1980.Paramyxo-like virus infection in a
rattlesnakeJournal of American Veterinary Medicine Associafidi7: 796-799.

JAIN, N. C. 198@&. Cytochemistry of normal and leukemic leukocytEs: N. C. Jain (Ed.). Schalm’s
veterinary hematology,"4ed. Philadelphia, Lea & Febiger: 909-939.

JAIN, N. C. 198&. The eosinophils. En: N. C. Jain (Ed.). Schalmé&tesinary hematology, "4 ed.
Philadelphia, Lea & Febiger: 731-755.

JAVAID, M. Y. Y SHARIF, M. 1972. Haematology of two species of tortoise$ohjab.Pakistan Journal of
Science and Researchy: 95-97.

JOHNSON J. H. Y BENSON P. A. 1996. Laboratory reference values for a group gitica ball pythons
(Python regius American Journal of Veterinary Resear&it: 1304-1307.

JORDAN, H. E. 1938. Comparative hematology. En: H. Downey (EHandbook of hematology. Vol. 2.
Harper (Hoeber) Publishers, New York: 699-862.

JORDAN, H. E Y FLIPPIN, J.C. 1913. Hematopoiesis in Chelonkolia HaematologyBlood, 15: 1-22.
KAPLAN, H. M. 1954. Sex difference in the packed cell volumeartebrate bloodScience120: 1024.

KAPLAN, H. M. 1960. Electrophoretic analysis of protein changasng growth ofPseudemysurtles.The
Anatomical Recordl38: 359.

Kass, L. 1979. Cytochemistry of esteras€sitical Reviews in Clinical Laboratory Sciencd®: 205-223.

KAWAGUCHI, S.,HIRUKI, T., HARADA, T. Y MORIKAWA, S. 1980. Frequencies of cell-surface or cytoplasmic
IgM-bearing cells in the spleen, thymus and pernighélood of the snakeElaphe quadrivirgata
Developmental an@omparative Immunology: 559-564.

KELENYI, G. Y NEMETH, A. 1969. Comparative histochemistry and electroorasicopy of the eosinophil
leukocytes of vertebrates. I. Study of avian, tepteamphibian and fish leukocyteécta Biologica
Academiae Scientiarium Hungarigaz0 (4): 405-422.

KELLER, J. M., KuckLICK, J. R. Y MCCLELLAN-GREEN, P. D. 2004. Organochlorine contaminants in
loggerhead sea turtle blood: Extraction technigared distribution among plasma and red blood cells.
Archives of Environmental Contamination and Toxagy] 46: 254-264.

KHALIL, F. 1947. Excretion in reptiles. . Nonproteic ngem constituents of the urine of the sea turtle
Chelonia mydas. Journal of Biological Chemistryl71: 611-616.

248



Bibliografia

KHALIL F.Y ABDEL-MESSIEH G. 1963.Tissue constituents of reptiles in relation to thabde of life. lll.
Nitrogen content and serum protei@ampendium Biochemical Physiolodyay; 34: 75-79.

KNOTKOVA, Z., DOUBEK, J., KNOTEK, Z. Y HAJKOVA, P. 2002 Blood Cell Morphology and Plasma
Biochemistry in Russian Tortoisé&grionemys horsfieldli Acta veterinaria Brunensig1: 191-198.

KopPPLIN, R. P., TARR, R. S. Y IVERSON C. N. M. 1983. Serum profile of the iguanid lizarBipsosaurus
dorsalig. Journal of Zoo Animal Medicind4: 30-32.

KREGER M. D. Y MENCH, J. A. 1993. Physiological and behavioral effects ofdiang and restraint in the
ball python Phyton regiuy and the blue-tongued skinilfqua scincoides Applied Animal Behavior
Science38: 323-336.

LAIRD, N. M. Y WARE, J. H. 1982. Random-effects models for longitubdzda.Biometrics 38, 963-974.

LAMIRANDE, E. W., BRATTHAUER, A. D., FISHER, D. C. Y NicHoLS, D. K. 1999. Reference hematology and
plasma chemistry values of brown tree snaBssda irregularig. Journal of Zoo and Wildlife Medicin&0:
516-520.

LANCE, V. A. 1990. Stress in reptileBrogress in Comparative Endocrinolod342: 461-466.

LASSEN E. D. Y WEISER G. 2004. Laboratory technology for veterinary mediciee: M. A. Thrall, D. L.
Baker, T. W. Campbell, D. Denicola, M. J. FettmBnD. Lassen, A. Rebar & G. Weiser (Eds.). Vetasina
hematology and clinical chemistry. Lippincott Walins & Wilkins, Philadelphia: 3-38.

LAWRENCE, K. 1987. Seasonal variation in blood biochemistryoofgl term captive Mediterranean tortoises
(Testudo graecandT. hermanrji Research in Veterinary Sciene: 379-383.

LAWRENCE, K. Y HAWKEY, C. 1986. Seasonal variations in haematological lata mediterranean tortoises
(Testudo graecandTestudo hermanhin captivity. Research if/eterinary Sciencet0: 225-230.

LAWTON, M. P.C. 1991. Reptiles part two: Lizards and snakes. Ert4.PBeynon & J. E. Cooper (Eds.).
Manual of Exotic Pets. British Small Animal Veteaiy Association, lowa State University Press/Ames:
244-260.

LEBLANC, C. J. 2001. Clinical Differentiation of Chinese Waftgragon, Physignathusspp., Leukocytes.
Journal of Herpetological Medicine and Surgety (3): 31-32.

LESLIE, G.A. Y CLEM, L. W. 1972. Phylogeny of immunoglobulin structure dmdction. 6. 17S, 75S and 5.
7S anti-DNP of the turtld?seudemys scriptdournal oflmmunology 108 (6): 1656-1664.

LEwWIS, A. V. 1964.Fisheries report for the period 1962-1964. Annuapbétt on the Agricultural Department
1962-1964.

LLoyYD, M. L. 2003. Crocodilia (Crocodiles, alligators, gaviatslaayman). En: M. E. Fowler & R. E. Miller
(Eds.). Zoo and Wild Animal Medidine. Saunder8 eflition: 59-70.

LOPEZOLVERA, J.R.,MONTANE, J.,MARCO, |., MARTINEZ-SILVESTRE, A., SOLER, J.Y LAVIN, S. 2003. Effect
of venipuncture site on hematologic and serum teatbal parameters in marginated tortoi3estudo
marginatg. Journal of Wildlife Disease89(4): 830-836.

Lucas, A. J. Y JaMROz, C. 1961. Atlas of avian hematology. United Statepd@tment of Agriculture,
Monograph n° 25. Washington, D.C.: U.S. Departnoértgriculture: 1-181.

LUMEL, J. T. 1997. Avian clinical biochemistry. En: J. J. Kanako, W.Harvey & M. L. Bruss (Eds.).
Clinical Biochemistry of Domestic Animals. Acadenficess, New York: 857-883.

LuTz, P. 1990. Studies on the ingestion of plastic and latex by wetles. En: R. S. Shomura & M. L.
Godfrey (Eds.)Proceedings of the"2 International Conference on Marine Dehridational Oceanic and
Atmospheric Administratiod echnical Memorandum NMFS-SWFS-154, 2-7 Abril, Hihg Hawaii: 719-
735.

249



Bibliografia

Lutz, P.L. Yy DUNBAR-COOPER A. 1984. Effect of forced submergence and lovwsgar temperature on the
physiology and behavior of sea turtl&nal report to National Marine Fisheries Servjdgontract FSE 81:
125-160.

LuTtz, P.L. Y DUNBAR-COOPER A. 1987. Variations in the blood chemistry of tlggerhead sea turtle,
Caretta carettaFishery Bulletin 85(1): 37-43.

LuTtz, P.L. Y LAPENNAS, G. N. 1982. Effects of pH, C®and organic phosphates on oxygen affinity on sea
turtles hemoglobindRespiration Physiology8: 75-87.

MACMAHON, J. A. Y HOMER, A. H. 1975. Hematology of the sidewindeZrptalus cerastgs Comparative
biochemistry and Physiology; A1: 53-58.

MADER, D. R., HORVATH, C. C. Y PAUL-MURPHY, J. 1985.The hematocrit and serum profile of the gopher
shake Pituophis melanoleucus catenifedournal of Zoo Animal Medicind 6: 139-140.

MAHAPATRA, M. S., MAHATA, S. K. Y MAITI, B. R. 1991. Effect of stress on serotonin, norepineghr
epinephrine and corticosterone contents in theswdtled turtle Clinical and Experimental Pharmacology
and Physiology18 (10): 719-724.

MANSOUR, M. H., EL RiDI, R. Y BADIR, N. 1980. Surface markers of lymphocytes in the epdgalerosophis
diademal. Investigations of lymphocyte surface markémsmunology40: 605-613.

MARKS, S. K. Y CITINO, S. B. 1990. Hematology and serum chemistry of the radidatetoise Testudo
radiata). Journal of Zoo and Wildlife Medicin@1: 342-344.

MARTIN, D.R. 1972. Distribution of helminth parasites in turtleative to southern lllinoisTransactions of
the Missouri Academy of Science. Missouri AcadehnScience65, 1-67.

MARTINEZ-SILVESTRE, A. 1994. Manual Clinico de Reptiles. Grass-latros ibdies, Barcelona: 41-42.

MARTINEZ-SILVESTRE, A., LAVIN, S.Y CUENCA, R. 2011. Hematology and blood cytology in regtif@linica
Veterinaria de Pequefios Animal&4.(3); 131-141.

MARTINEZ-SILVESTRE, A., MARCO, |., RODRIGUEZDOMINGUEZ, M. A., LAVIN. S. Y CUENCA, R. 2005.
Morphology, cytochemical staining and ultrastruatwcharacteristics of the blood cells of the gilgzard of
El Hierro Gallotia simony). Research of Veterinary Scien@@(2): 127-134.

MATEO, M. R.,ROBERTS E.D. Y ENRIGHT, F. M. 1984. Morphologic, cytochemical and functional stsdof
peripheral blood cells of young healthy americdigatiors @lligator mississippiensjs American Journal of
Veterinary Research15: 1046-1053.

MATHES, K. A., HoLZ, A. Y FEHR, M. 2005. Blood reference values of four species akstrial tortoises
(Testudospp.) in GermanyProceedings of the Twelfth Annual Conference ofAbksociation of Reptilian
and Amphibian Veterinarianérizona: 55-59.

MAUTINO, M. Y PAGE, C.D. 1993. Biology and medicine of turtles and tosési.Veterinary Clinics of North
America. Small Animal Practic3(6): 1251-1270.

MAXWELL, M. H. 1984. Histochemical identification of tissue imophils in the inflammatory response of
the fowl Gallus domesticudkesearch in Veterinary Scien&y: 7-11.

MCARTHUR, S. 1996. Laboratory tests and suitable samplesSERtcArthur (Ed.). Veterinary management
of tortoises and turtles. Blackwell Science, Lidl6-118.

MCARTHUR, S., WILKINSON, R. J. Y BARROWS M. G. 2002. Tortoises and turtles. En: A. Meredith & S.
Redrobe (Eds.). Manual of exotic pets. British SrAaimal Veterinary Association,"4edition: 208-222.

MCCRACKEN, H. 1993. Avian and reptilian hematology and biochermisProceedings 207: Clinical
pathology Post Graduate Commitee in Veterinary Scienceyéfrity of Sidney: 243-305.

250



Bibliografia

MCGEHEE, M. A. 1979. Factors affecting the hatching success of Loggerteea Turtle eggsCéretta
caretta caretty Masters thesis, University of Central Floridala@do.

MEAD, K. F., BORYSENKQ M. Y FINDLAY, S. R. 1983. Naturally abundant basophils in the snappimtie
possess cytophilic surface antibody with reagianiction.Journal of Immunologyl30: 334-340.

MEAD, K. F. Y BORYSENKG, M. 1984A. Surface immunoglobulins on granular and agranelakocytes in the
thymus and spleen of the snapping turtléhelydra serpentina Developmental and Comparative
Immunology 8:109-120.

MEAD, K. F. Y BORYSENKO, M. 1984. Turtle lymphocyte surface antigens @helydra serpentinaas
characterized by rabbit anti-turtle thymocyte s@@velopmental and Comparative Immunoloty217-230.

MICHELS, N. A. 1923. The mast cell in lower vertebratea.Cellule 33: 337-462.

MILLAN, J. M., JANMAAT, A., RICHARDSON, K. C., CHAMBERS, L. K. Y FOMIATTI, K. R. 1997.Reference
ranges for biochemical and haematological valuesaimed saltwater crocodyleCfocodylus porosys
yearlings.Australian Veterinary Journal75: 814-817.

MILLER, M. R. Y WURSTER D. H. 1956. Studies on the blood glucose and pancrésiéts of lizards.
Endocrinology Jan; 58(1): 114-120.

MITCHELL, M. A. 1996. Characteristics of the inflammatory responsthe green iguandguana iguana
Proceedings of the Third Annual Conference of Aasioo of Reptilian and Amphibian Veterinariari25-
126.

MITCHELL, M. A. 2001. Reptile clinical patholog¥he North American Veterinary Conferent8: 808-809.

MOBERG G. P. 1985. Biological response to stress: key tosassent of animal wellbeing. En: G. P. Moberg
(Ed.). Stress in animals. American PhysiologicadiSty, Bethesda, Md.: 27-51.

MOHANTY-HEJMADI, P., DMOND, M. T. Y JANUNGO, J. 1984. Biochemical constituents of serum ofngpu
female hatchlings of olive ridlelyepidochelys olivacedarine Turtle Newsletter27: 4-5.

MOLONEY, W. C., MCPHERSSON K. Y FLIEGERMAN, L. 1960. Esterase activity in leukocytes demonasttdty
the use of naphthol AS-D chloroacetate substdaternal of Histochemistry and Cytochemis8y 200.

MONTALI, R. J.1988. Comparative pathology of inflammation in tiigher vertebrates (reptiles, birds and
mammals)Journal of Comparative Patholog99(1): 1-26.

MONTILLA-FUENMAYOR, A. J., HERNANDEZ-RANGEL, J. L. Y ALVARADO-ARRAGA, M. C. 2006. Valores
hematolégicos de la tortuga verdehglonia mydaspresente en la Alta GuajirRevista cientifical6(3):
219-226.

MUNDAY, K. A. Y BLANE, G.F.1961.Cold stress of the mammal, bird and rept@emparative Biochemistry
and Physiology?2, 8-21.

MURO, J., CUENCA, R. Y VINAS, L. 1994. Interés del hemograma en la clinica wielapios.Veterinaria en
praxis 9 (3): 24-29.

MURO, J., CUENCA, R., PASTOR, J.,VINAS, L. Y LAVIN, S. 1998.Effects of lithium heparin and tripotassium
EDTA on haematologic values of Hermann’s tortoi§estudo hermanniJournal of Zoo and Wildlife
Medicine 29(1), 40-44.

MURRAY, M. J. 1996. Cardiology and circulation. En: D. Mader (EdReptile medicine and surgery.
Philadelphia, W.B. Saunders Company: 95-104.

MUSSACHIA, X. J. Y SIEVERS, M. L. 1956. Effects of induced cold torpor on blood @irysemys picta
American Journal of Physiolog$87: 99.

NAKAMURA , K. 1980. Carotenoids in serum of Pacific green tu@thelonia mydasBulletin of the Japanese
Society of Scientific Fisherig46, 909-910.

251



Bibliografia

NATT, M. P.Y HERRICK, C. A. 1952. A new blood diluent for counting the ergitytes and leukocytes of the
chicken.British poultry science31: 735.

NEGM, H. Y MANSOUR, M. H. 1983. Phylogenesis of lymphocyte diversity. Il. Gltderization ofAgama
stellio Ig-negative lymphocytes by a heterologous antivtbgyte serumDevelopmental and Comparative
Immunology7: 507-516.

NEIFFER D.L., LYDICK, D., BURKS, K. Y DOHERTY, D. 2005. Hematology and plasma biochemical changes
associated with fenbendazole administration in Hemn's tortoisesTestudo hermanhiJournal of Zoo and
Wildlife Medicine 36(4): 661-672.

NOBLE, G.K. 1931. The biology of the amphibia. New York, NY. G@aw-Hill Book Company: 1-577.

NORTON, T. M., JACOBSON E. R. Y SUNDBERG, J.P.1990. Cutenous fibropapillomas and renal myxofibaom
in a green turtleChelonia mydasJournal of Wildlife Disease26(2): 265-270.

O’CONNOR, M. P., GRUMBLES, J. S., GEORGE R. H., ZIMMERMAM, L. C. Y SPOTILA, J. 1994. Potential
hematological and biochemical indicators of stiessee-ranging desert tortoises exposed to a hystress
gradientHerpetological Monographs3: 5-26.

OrTiIs, V. S.1973. Hemocytological and serum chemistry pararaaiethe african puff addeBitis arietans
Herpetologica 29:110.

OYEWALE, J.O., EBUTE, C. P.,OGUNSANMI, A. O., OLAYEMI, F. O. Y DUROTOYE, L. A. 1998. Weights and
blood profiles of the West African Hinge-backedtdise Kinixys erosaand the desert tortoigéopherus
agassizii Zentralblatt fur Veterinarmedizin. Reihe #6(10), 599-605.

PALOMEQUE, J., SESE, P. Y PLANAS, J. 1977. Respiratory properties of the blood of twrti@omparative
Biochemistry and Physiolog$7 (4): 479-484.

PELLIZOON, C. H., AZEVEDO, A., CASALETTI, L. Y LUNARDI , L. O. 2002. The thrombocyte aggregation
process in the turtl®hrynopys hilarii (Chelonia). An ultrastructural studylournal of submicroscopic
cytology and pathologyul; 34(3): 323-327.

PERA-ROCHE, H. 1939. Contribuciones a la morfologia comparada lal fauna chilena Il. Estudios
hematoldgicos en las especlgslaemus nigromaculatu@Philippi) y Liolaemus pictugDuméril y Bribon).
Boletin Sociedad Biologjd 3, 133-146.

PERPINAN, D., HERNANDEZ-DIVERS, S. M., LATIMER, K. S., AKRE, T., HAGEN, C., BUHLMANN, K. A. Y
HERNANDEZ-DIVERS, S. J., 2008. Hematology of the Pascagoula Map Tu@leytemys gibbongiand the
southeast Asian box turtl€(ora amboinensjsJournal of Zoo and Wildlife Medicin89(3): 460-463.

PETRUZZELLI, R., AURELI, G.,LAMA, A, GALTIERI, A., DESIDER}, A. Y GIARDINA, B. 1996. Diving behavior
and hemoglobin function: the primary structuretefd - andp-chains of the sea turtl€éretta carettq and
its functional implicationsJournal of Biochemistry316: 959-965.

PEENAAR, V. DE V. 1962. Haematology of some South African reptileshahnesburg, Witwatersrand,
University Press: 1-299.

PITCHAPPAN, R. M. Y MUTHUKKARUPPAN, V. R. 1977. Analysis of the development of tteald, Calotes
versicolor Il. Histogenesis of the thymuBevelopmental and Comparative Immunolotyy217-230.

PiToL, D. L., IssA J.P.M., CAETANO, F.H. Y LUNARDI, L. O., 2008. Mononuclear phagocytes in the blood of
turtles characterized by ultrastructural and cyswoital analyses and by phagocytic activity. Micr88;
1288-1292.

RAITI, P.2002. Snakes. En: A. Meredith & S. Redrobe (Ed#gnual of exotic pets. British Small Animal
Veterinary Association.edition: 241-256.

252



Bibliografia

RaITI, P. Y HARAMATI, N. 1997. Magnetic resonance imaging and computerisgtbgraphy of a gravid
leopard tortoise Geochelone pardalis parda)isvith metabolic bone diseas&ournal of Zoo and Wildlife
Medicine 28(2), 189-197.

RAMSAY, E. C. Y DOTsSON T. K. 1995. Tissue and serum enzyme activities inyéliow rat snakeElaphe
obsoleta quadrivittata American Journal of Veterinary Reseay&it: 423-428.

RAPHAEL, B. L. 2003. Chelonians (Turtles and Tortoises). En: MF&wler & R. E. Miller (Eds.). Zoo and
Wild Animal Medidine. Saunders"&dition: 48-58.

RAPHAEL, B. L., KLEMENS, M. W., MOEHLMAN, E., DIERENFELD, E. Y KARESH, W. B. 1994. Blood values in
free-ranging pancake tortoiséddlacochersus tornie)i Journal of Zoo and Wildlife Medicin@5: 63-67.

RASKIN, R. E. 2000. Reptilian complete blood count. En: A. M. §edEd.). Laboratory medicine (avian and
exotic pets). W.B. Saunders Company: 193-197.

RASKIN, R. E. 2010. Cytochemical staining. En: D. J. Weiss &K Wardrop (Eds.). Schalm’s Veterinary
Hematology 6th ed. Wiley-Blackwell. lowa, USA: 114156.

REDROBE, S.Y MACDONALD, J. 1999. Sample collection and clinical patholo§yeptiles.Veterinary Clinics
of North America. Exotic Animal Practicg: 709-730.

RODNAN, G. P.,EBAUGH, F. G. JR. Y FOX, M. R. 1957. The life span of the red blood cell are ribd blood
cell volume in the chicken, pigeon, and duck asreged by the use of Nars;0, with observations on red
cell turnover rate in the mammal, bird and rep#lmod 12: 355-366.

ROSENTHAL, K. L. 2002. Clinical pathology of the green iguamae North American Veterinary Conference
16: 940-942.

Rosskopr W. J. 1982. Normal haemogram and blood biochemisthyegafor Californian desert tortoises.
Veterinary Medicine/Small Animal Cliniciadanuary: 85-87.

RosskopPgW. J. 2000. Disorders of reptilian leukocytes andhengytes. En: A. M. Fudge (Ed.). Laboratory
medicine (avian and exotic pets). W.B. Saundersgzomy: 198-204.

RosskoPEW. J.,WOERPEL R. W. Y YANOFF, S.R. 1982. Normal hemogram and blood chemistry valoes
boa constrictors and pythongeterinary Medicine/Small Animal CliniciaMay: 822-823.

RYERSON D. L. 1943. Separation of the two acidophilic granytes of turtle blood, with suggested
phylogenetic relationshipgheAnatomical Recordg5: 25-48.

RYERSON D. L. 1949. A preliminary survey of reptilian lold. Journal of Entomology & Zoology1: 49-55.

SaAD, A. H. 1988. Corticosteroids and immune systems of nmammalian vertebrates: A review.
Developmental and Comparative Immunolob® (3): 481-494.

SAAD, A. H. Y EL RiDI, R. 1988. Endogenous corticosteroids mediate seasgalid changes in immunity of
lizards.Immunobiology177 (4-5): 390-403.

SAINT GIRONS, M. C. 1970. Morphology of the circulating blood cels: C. Gans & T. C. Parsons (Eds.).
Biology of the reptilia, Vol 3-C, Morphology. Nework, NY; Academic Press: 73-91.

SAINT GIRONS, M. C. Y DuGUY, R. 1963. Notes de cytologie sanguine compareeesurelptiles de France.
Buletin of Zoology of France88: 613-624.

SaLAKl, C., SALAKI, J., APIBAL, S., NARKKONG, N-A, CHANHOME, L. Y ROCHANAPAT, N. 2002.
Hematology, morphology, cytochemical staining, ardastructural characteristics of blood cells ingk
cobras Qphiophagus hannghVeterinary Clinical Pathology31 (3): 116-126.

SALAKII, C., SALAKIJ, J., PRIHIRUNKIT, K., NARKKONG, N. A., SANYATHITISEREE P.Y KRANJANAPITUKKUL
K., 2014.Quantitative and qualitative morphologic, cytocheshiand ultrastructural characteristics of blood
cells in captive Asian water monitokseterinary Clinical PathologyDic; 43(4): 538-546.

253



Bibliografia

SALGUES, R. 1937. Faune des ophidiens de Provemdletin Annual Societé Histoire Naturel de Toulon
21 :130-150.

SAMOUR, H. J.,HAWKEY, C. M., PUGSLEY, S.Y BALL, D. 1986. Clinical and pathological findings related to
malnutrition and husbandry in captive giant torgigGeochelonespecies).The Veterinary Record118:
299-301.

SCHUMACHER, J., JACOBSON E. R., HOMER, B. L. Y GASKIN, J. M. 1994. Inclusion body disease in boid
shakesJournal of Zoo and Wildlife Medicin@5: 511-524.

SEIDEL, M. E. 1974. Seasonal fluctuation of plasma protein in ghgy softshell turtlelTrionyx spinifera
Herpetologica 30(3), 283-285.

SEIDEL, M. E. 2003.Hemoglobin variation and comments on systematiatimship in the turtle family
Emydidae Copeig 4: 1118-1121.

SEKIZAWA, A., FUJIl, T. Y TOCHINAI, S. 1984. Membrane receptors on Xenopus macroptlageso classes
of immunoglobulins (IgM and IgY) and the third colament component (C3Journal of Immunologyl33:
1431-1435.

SEMPLE, R. E., SIGSWORTH D. Y TITT, J.T. 1970. Seasonal observations on the plasma, red loleles and
blood volume of two turtle species natives to OntaCanadian Journal of Physiology and Pharmacology
48 (5): 282-290.

SENIOW, A. 1963. Paper electrophoresis of serum proteirthefrass snakidatrix natrix (L). Comparative
Biochemistry and Physiolog9: 137-149.

SHEEHAN, H. L. Y STOREY, G. W. 1947. An improved method of staining leukocytarmles with sudan
black B.Journal of Pathology and Bacteriology9: 336.

SHEELER, P. Y BARBER, A. A. 1964. Comparative hematology of the turtle, ralaitl rat. Comparative
Biochemistry and Physiologg1: 139-45.

SIMPSON, C. F. Y HARVEY, J. W. 1980. Noncrystalline inclusions in erythrocytesaofhinoceros iguana.
Veterinary Clinical Pathology9: 24-26.

SMITH, C. R., HANCOCK, A. L. Y TURNBULL, B. S. 2000. Comparison of white blood cell counts daide
stunned and subsequently rehabilitated loggerheadtigtles Caretta carettq Proceedings of the Joint
Conference of the American Association of Zoo Vfeeans and International Association for Aquatic
Animal Medicine50-53.

STEIN, G. 1996. Hematologic and blood chemistry value®ptiles. En: D. R. Mader (Ed.). Reptile medicine
and surgery. W.B. Saunders Company: 473-477.

STEINGBER, J.D. Y OLVER, C. S. 2005. Hematologic and biochemical abnormalitidgating iron deficiency
are associated with decreased reticulocyte hemoglaimtent (CHr) and reticulocyte volume (rMCV) in
dogs.Veterinary Clinical Pathology34, 23-27.

STENROSS O. O. Y BowMAN, V. M. 1968. Turtle blood. I. Concentrations of variousnstdtuents.
Comparative Biochemistry and Physiology2A; 219-22.

SUEDMEYER, W. K. 1991. Iron deficiency in a group of Americangditors: diagnosis and treatmeidurnal
of Small and Exotic Animal Medicing: 69-72.

SUN, T. 1985. Atlas of cytochemistry and immunochemistfyiematologic neoplasms. American Society of
Clinical Pathologists Press, Chicago: 264.

SWIMMER, J.Y. 2000. Biochemical responses to fibropapilloma amgtigity in the green turtlelournal of
Wildlife Diseases36(1): 102-110.

254



Bibliografia

SYPEK, J.P.,BORYSENKQ, M. Y FINDLAY, S.R. 1984. Anti-immunoglobulin induced histamine ese from
naturally abundant basophils in the snapping tu@kelydra serpentinaDevelopmental and Comparative
Immunology 8: 359-366.

SYPEK, J.P.Y BORYSENKQ M. 1988. Reptiles. En: A. F. Rowley & N. A. Ratf# (Eds.). Vertebrate blood
cells. Cambridge, Cambridge University Press: 298-2

TAYLOR, K. W. Y JACOBSON E. R.1982. Hematology and serum chemistry of the gopdnoiseGopherus
polyphemusComparative Biochemistry and Physiolo@R(A): 425-428.

TAYLOR, K. W. Y KAPLAN, H. M. 1961. Light microscopy of the blood cells of Psaugd turtles.
Herpetologica 17: 186-192.

TAYLOR, K. W., KAPLAN, H. M. Y HIRANO, T. 1963. Electron microscopic study of turtle locells.
Cytologig 28: 248-256.

TERCAFS R. R., SCHOFFENIELS E. Y GOUSSEF G. 1963.Blood composition of a sea-turt{garetta carettal.,
reared in fresh wateArchives internationales de Physiologie et Biockjriil: 614-615.

THORSON T. B. 1968. Body fluid partitioning in fresh water, maimand terrestrial chelonid®American
Zoology 3: 529.

TROIANO, J. C. Y SILVA, M. C. 1998. Valores hematoldgicos de referencia en tartiegrestre argentina
(Chelonoidis chilensis chilen3ifAnalecta Veterinarial8, 1/2: 47-51.

TROIANO, J.C., SILVA, M. C., ESARTE, M., MARQUEZ, A. G. Y MIA, G. 1996. Valores hematolégicos de las
especies argentinas del género Caiman (Crocodyligaforidae).Facena 12; 111-118.

TROIANO, J.C., VIDAL, J.C., GouLb, J.Y GouLD, E. 1997. Haematological reference intervals ofdbeth
american rattlesnakeC(otalus durissus terrificysLaurenti, 1768) in captivityComparative Haematology
International 1: 109-112.

Tsal, C. Y., YU, J.F.,, WANG, Y. W., FaN, P.C.,CHENG, T. Y. Y WANG, L. C. 2014. An alternative staining
method for counting red-eared slider turtlerachemys scripdablood cells using crystal violet in cells
diluted with 0,45% sodium chlorid@ournal of Veterinary Diagnostic Investigatia?6(5): 610-615.

TURNBULL, B. S.,SMITH, C. R. Y STAMPER, M. A. 2000. Medical implications of hypothermia in ¢atened
loggerhead Caretta carettqa and endangered kemp's ridlelepidochelys kempiand green Ghelonia
myda$ sea turtlesProceedings of the Joint Conference of the Amerisasociation of Zoo Veterinarians
and International Association for Aquatic Animal dilgine, New Orleans, L.A., 16-21 September: 31-35.

University of Miami, Avian and Wildlife Laboratoryi996. En: Exotic companion medicine handbook for
veterinarians.

VARELA, R. A. 1997. The immunology of green turtle fibropapillatosis. M. S. Thesis, Florida Atlantic
University, Boca Raton, Florida: 37.

VERMA, G. K. Y BANERJEE V. 1980. The leukocytes of a common Indian turflépnyx gangeticusAnnals
of Zoology 14: 33-46.

VIVES, J.L Y AGUILAR, J.L 1988\. La sangre, caracteristicas generales y métodestdaccion sanguinea.
Empleo de anticoagulantes. En: J. L. Vives y JAguilar (Eds.). Manual de técnicas de laboratorio e
hematologia. Salvat Editores, S. A., Barcelona91-1

VIVES, J. L Y AGUILAR, J. L 1988. Métodos citoquimicos y otros procedimientos galesr de estudio
leucocitario. En: J. L. Vives y J. L. Aguilar (EfisManual de técnicas de laboratorio en hematoldggdvat
Editores, S. A., Barcelona: 141-158.

WALLACH, J.D. Y BOEVER W. J. 1983. Diseases of exotic animals: medical amdical management.
Philadelphia, W. B. Saunders Company: 979-1047.

255



Bibliografia

WANG, T., BRAUNER, C.J.Y MiLsoM, W. K. 1999. The effect of isovolemic anemia on blood aed-cell
triphosphate concentrations in the painted turtzhrgysemys picja Comparative Biochemistry and
Physiology A122: 341-345.

WATSON, J.1997. Diagnostic procedures: Hematology. En: L. ékokan (Ed.). The biology, husbandry and
health care of reptiles. Volume Ill: The healthecarf reptiles. T.F.H. Publications, INC. United t8ta of
America: 703-713.

WHITAKER, B. R. Y KRUM, H. 1999. Medical management of sea turtles in agugn: M. E. Fowler & R. E.
Miller (Eds.). Zoo & Wild Animal Medicine. CurrenfTherapy Vol. IV. W. B. Saunders Company,
Philadelphia: 217-231.

WHITMORE, C. P.1994. Mitigation of negative impact of tourism oesting beaches and turtles in Turkey.
En: B. A. Schroeder & B. E. Witherington (compilerBroceedings of 13 Annual Symposium Sea Turtle
Biology and ConservationNational Oceanic and Atmospheric Administratiopcfinical Memorandum
NMFS-SEFSC-341, Miami, Florida: 190.

WILKINSON, R. 2004. Clinical Pathology. En: S. McArthur, R.Ikifison & J. Meyer (Eds.). Medicine and
Surgery of Tortoises and Turtles. Blackwell Publigh 141-186.

WiLL, R. 1978. The structural transformation of phagacgglls, an old phylogenetic principle-Part 1: The
monocyte. En: Veterinary Medical Review, N° 2. N. Bwert Universitats und Verlagsbuchhandlung,
Marburg-Lahn: 204-211.

WiLL, R. 1979. The structural transformation of phagacgtlls, an old phylogenetic principle-Part I: The
heterophil granulocytgpresented with reference to the lizards (reptdiguamata, lacertidde)Veterinary
Medicine Reviewl: 49-58.

WILLARD, M. D. Y TVEDTEN, H. 2004. The complete blood count and bone maegamination: General
comments and selected techniques. En: Willard &diem (Eds.). Small animal clinical diagnosis by
laboratory methods. 4 th edition. Saunders Compana7.

WILLIAMS , W. J.,BEUTLER, E.,ERSLEV, A. J.Y RUNDLES, R. W. 1972. Hematology. McGraw-Hill Book Co.,
New York.

WINTROBE, M. M. 1933. Variations in the size and haemoglobin cdntérerythrocytes in the blood of
various vertebrate§.olia Haematology51: 32-49.

WOLKE, R. E.,BROOKS D. R.Y GEORGE A. 1982. Spirorchidiasis in loggerhead sea tutiesretta caretta
PathologyJournal of Wildlife Diseased8: 175-185.

WoLMAN, M. 1971. Amyloid its nature and molecular structu@omparison of a new toluidine blue
polarised light method with traditional proceduresboratory Investigation25: 104-110.

Woob, F. E. Y EBANKS, G. K. 1984. Blood cytology and hematology of the greemtsetle,Chelonia mydas
Herpetologica 40: 331-336.

WORK, T. M. Y BALAZS, G. H. 1998. Causes of sea turtles mortality in HawaiiPSEpperly & J. Braun
(comps.).Proceedings of the seventeenth annual symposiuseanurtle biology and conservatiod. S.
Department of Commerce, National Oceanic and Atinesp Administration Technical Memorandum,
NMFS-SEFSC-415, Miami, Florida: 291-292.

WORK, T. M. Y BALAZS, G. H. 1999. Relating tumor score to hematology in greartles with
fibropapillomatosis in Hawaiidournal of Wildlife Disease85(4): 804-807.

WORK, T. M., RAMEYER, R. A., BALAZS, G.H., CRAY, C. Y CHANG, S.P.2001. Immune status of free-ranging
green turtles with fibropapillomatosis from Hawdiaurnal of Wildlife Disease87(3): 574-581.

WORK, T. M., RASKIN, R. E., BALAZS, G. H. Y WHITTAKER, S. D. 1998. Morphologic and cytochemical

characteristics of blood cells from Hawaiian gréemies.American Journal of Veterinary Researé&9,(10):
1252-1257.

256



Bibliografia
WRIGHT, A. Y COOPER E. L. 1981. Temperature effects on ectotherm immusparesesDevelopmental and
Comparative Immunolog¥ Suppl. 1: 117-122.

WRIGHT, K. M. Y SKEBA, S. 1992. Hematology and plasma chemistries of wagirehensile-tailed skinks
(Corucia zebrata Journal of Zoo and Wildlife Medicin@3: 429-432.

YAMm, L. T., LI, C. Y. Y CROSBY, W. H. 1971. Cytochemical identification of monocytaslgranulocytes.
American Journal of Clinical Patholog$5: 283-290.

YaMm, L. T., LI, C. Y., WOLFE, N. J.Y Moy, P.W. 1974. Histochemical study of acute leukeriechives of
Pathology 97: 129.

YANG, P.,Yu, P.,,Wu, S.Y CHIE, C. 2014. Seasonal hematology and plasma biochemisteyence range
values of the yellow-marginated box turt@upra flavomarginata Journal of Zoo and Wildlife Medicine
45(2): 278-286.

ZAIN-UL-ABEDIN, M. O. Y QAzI, M. H. 1965. Blood sugar levels of some reptiles foumdPakistan.
Canadian Journal of Biochemistryun; 43(6): 831-833.

ZAPATA, A., LECETA, J.Y BARRUTIA, M. G. 1981. Ultrastructure of splenic white pulp of thetle Mauremys
caspica Cell and Tissue Research?0 (4): 845-855.

ZIMMERMAN, L. M., VOGEL, L. A., EDWARS, K. A. Y BOWDEN, R. M. 2010.Phagocytic B cells in a reptile.
Biology LettersApr, 23; 6(2): 270-273.

257



Bibliografia

258









