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RESUMEN

La Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), ha
colocado en su lista roja de especies en peligro de extincion a la Tortuga Charapa
perteneciente al género Podonecmis, clasificandola como especie vulnerable,
gue esta amenazada por la caza y comercializacion indiscriminada de huevos en
su habitat natural, el Parque Nacional Yasuni. Es por ello que la organizacion
internacional “Wildlife Conservation Society (WSC)”, monitorea y controla a la
poblacion

El objetivo del estudio fue realizar un analisis histopatologico de una poblacion
de treinta individuos de tortugas charapas (Podonecmis unifilis) pertenecientes
a 3 comunidades (Sani Isla, Nueva Providencia e Indillama) que forman parte del
programa de conservacion de la WCS.

Se analiz6 a 10 individuos neonatos de cada una de las 3 comunidades, fueron
escogidos de manera aleatoria, que posteriormente fueron sacrificados y se les
realizo el proceso de necropsia, separando a los diferentes 6rganos como el
higado, vesicula biliar, pancreas y bazo, se realiz6 el almacenamiento en formol
tamponado al 10%, posteriormente las placas histolégicas fuero obtenidas,
colectadas, fijadas y coloreadas con solucion de hematoxilina-eosina vy
posteriormente fueron almacenadas en cajas de cassete para su respectivo
analisis microscopico. . Entre los resultados relevantes se encontré en el analisis
histopatologico determino lesiones en 2 organos, siendo el higado el mas
afectado, donde se observd un proceso congestivo principalmente en la zona
adyacente a la vena centrolobulillar y la triada portal en un 36% de las muestras
analizadas, se destaca ademas un proceso de lipidosis en un 18%, y se destaco

también lesiones fibroticas focales cerca a la capsula , en la vena porta 'y en la



zona lobulillar en un 15%, La comunidad “Sani Isla” presentdé mayor numero de
lesiones asociadas a lipidosis hepatica. El pancreas mostro zonas congestivas

en la zona acinar en un 10%.

Como conclusion se determind que los 6rganos analizados presentan leves
alteraciones o hallazgos histopatoldgicos principalmente en higado y pancreas,
lesiones relacionados con procesos fisiolégicos asociados a la nutricion y
eutanasia de los animales, y no a procesos infecciosos determinando que los

organos de los animales analizados se muestran aparentemente sanos.

Palabras claves: Tortugas Charapas, histopatologia, higado, pancreas,

congestion, lipidosis.



ABSTRACT

Currently, the International Union for the Conservation of Nature (IUCN), has
placed on its red list of endangered species the Charapa Turtle belonging to the
genus Podonecmis, classifying it as a vulnerable species, because it is
threatened by indiscriminate hunting and commercialization of eggs in their
natural habitat, Yasuni National Park. For this reason, the international
organization "Wildlife Conservation Society (WSC)" has been concerned with this
species and has developed population monitoring and control programs,
however, they currently do not have the advice of a veterinarian who determines

that Turtles in protection are healthy before release.

This aspect influenced the need to verify the health status of protected animals,
so the objective of this study was to perform a histopathological analysis of a
population of thirty individuals of charapa turtles (Podonecmis unifilis) belonging
to 3 communities (Sani Isla, Nueva Providencia and Indillama) that are part of the
WCS conservation program, to determine the health status of the animals prior
to their release.

The investigation was carried out using 10 randomly chosen neonatal individuals
within each community who were sacrificed and subjected to necropsy, from
these animals samples of liver, gallbladder, pancreas and spleen were collected,
fixed, stored in 10% buffered formalin, processed to obtain histological sheets,
and analyzed by light microscopy. Histopathological analysis determined lesions
in 2 organs, the liver being the most affected, where a congestive process was
observed mainly in the area adjacent to the centrolobular vein and the portal triad
in 36% of the samples analyzed, a process of lipidosis in 18%, and focal fibrotic
lesions were also highlighted near the capsule, in the portal vein and in the lobular
area in 15%. The “Sani Isla” community presented a greater number of lesions
associated with hepatic lipidosis. The pancreas showed congestive areas in the

acinar zone by 10%.

In conclusion, it was determined that the organs analyzed have slight alterations

or histopathological findings mainly in the liver and pancreas, lesions related to



physiological processes associated with the nutrition and euthanasia of the
animals, and there are no infectious processes determining that the organs of the

animals analyzed are apparently healthy.
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CAPITULO I: Introduccién

El Parque Nacional Yasuni es un lugar megadiverso que cuenta con una
variedad de especies de 150 anfibios, 121 reptiles, 598 especies de aves entre
169y 204 especies de mamiferos y en cuanto a su flora se han identificado 2113
especies (MAE, 2016).

En la actualidad el parque cuenta con diversas amenazas que atentan con la
preservacion de especies y las ponen en peligro tales como el aumento de las
actividades agricolas, la deforestacion ilegal excesiva, la destruccion de habitats
naturales por la construccién y apertura de nuevas vias y caminos secundarios,
comercio ilegal de vida silvestre, caceria indiscriminada, crecimiento poblacional

y asentamientos humanos ilegales en zonas protegidas (WCS, 2016).

Es en esta parte del territorio entre los limites del Parque Nacional Yasuni y las
aguas del gran Rio Napo se asientan las poblaciones de Tortugas Charapas de
sus 2 especies (Podonecmis expansa) y (Podonecmis unifilis), ambas especies
distribuidas desde la zona del Rio Orinoco ubicado en Venezuela y Colombia

hasta nuestro pais (Cuevas, et al., 2010).

Se ha considerado dentro de algunos estudios que han sido realizados y
evaluados en el Ecuador, que las tortugas charapas (Podocnemis unifilis) son
una especie de reptil vulnerable, por la reduccion de individuos en las diferentes
poblaciones, principalmente debido a la comercializacion ilicita e ilegal de los
huevos para consumo humano, ademdas que los adultos son capturados y

vendidos para ser usados como mascota (WCS, 2016).



Dentro del territorio nacional existen algunas entidades que estan dedicadas
para la conservacion de especies que estan en amenaza de peligro de extincion,
las cuales han ido desarrollando diversos programas que ayudarian a la
conservacion de las diferentes especies. Incentivando y recuperando las
poblaciones, repoblandolas y en cuanto a las especies susceptibles que estan
siendo constantemente vigiladas y son mantenidas en medios donde puedan

subsistir sin peligro de estar amenazadas (Cuevas et al., 2010).

Entre las entidades encargadas se encuentra la WCS Ecuador, dicha entidad se
encarga de proteger y vigilar a la vida silvestre endémica y el biotipo que se
encuentra en el Parque Nacional Yasuni, fue fundada en el Ecuador durante el
afio 2001, con alianza estratégica con el Ministerio del Ambiente y el Gobierno
nacional, existen otras entidades encargadas de la conservacion de ecosistemas
y animales endémicos tales como la Fundacion Zool6gica del Ecuador, Terra

Incognita, entre algunas otras (WCS, 2016).

La WCS Ecuador es la mas importante puesto que esta entidad se dedica a
conservar y repoblar las comunidades de Tortugas Charapas de las especies
(P.expansa) y (P unifilis) (WCS, 2016) (Fig. 1).

Otras entidades que se dedican a la conservacion de dichas especies como la
Universidad San Francisco de Quito y la Estacion de la Biodiversidad Tiputini,
quienes han ejecutado algunos programas y estudios similares a los de la WSC,
muchos de estos programas estan orientados en preservar y repoblar a las
tortugas charapas para sacarla del peligro que la amenaza y con ello liberarla de
la Lista Roja de la UICN (MAE, 2016).

La conservacion de la especie suele darse sobre todo durante la época seca en

la zona noroccidente de la Amazonia ecuatoriana donde las tortugas charapas



desovan en las playas del rio Napo y Tipunini y gracias a los esfuerzos de 9
comunidades que trabajan arduamente desde el afio 2008 en programas de
conservacion y rescate muchas tortugas lograran sobrevivir, y hasta el dia de
hoy se han liberado y rescatado a mas de 15 000 individuos (MAE, 2016).

LAS TORTUGAS
c HARAPA Hay dos periodos de desove en

el aio: de agosto a septiembre
y de noviembre a diciembre.

jas forfugas charapa
depositan sus huevos
en la orilla de los rios.

Las charapas (Podocnemis spp) cumplen un rol
ecolégico crucial como dispersoras de semillas,
limpiadoras del sistema acudtico y como fuente de
alimento para ofras especies de fauna acuética.

#NoTrafiquesAnimales Wildlife
/ Conservation
#YasuniNuestroHogar Society

Figura 1. Estado actual de las tortugas Charapas (WCS, 2016).

El programa de manejo y Conservacion de las Tortugas Charapas empez6 a
desarrollarse en 2008 con la WCS en la provincia de Orellana en las
comunidades kichwas de Indillama, Nueva Providencia, Pompeya, Sani Isla, San
Roque y Pilchi que estan ubicadas en las orillas del Rio Napo y en comunidades
Kichwas de Mandaripanga ubicadas en las orillas del Rio Tiputini (Cuevas et al.,
2010).

El presente estudio sirve como una guia para verificar el estado de salud de las

tortugas, previa su liberacion, siendo una investigacion pionera ya que dentro del



territorio nacional no existe informacion sobre estudios similares realizados en
esta especie. Asi, la presente investigacion tiene como objetivo determinar el
estado de salud del higado, vesicula biliar, pancreas y bazo de tortugas
Charapas criadas en programas de conservacion previa su liberacion, en el
Ecuador, por medio de un analisis microscopico, a fin de implementar un
programa de monitoreo y diagnostico de enfermedades para garantizar que los

animales al ser liberados estén sanos (WCS, 2016).

1.1: Objetivos

1.1.1: Objetivo General

e Realizar un estudio histopatolégico en las glandulas anexas al sistema
digestivo tortugas charapas (Podonecmis unifilis) a partir de muestras
tomadas a neonatos pertenecientes al programa de manejo para la
conservacion del Parque Nacional Yasuni auspiciado por WCS, para

verificar la integridad de estos 6rganos.

1.1.2: Objetivos Especificos:

e Describir las alteraciones histopatolégicas, mediante la observacién
microscoépica del higado, vesicula biliar, pancreas y bazo pertenecientes
a neonatos de tortugas charapas (Podonecmis unifilis) de tres
poblaciones dentro del programa de monitoreo de la WCS en el

noroccidente del Parque Nacional Yasuni.

e Determinar las posibles causas de la presentacién de las alteraciones
histopatolégicas observadas en los neonatos de tortugas charapas

(Podonecmis unifilis).



1.1.3: Pregunta de Investigacion

¢,Los neonatos de tortugas charapas (Podonecmis unifilis) dentro del
programa de manejo auspiciado por WCS pertenecientes a tres
comunidades del noroccidente del Parque Nacional Yasuni presentaron
alteraciones histopatolégicas destacables en la observacion

microscopica?



CAPITULO II: Marco Tedrico

2.1: La Especie: Tortugas Charapas (Podonecmis unifilis)

Es una especie de tortuga perteneciente al orden de los Testudines, familia
Podocnemididae, género Podonecmis y especie unifilis, es endémica de la

Amazonia ecuatoriana y principalmente habita los bosques hiumedos tropicales

de las provincias del Napo, Orellana, Pastaza y Sucumbios ubicadas en el piso
altitudinal tropical oriental (Rhondin et al., 2014) (Fig. 2).

Figura 2. Ejemplar de Tortuga Charapa (Podonecmis unifilis) (WCS, 2016).

2.2. Sinonimia y Otros Nombres

Taricayas, Terecayas, Terrecayas, Charapas, Petas de Agua, Jarras, Yellow-
Spotter River Turtles, Charapas Pequefias. (Paez et al., 2012).



2.3. Habitat Natural

La especie se distribuye desde el norte de Bolivia, Colombia, Ecuador, Brasil, el
noreste de Perd, Surinam, Guyana, Guayana Francesa y el sur de Venezuela,
también ha sido introducida en el estado de Florida en Estados Unidos. Su
localizacion se da entre los 0 y los 1000 m de altitud. En el territorio nacional ha
sido reportada en Sucumbios, Orellana, Napo, Pastaza y en Morona Santiago,
entre los 220 y los 394 metros de altitud (Rhondin et al., 2014).

Es principalmente acuatica y de habitos diurnos, que vive en cuerpos de aguas
cristalinas, claras, blancas o negras, se le ha visto habitar fuentes de rios,
remansos, cafos, pozas, pozos y lagunas. Durante la temporada seca habita los
cauces principales de rios y en la temporada lluviosa migra a lagunas o pozas,

donde hay mayor presencia de alimento (Rhondin et al., 2014).

2.4: Caracteristicas Fisicas

La especie es distinguida de otras tortugas del género debido a que posee ciertas

caracteristicas:

Un caparazon unicarenado que posee el borde anterior revertido fuertemente
expandido la zona de la region caudal poseyendo una quilla que esta ligeramente
elevado en los escudos vertebrales a la altura de V2 y V3, ademas tiene forma
convexa y ovalada (Péez et al., 2012) (Fig 2).

La tortuga ademas posee manchas cefalicas amarillas, una de forma

redondeada sobre cada marguen lateral de la escama intraparietal, la una esta



ubicada sobre el extremo del rostro, la otra mancha sobre el timpano y 2 sobre

la ranfoteca maxilar (Luz & Stringhini, 2003).

Posee una barbula sobre la zona mentoniana, ademas de poseer 3 poros
axilares en la zona sobre el puente y un poro inguinal, sus patas estan
completamente palmeadas, el plastron es mucho mas pequefio que el
caparazon, siendo que la region anterior es mucho mas ancha, larga y

redondeada en comparacion con la region posterior (Rhondin et al.,2014).

Posee dos escamas parietales frontales grandes, ademas de un surco
interparietal, posee una membrana timpanica grande (Luz & Stringhini, 2003).

El caparazén de los adultos es de coloraciéon café obscuro a negro, su plastréon
suele ser amarillento con o sin machas oscuras, sus mandibulas son de color
café oscuras a tono negro, el mentén es de color amarillo, la piel entre gris a

negra (Paez et al., 2012).

En el caso de los neonatos y de los juveniles suelen ser mucho mas vistosos,
sus caparazones son de coloracién café a verde grisdceo y delineados en
amarillo en especial los neonatos, el plastrén esta en un tono gris rosaceo, la
cabeza es gris a verde oliva y la cabeza suele tener manchas amarillas a

naranjadas (Paez et al., 2012).

Las machas cefalicas suelen desaparecer en los adultos, en el ojo su iris es
negruzco en el caso de las hembras, en machos y en juveniles suele ser de color
verde amarillento; en cuanto a su tamafio es una de las tortugas provenientes de
agua dulce de mayor tamafio, posee una longitud del caparazén que mide entre

los 500 y los 518 mm, las hembras son mucho mas grandes que el macho, ya



que la longitud de su caparazon mide hasta los 500 mm en relacién a los machos
gue miden 335 mm, su muesca anal en los machos es mucho mas pronunciada

que en las hembras (Péez et al., 2012).

2.5. Alimentacion

De hébitos diurnos, la especie presenta una dieta dependiente de cambios
ontogénicos, siendo los neonatos herbivoros y neustéfagos donde su
alimentacion es a base de particulas suspendidas en el agua, mientras que los
juveniles son herbivoros, frugivoros y ademas de consumir una gran variedad de
plantas acuéticas como algas, hiervas, tallos de arbustos, semillas, frutos,
bejucos, y crustaceos, bivalvos y pequefios moluscos, mientras que los adultos
poseen una dieta mas amplia, alimento a base de peces y de carrofia, las
hembras comen mas semillas y frutos que los machos, mientras que estos

altimos consumen una mayor proporcion de tallos (Figueroa-Forero, 2010).

2.6. Habitos Reproductivos

En esta especie se ha reportado paternidad multiple, su ovoposicion esta ligada
a la temporada seca, cuando el caudal de los rios baja causando mayor
exposicidon de las playas y mas lugares para anidar, la copula también se da en
la temporada seca, que empieza unos dias anteriores al desove y culmina en los
primeros dias del mismo. Donde las hembras prefieren como lugares para
desovar, playas altas que suelen estar a 3 a 60 m del cuerpo de agua y en
algunos casos hasta los 200 m, y suelen utilizar una gran variedad de sustratos,
tales como arcilla, gravilla y limo, que son usados como material de construccion
del nido, los nidos también pueden estar ubicados en superficies horizontales o
inclinadas que son de baja vegetacidon con sombra, incluso suelen anidar en
areas con presion antropogénica es decir en areas taladas o quemadas (Rhondin
et al., 2014).
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La anidacion ocurre principalmente en las noches y en ocasiones lo hacen de
manera solitaria 0 en grupos grandes de hasta 46 tortugas, desovando en grupo,
brindandoles las ventajas adaptativas, es decir reduciendo el riesgo de
depredacion, la tortuga construye su nido orinado sobre el sustrato, lo cual lo
humedece y le permite excavar con mayor facilidad, la hembra puede llegar a
desovar de forma variable entre 4 a 52 huevos, pudiendo desovar hasta dos
veces por afo, el huevo tiene forma elipsoide, de color crema, los mismos que
al momento del desove son duros y se vuelven suaves al momento de la
eclosion, este proceso esta ligado a la absorcion de agua (Figueroa-Forero,
2010).

El tiempo de incubacion suele ser variable, tardando entre los 66 y los 150 dias,
siendo directamente relacionado con la temperatura del nido y de otras variables
ambientales; al igual que en otros reptiles, la determinacion sexual suele estar
relacionada directamente con la temperatura ambiental, es decir, si oscila entre
los 28 y los 32°C, un 80% de los neonatos seran machos, mientras si la

temperatura es mayor a los 32°C seran hembras (Figueroa-Forero, 2010).

2.7. Principales Amenazas

2.7.1. Depredacion

Las crias y los huevos son principalmente amenazados por la depredacion por
aves rapaces, artrépodos, garzas, peces y por caimanes, mientras que los
individuos adultos suelen ser depredados por armadillos, serpientes, felinos,

lagartijas, aves y caimanes (Figueroa-Forero, 2010).
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2.7.2: Parasitosis y Bacteremias

Los parasitos que mayormente afectan a esta especie son:

Paractratis hystrix, Paraorientatractus semiannulata, Buckleyatractus marinkelli
Trematodos pertenecientes a la familia Diplodiscidae. presencia de hongos que
infectan tanto la cavidad oral, como el plastrén y el caparazon, infecciones
bacterianas producidas por Shigella flexnerii y Escherichia coli., ectoparésitos

como sanguijuelas del género Bogabdella (Figueroa-Forero, 2010).

2.7.3: Comercializacion Indiscriminada de Huevos y Venta de los animales como

Mascotas

Algunas tortugas nunca veran la luz pues caeran bajo el control de los traficantes
de huevos o seran victimas de la caceria indiscriminada, pocas seran las que
saldran de su nido y serd cuestidbn de suerte que no sean atrapadas por
depredadores como garzas y otras aves (Alves & Santana, 2008).

Se ha tomado en consideracion que desde hace décadas las tortugas charapas
estdn sumamente cotizadas en el mercado negro, por ello se convierten en
victimas del trafico de huevos y de animales, desde el afio 2007, un afio antes
del inicio del programa de conservacion, el biélogo Rubén Cueva y su equipo
lograron contabilizar, en tan solo un fin de semana la venta de 7000 huevos de
tortugas acuaticas que se encontraban en el mercado de comunidad de
Pompeya, en la provincia de Orellana, se estima que el precio por un huevo de
tortuga charapa es de aproximadamente $0.30, sobre todo en la temporada del
desove entre Agosto y Diciembre y cuando llega el periodo de temporada baja el

precio incrementa hasta $0.50 centavos por huevo (MAE,2017) (Fig. 3).
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Figura 3. Huevos de Tortuga decomisados (WCS, 2016).

Pero pese a los esfuerzos de las comunidades y a un mayor control por parte del
Ministerio del Ambiente en Ecuador (MAE) en contra del trafico de huevos, adn
existen lugares donde aun se comercializan los huevos sobre todo entre los
meses de agosto y Diciembre, en el afilo 2016 se lograron registrar hasta 10 000
huevos que estaban siendo comercializadas en los mercados de la comunidad
de Pompeya, Puerto Providencia y en la ciudad del Coca (Vargas-Ramirez,
Castafo-Mora, & Fritza, 2017).

El MAE reporto6 al afio 2014 como el afio que tuvo el menor nimero de ventas,
donde se contabilizaron 400 huevos de las 2 especies de charapas en Orellana,
algunos guardabosques del Yasuni han contado que ahora el contrabando de

huevos funciona bajo pedido, es decir que no existe un dia o un lugar especifico
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donde los traficantes van a comercializar los huevos y muchas veces esquivan
los controles del MAE (MAE, 2017).

2.8. Higado

2.8.1: Histologia

Siendo la viscera o la glandula més voluminosa del organismo animal, se sitla
caudal al diafragma y esta protegida por las costillas, su formacion histolégica se
da desde la invaginacion producida en el tubo digestivo en el desarrollo

embrionario, siendo de origen epitelial (Crawford & Burd, 2016)

La capsula de Glisson de tejido conectivo fibroso lo recubre, ademas penetra al
organo formando los tabiques que dividen al higado en lobulillos y l6bulos
(Crawford & Burd, 2016).

La sangre en gran parte llega hasta el érgano, proveniente de la vena porta
hepatica recogiendo las sustancias de desecho provenientes de la digestion
(Malarkey, Johnson, Ryan, Boorman G,& Maronpont , 2016).

Su color rojizo intenso se da gracias a la gran irrigacion sanguinea, su
funcionamiento esta ligado estrechamente con el tubo digestivo y de otras
funciones vitales (Crawford & Burd, 2016).

2.8.2: Organizacién Celular
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2.8.2.1. Lobulillo Hepatico y la Vena Centrolobulillar

El tejido conectivo separa a los lobulillos, aunque en reptiles no es tan visible, su
forma es prismatica o hexagonal y poligonal midiendo entre 1 a 2 mm de
diametro, en el centro poseen una Vena Centrolobulillar de un gran diametro
(Crawford & Burd, 2016).

2.8.2.2. Espacios Portales y las Triadas Portales

Ubicados en los vértices del lobulillo, formados de tejido conectivo, las
denominadas triadas portales estan formadas por una de las ramas de la vena
porta, la rama de la arteria hepética y un conducto biliar, ademés de contar con

fibras nerviosas y vasos linfaticos (Crawford & Burd, 2016).

2.8.3: Patologias Hepaticas

2.8.3.1. Congestién Hepatica

Se define como higado congestionado al conjunto de manifestaciones
bioquimicas y clinicas hepaticas secundarias a una congestion hepatica pasiva
resultado de una insuficiencia cardiaca derecha que provoca el aumento de la

presion del sistema venoso portal (Jubb, Kennedy & Palmer, 2016).

En la visualizacion macroscopica del 6rgano este posee una coloracion intensa
purpura con el aumento de tamafio con los bordes redondeados, al corte tiene
un aspecto denominado “higado en nuez moscada” dada la presencia de areas
palidas que pertenecen a zonas periféricas periportales que estan mas

preservadas, ademas de poseer una frecuente degeneracién grasa que se
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alterna con otras de tono mas oscuro y zonas enrojecidas por a la propia
congestion o a la necrosis del area centrolobulillar. En cuanto a la evaluacién
histologica, se aprecia la existencia de una dilatacion de las venas
centrolobulillares y de las sinusoides (Orfanidis, 2018).

Se observa también la compresion y la atrofia de hepatocitos adyacentes, siendo
la zona 3 del acino la mas comprometida que se ubica en la zona adyacente a la

region centrolobulliar y se encuentra menos irrigada (Orfanidis, 2018).

En el caso de los hepatocitos ubicados en la regién peri portal, estos suelen estar
muy bien conservados, y los cambios degenerativos aumentan a medida que se
acerca la region centrolobulliar. La degeneracion grasa es mucho mas frecuente,

pero con ausencia de inflamacion (Orfanidis, 2018).

Se suelen desarrollar areas de fibrosis en la zona Ill con esclerosis de la vena
centrolobulliar, la fibrosis progresa y forma puentes entre las diferentes venas
centrales que rodean al espacio portal, con la formacién de nodulaciones y el

desarrollo posterior de una cirrosis (Orfanidis, 2018).

2.8.3.2. Anomalias Vasculares Congénitas

Estos incluyen aneurismas congénitos de la vena porta, malformaciones
arteriovenosas hepaticas, derivaciones portosistémicas congénitas, entre la
vena porta y otras venas sistémicas e hipoplasia primaria de la vena porta
(Schwarts, Mitchell, Keating & Chan, 2006).

Los shunts portosistémicos congénitos extrahepaticos se distinguen facilmente

de las derivaciones que se adquieren durante la hipertension portal, ya que las
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derivaciones adquiridas son, tipicamente, mdultiples, con paredes finas,
conexiones venosas colaterales tortuosas, entre la vena porta y la vena cava

caudal, vena renal o vena acigos (Schwarts et al., 2006).

Aunque no se desarrollan mudltiples shunts adquiridos en presencia de
derivaciones portosistémicas congénitas (PSS), pueden surgir con otras
anomalias congénitas, como malformaciones arteriovenosas o hipoplasia o
displasia de las venas portales, como consecuencia de la hipertension portal

secundaria a lesién hepatica y trastornos circulatorios (Crawford & Burd, 2016).

2.8.3.3. Adaptaciones Hepatocelulares y Acumulaciones Intracelulares

El higado debe ser altamente adaptable para equilibrar la funcién con la
demanda cambiante. Los aumentos en el tamafio de los hepatocitos (hipertrofia)
colectivamente ponen en servicio una masa mas grande de hepatocitos
(Crawford & Burd, 2016).

Dichas adaptaciones en el volumen y la funcién hepatica resultan de alteraciones

en la expresion de muchos genes (Crawford & Burd, 2016).

Estas respuestas son mas evidentes en especies mas pequefias, especialmente
en roedores de laboratorio que tienen una respuesta de crecimiento hepético
muy pronunciada después de la exposicion a diversos xenobidticos (Crawford &
Burd, 2016).

El higado también puede adaptarse a la demanda reducida del suministro de
oxigeno mediante una combinacion de atrofia celular y apoptosis (Crawford &
Burd, 2016).
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Los hepatocitos pueden perderse por apoptosis en cantidades sustanciales, con
una elevacién minima en las enzimas séricas del origen hepatico, como la

alanina aminotransferasa (Schwarts et al., 2006).

2.8.3.4. Desplazamiento, Torsion y Rotura.

La posicion del higado debe ser observada tan pronto como se abra el abdomen
en el examen postmortem. El desplazamiento caudal que resulta en la extensién
de los margenes del higado mas alla del arco costal puede ser el resultado de
un agrandamiento hepéatico o del desplazamiento del diafragma secundario a un
derrame pleural u otras lesiones que ocupan espacio en el térax (Schwarts et al.,
2006).

Los desplazamientos congénitos o adquiridos asociados con hernias ventrales y
diafragmaticas son comunes (Schwarts et al., 2006). Los I6bulos individuales o
todo el érgano se pueden desplazar hacia el interior de la zona subcutanea, la
cavidad pleural o el saco pericardico, a menudo junto con otras visceras. El
suministro de sangre lobar no siempre puede verse comprometido; sin embargo,
los l6bulos desplazados individuales pueden estar gravemente congestionados

y pueden romperse, o con el tiempo, y endurecerse (Schwarts et al., 2006).

Se han notificado torsiones hepaticas parciales o completas en animales donde
los lI6bulos del torso pueden presentar varios grados de isquemia, que culminan
en un infarto causado por oclusion venosa o trombosis venosa y / o arterial, y los
animales afectados pueden morir a causa de un shock, hemorragia o desarrollo

de peritonitis séptica (Schwarts et al., 2006).

La rotura del higado ocurre comunmente como resultado de un trauma por la

fragilidad en relacion con su masa. La ruptura hepatica fatal puede ser producida
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por la presion por colisiones por atropellamientos sin mucha evidencia de trauma
en otras partes del cuerpo. Los desgarros grandes pueden ser evidentes en la
capsula hepatica y el parénquima hepético después del trauma; sin embargo, los
patrones lineales de anastomosis de finas fisuras capsulares superficiales

pueden ocultarse en parte por la sangre coagulada (Schwarts et al., 2006).

2.8.3.5. Fibrosis

La fibrosis hepatica es una forma potencialmente reversible de cicatrizacion de
heridas en la que hay una acumulacion de varios componentes de la Matriz
Extracelular (MEC) (Hernandez-Gea, & Friedman, 2016).

En los casos de lesion aguda o autolimitada, la fibrosis puede resolverse por
completo y la arquitectura normal del higado puede restaurarse, pero cuando el
dafio es demasiado costoso para repararlo, puede quedar una cicatriz
permanente, y si la lesion es persistente, hay una deposicién progresiva en la
matriz extracelular, que conduce a la "via comun final" terminando en fibrosis y

cirrosis (Hernandez-Gea & Friedman, 2016).

2.8.3.6. Hipertrofia Hepatocelular por Barbituricos

Hipertrofia es el término utilizado para el aumento del tamafio del higado
causado por un aumento en el volumen de hepatocitos que puede resultar de la
expansibn de uno o mas componentes organelares de los hepatocitos
(Hernandez-Gea & Friedman, 2016).

La exposicion a diversos xenobidticos puede inducir la expresion de muchos
genes, lo que lleva a la expansion del reticulo endoplasmico liso (SER), lo que

produce una hipertrofia de los hepatocitos (Hernandez-Gea & Friedman, 2016).
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Los agentes que provocan esta respuesta actian a través de receptores
nucleares como el receptor de arilhidrocarburo activado, el receptor constitutivo
de androsterona o el receptor de pregnano X (Hernandez-Gea & Friedman,
2016).

El pentobarbital, por ejemplo, es un potente inductor de los diversos sistemas
enzimaticos, incluidos varios citocromos P450 (CYPs). La hipertrofia puede
ocurrir en regiones lobulares definidas, tipicamente la region centrolobulillar, o
puede afectar a todo el l6bulo en casos mas avanzados, dependiendo de la
actividad y el nivel de dosis del xenobidtico (Crawford & Burd, 2016).

Incluso cuando esta restringida a la region centrolobulillar, la hipertrofia suele
agrandar todo el higado (Hernandez, 2016). Aunque la hipertrofia hepatocelular
se asocia con mayor frecuencia con un aumento preferencial en la SER, la
proliferacion de peroxisomas y las mitocondrias también pueden causar

hipertrofia hepatocelular (Hernandez-Gea & Friedman, 2016).

El aspecto microscopico de la hipertrofia en la tincién habitual de hematoxilina y
eosina a veces sugiere la participacion selectiva de un organulo. Si se aumenta
el volumen total de SER, a menudo se observa que el citoplasma tiene una
apariencia eosinofilica de vidrio esmerilado al microscopio éptico (Hernandez,
2016). Si aumenta el volumen peroxisoma total, a menudo se observa que el
citoplasma tiene una apariencia granular eosinofilica en el microscopio 6ptico
(Hernandez-Gea & Friedman, 2016).

2.9: Bazo
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2.9.1: Organizacién Histologica

El bazo es un érgano de tipo linfoide que se localiza en la parte alta de la cavidad
abdominal con proximidad al diafragma, su forma es ovoide, alargado y triangular
gue posee secciones transversales, siendo el 6rgano linfoide mas voluminoso y
grande del organismo, al igual que el higado es de coloraciéon rojiza intensa
debida a su relacion funcional sanguinea, es decir de almacén y de depuracion
de las células sanguineas, el bazo interviniente en la hemdlisis de los eritrocitos
y de plaquetas en la sangre, almacena trombocitos, monocitos y otros tipos de
células sanguineas, ademas de producir linfocitos y eritrocitos por
hematopoyesis, aunque esta funcion sélo se da en la vida fetal (Sherwood &
Parsons, 2016).

En su exterior el bazo esta conformado por una capa denominada capsula, que
esta formada por tejido conectivo fibroso denso, ademas de fibras elasticas y de
musculo liso, la parte mas externa es recubierta por mesotelio y de la capsula
parten tabiques que van hacia el interior del bazo formando compartimentos, que
en conjunto se los denomina parénquima del bazo, mientras que el resto es
conformado por el estroma, estructura conformada por tejido conectivo,
fibroblastos y fibras musculares, los compartimentos se los distingue por una
parte externa denominada “Pulpa Roja” y por una parte central denominada
“Pulpa Blanca” (Sherwood & Parsons, 2016).

En el caso de la pulpa blanca esta se encuentra formada por tejido linfatico, que
cuenta principalmente con células blancas como los linfocitos y macrofagos, que
se disponen circundado de ramas de las arterias esplénicas denominadas
arterias centrales que se distribuyen por la parte interior del bazo (Sherwood &
Parsons, 2016).
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Estas se pueden distinguir en 3 compartimentos de la pulpa blanca: la
denominada “Vainas Linfoides Periarteriales”’(PALS), la zona marginal y los
foliculos, cuya principal misiébn es la produccion y la diferenciacion de los
linfocitos, ademas de cumplir la funcién de reservorio de los mismos los
contienen 1/4 del total de los linfocitos del organismo, en cuanto a la pulpa roja
esta es la encargada de la filtracion sanguinea, siendo una red densa de senos
venosos que estan llenas de sangre, de ahi proviene su coloracion rojiza,

ademas de los cordones esplénicos o de Billroth (Sherwood & Parsons, 2016).

Los cordones esplénicos estan conformados por fibras reticulares, macréfagos y
células, en cuanto a las células reticulares son un tipo de miofibroblastos que
parecen ayudar a que el bazo se contraiga, en los cordones se localizan los
eritrocitos, monocitos y granulocitos , dentro de la pulpa roja los macréfagos se
encargan de la destruccion de plaquetas y eritrocitos que se encuentren en mal
estado, asi como de material extrafio, estas células suelen presentar depdsitos
de pigmentos en el citoplasma, ademas de encargarse del almacenamiento de

plaquetas, hierro y eritrocitos (Sherwood & Parsons, 2016).

2.9.2: Patologias en Bazo

Esplenomegalia

Es definida como el incremento del tamafio esplénico, ademas de un aumento
del peso, siendo el 6rgano linfatico mas grande del organismo, ademas de su
participacion en la respuesta inmune primaria contra microorganismos Yy
proteinas extrafias, ademas de su funcién como filtro sanguineo para retirar a
los eritrocitos envejecidos y a células sanguineas unidas a anticuerpos (Jubb,
Kennedy & Palmer, 2016).

Existen 7 mecanismos basicos que resultan en esplenomegalia:
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Hiperplasia de las células del sistema reticulo endotelial (SRE) o lineas linfoides.

Es uno de los principales mecanismos de esplenomegalia. Esto ocurre en varias
infecciones sistémicas, en enfermedades autoinmunes Yy en tirotoxicosis.
Causas infecciosas comunes de esplenomegalia incluyen endocarditis
infecciosa, tuberculosis, mononucleosis infecciosa, tuberculosis (Jubb et al.,
2016).

Esplenomegalia congestiva.

En la mayoria de los casos resulta de enfermedad hepatica, en especial por
cirrosis con hipertension portal (sindrome de Banty). Hay que recordar que el
higado entre sus mdltiples funciones también es un reservorio de sangre, y
cuando la fibrosis hepética progresa, se pierde esa funcion, por lo que la sangre
se desvia (fuga) hacia el bazo y otros sitios, aumentando la presion en el territorio
esplacnico. Sin embargo, la trombosis de la vena porta o esplénica y el cor
pulmonale pueden tener el mismo efecto. La hiperplasia reactiva de las células
del SRE de la pulpa roja ocurre con frecuencia en esplenomegalia congestiva,
gue aumenta aun mas el tamafio del bazo. La esplenomegalia secundaria a este

mecanismo es por lo general asintomatica (Jubb, et al., 2016).

Anormalidades en la morfologia de los eritrocitos.
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En especial esferocitosis hereditaria, talasemias y enfermedad de células
falciformes, anemia hemolitica autoinmune y policitemia vera pueden causar
atrapamiento de eritrocitos en los sinusoides de la pulpa roja, lo que produce
esplenomegalia y anemia (Jubb et al., 2016).

Hematopoyesis extramedular.

Ocurre hematopoyesis esplénica en estados de insuficiencia de médula ésea
como en el caso de la mielofibrosis con metaplasia mieloide, mieloptisis y
osteopetrosis. En estos casos se encuentra anemia y en alguna otra reaccién
leucoeritroblastica (Jubb et al., 2016).

Esplenomegalia maligna.

Los linfomas (linfoma de Hodgkin y linfomas no Hodgkin) representan las
enfermedades malignas primarias mas frecuentes del bazo, aunque también es
un foco de asentamientos de otras enfermedades malignas como la Leucemia
Mieloide Cronica (LMC), leucemia linfocitica cronica (LLC), leucemia de células
peludas (tricoleucemia) y algunas leucemias agudas. La esplenomegalia que se
acompafa de adenomegalia generalizada es sugerente de Linfoma o LLC. Es
muy raro que las neoplasias no hematolégicas se asienten en el bazo
(metastasis). Entre los carcinomas que lo pueden hacer estan el de mama,

pulmén, colorrectal, ovario y melanoma (Jubb et al., 2016).

Esplenomegalia por depasito.
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La infiltracién del bazo por material anormal ocurre en varias enfermedades,
como la amiloidosis y varias "enfermedades por depésito”. La esplenomegalia
en estas condiciones con frecuencia se complica por hiperplasia reactiva de los

macrofagos de la pulpa roja (Jubb et al., 2016).

Lesiones no neoplasicas.

Hemangiomas, quistes y hematomas son las entidades mas comunes en esta
categoria. Otras causas incluyen granulomas infecciosos por micobacterias y
hongos, granulomas no infecciosos (sarcoidosis) e infartos. Los infartos
esplénicos con frecuencia ocurren en anemia de células falciformes como
resultado del bloqueo de los sinusoides esplénicas por los eritrocitos deformes.
También ocurre por embolismo cardiaco en el caso de endocarditis infecciosa o
trombos murales. Otras causas de infartos esplénicos son la esplenomegalia
masiva de cualquier etiologia, principalmente secundaria a hematopoyesis

esplénica, leucemia mieloide crénica y mielofibrosis primaria (Jubb et al., 2016).

2.10: Pancreas

2.10.1. Organizacion Histolégica

Es una glandula de caracteristicas mixtas es decir es exocrino conformada por
los acinos pancreaticos y endocrina conformada por los islotes de Langerhans
(Gittes, 2016).
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2.10.2: Acinos Pancreaticos

Desde su parte apical hasta el interior del acino, posee una coloracion més clara
gracias a la acumulacion de los productos de su secrecion, los denominados

granulos de zimogeno gque posee precursores enzimaticos (Pan & Wright, 2017).

La parte basal es mucho mas oscura o tefiida gracias a la abundancia de reticulo
endoplasmico rugoso responsable de la sintesis de precursores enzimaticos
(Gittes, 2016).

2.10.3: Células Centroacinares

Ubicadas en algunos acinos y de apariencia mucho mas palida, cuya funcion es
la de formar a los tubulos intracinares que dirigen el producto liberado por los
acinos (Gittes, 2016).

2.10.4: Tubulos Intra acinares y Conductos Intercalares

Los tubulos convergen hacia los conductos intercalares desembocando en los
interlobulillares que a su vez se dirigen a los conductos pancreaticos
desembocando finalmente en el tubo digestivo porciéon duodenal junto con el
colédoco (Pan & Wright, 2017).

2.10.5. Islotes de Langerhans

Distribuidos entre los acinos y siendo agrupaciones celulares poseyendo una red
densa de capilares especializados en liberar a productos sintetizados (Pan &
Wright, 2017).
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Dificiles de distinguir en microscopio, pero existen varios tipos de células
encargadas de la secrecion hormonal, Células a: Glucagon, Células B:Insulina,

células &: Somatostatina, células F, polipéptido pancreatico. (Gittes, 2016).

2.10.3. Patologias del Pancreas.

En el pancreas se pueden dar problemas nutricionales y del tipo infeccioso, los
nutricionales se desencadenan cuando los animales ingieren excesivamente
carbohidratos y grasas, haciendo que el pancreas se sobresfuerze e inclusive un
cambio brusco de alimentacién puede llegar a generar una pancreatitis. En
cuanto a enfermedades pancreaticas provocadas por agentes infecciosos como
a los hemoparasitos se destaca al Haemogregaria spp. que ha sido descrito en
Podonecmes expansa causando inflamacion pancreatica provocando dafios y
lesiones a nivel de los capilares, obstruyéndolos desencadenando necrosis

tisular e infiltrados (Batalla et al., 2015).

2.11. Vesicula Biliar

2.11.1: Histologia

Histolégicamente la vesicula biliar posee tres capas que son: la mucosa
recubierta por epitelio cilindrico descansa sobre eminencias que le dan la
apariencia de tabiques. Existen glandulas de tipo mucoso llamadas glandulas de
Lushka, que abundan en el cuello. Esta mucosa cumple funciones de absorcion,
elaboracién y secrecién de sustancias que luego son eliminadas hacia la luz
intestinal (Zachary & McGravin, 2012). Una capa fibromuscular en la que se
encuentran los elementos nerviosos, una serosa que fija la vesicula a la fosilla
cistica, extendiéndose desde el cuello hasta el fondo, la arteria cistica, rama de

la arteria hepatica derecha es la encargada de irrigar la vesicula, ésta se divide
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en una rama superficial que recorre la cara peritoneal de la vesicula y otra rama
profunda que se encuentra entre la vesicula y la cara inferior del higado. Hay
que recordar que es una arteria terminal, por lo tanto, cualquier proceso
inflamatorio que interrumpa el flujo hepatico puede producir isquemia y necrosis

de la vesicula (Zachary & McGravin, 2012).

Ocasionalmente, puede haber variaciones en la anatomia de la arteria cistica,
presentandose como una doble arteria cistica, u originarse de otras arterias
como la arteria hepatica izquierda, la arteria gastroduodenal, la arteria hepatica
comun o del tronco celiaco. Las venas tanto superficiales como profundas
drenan hacia la vena porta, mientras que los linfaticos desembocan en el ganglio

cistico y en los ganglios del surco transverso (Zachary & McGravin, 2012).

2.11.2: Principales Patologias de la Vesicula Biliar

En cuanto a enfermedades vesicales en tortugas se destaca a la colecistitis
obstructiva, la litiasis por la formacién de sarro biliar, patologias presentes en
animales adultos o geriatricos, cuando es una enfermedad vesical del tipo
obstructiva por la formacion de célculos biliares, estos suelen generar un dafio o
un defecto en el vaciado de la vesicula y por ello esta se hipertrofia (Salmeron,
et. Al, 2008).
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CAPITULO lII: Metodologia de la Investigacion

3.1. Ubicacion del estudio:

Las tortugas charapas (Podonecmis unifilis) pertenecen al Parque Nacional
Yasuni, en la provincia de Pastaza y de Orellana con sus delimitaciones del rio
Napo y Curaray.

La reserva ecologica del parque posee una extension de 9.820 km que es el
equivalente 1.022.736 Hectareas que se encuentra al sudeste de Quito, en la

regién de la Amazonia ecuatoriana. (Cuevas et al., 2010).

Su clima es célido humedo, cuya temperatura climética oscila entre los 24°C y
los 27°C, con una humedad que oscila entre el 80% y el 94% durante todo el
afio, las coordenadas de parque son 0°46'S 76°06'O (MAE, 2017) (Fig. 4).

| PRINCIPALES ZONAS DE TURISMO EN EL PARQUE NACIONAL YASUNI |

LEYENDA

A ATRACTIVOS YASUN{
VIAS

Rios
[ PARQUE NACIONAL YASUNi
TERRITORIO WAO

PRINCIPALES ZONAS DE TURISMO EN
EL PARQUE NACIONAL YASUNI

Figura 4. Ubicacién del Parque Nacional Yasuni (MAE, 2016)
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El analisis histopatologico del presente trabajo de titulacion se desarrollo en el

laboratorio de histologia de la Universidad de Las Américas (UDLA) en las Sedes

Granados y Queri, Quito — Ecuador, en las &reas de histologia y Ambiental

respectivamente.

3.2. Poblacion y muestra:

Las muestras fueron tomadas y recolectadas durante el mes de abril de 2017 en

el Parque Nacional Yasuni, en 3 localidades diferentes, denominadas “Sani Isla”,

“Nueva Providencia” y “Indillama”, dentro de cada comunidad se analizaron 10

individuos dando un total de 30 tortugas, los animales fueron escogidos al azar

basandose en los criterios de inclusion y de exclusion expuestos a continuacion:

3.3. Criterios de inclusion y exclusion para la seleccion de la

poblacién y del analisis histopatoldgico.

Tabla 1 Criterios de Inclusion y de Exclusion

Criterios de Inclusion

Criterios de Exclusion

Individuos Pertenecientes a las

Poblaciones de Sant Isla, Nueva

Providencia, Indillama

Otras Poblaciones Aledafias

Edad no mayor a los 3 meses

Edad Mayor a los 3 Meses

Que la placa histoldgica se encuentre en

buenas condiciones

Placas danfadas, con artefactos, rotas o

alteradas

10 individuos por Poblacion

Un nimero menor o mayor de animales

eutanasiados.
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3.4. Materiales:

Tabla 2 Materiales

Materiales de Laboratorio Materiales de Oficina
Placas Histolégicas (92) Esferografico

Casete de Inclusion Histolégica Mandil

Microscopio OLYPUS CX31 Tiras de Papel Periodico
Aceite de Inmersion Cuaderno de Apuntes
Tiras de Papel Limpiador

Programa Infinitive Analyze

3.5. Metodologia de la Investigacion:

3.5.1. Antecedentes y Levantamiento de la Informacién

El presente trabajo de titulacion es una continuacion del trabajo de titulacion de
la estudiante Gabriela Aguirre Marfetan, quién realizo el estudio
anatomopatoldgico de las glandulas anexas al sistema digestivo en neonatos de
tortugas charapas (Podonecmes unifilis) pertenecientes al Parque Nacional
Yasuni, en colaboracion con WCS- Ecuador, dicho trabajo se encuentra en el
repositorio de la UDLA Quito-Ecuador. Las necropsias para la toma de muestras
fueron iniciadas en el mes de octubre del 2017 y las muestras fueron procesadas

realizando los respectivos cortes y montaje de las placas.

3.5.2. Proceso de Contencion Fisica

Este proceso se lo realiza con el objetivo de sacrificar al animal (Underwood &
Cartner, 2013).
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3.5.3. Técnica de Eutanasia

Se utilizé fenobarbital sédico a una dosis de 60 a 100 mg/kg de peso (Aguirre-
Marfetan, 2018).

El farmaco fue administrado intracelémicamente y posteriormente se realizé un
corte en la médula espinal, segun lo indica el protocolo de eutanasia de reptiles
de la American Veterinary Medical Asociation (Aguirre- Marfetan, 2018).

3.5.4. Aimacenamiento y Conservacion de los Animales.

Tras el proceso de eutanasia, procedieron a la inyeccion de formol al 4% en cada
uno de los individuos para su conservacion, cada animal fue almacenado en
frascos conteniendo formol tamponado al 10%, dichos recipientes fueron
etiquetados, con codigos con los cuales identificaron a cada individuo de la
siguiente manera: Sl para la comunidad Sani Isla, NP para la comunidad Nueva

Providencia, | para la comunidad Indillama (Aguirre-Marfetan, 2018).

Los individuos fueron transportados al Laboratorio de Histopatologia de la UDLA
Quito-Ecuador, en la sede Granados, donde les realizaron la necropsia y se

recolectaron las 4 glandulas anexas al sistema digestivo.

3.5.5: Procesamiento de las Placas de Histologia

Las muestras fueron procesadas realizando cortes finos y precisos en cada uno
de los 6rganos, enviados a los Laboratorios de Histopatologia (LABCYQ) de la

UDLA Quito-Ecuador en la Sede Granados, donde fueron usados para la
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elaboracion de las placas histolégicas segun lo descrito previamente por
Basantes-Taimal, 2019. La tincion fue realizada con hematoxilina y eosina (HE)
segun el protocolo descrito por Montalvo, 2010 y Basantes-Taimal, 2019, como

se detalla a continuacion:
Desparafinacion de los cortes en xilol por un tiempo de 3 min.
Hidratacion de los cortes en bafios decrecientes en alcohol.

Tincion con hematoxilina seguido de un lavado con agua destilada y aplicacion

de eosina.
Deshidratacion en bafios crecientes de Etanol

Diafanizacion con Xilol y finalmente montaje de las placas.

3.5.6. Lectura de las Placas Histologicas

La lectura de las muestras histolégicas fue realizada en el laboratorio de
histologia de la UDLA Quito-Ecuador, Sede Granados, donde se realizé una
descripcion histologica e histopatologica del tejido para determinar si poseia
algun tipo de alteracion. Los patrones de alteracion se basaron en variables
como el patron de distribucién, area o localizacion de la afectacion, grado de
severidad, y tamafio de la lesion, las lesiones fueron clasificadas de acuerdo con

el tipo de alteracién como, degenerativo, circulatorio, proliferativo o inflamatorio.

3.5.5. Observacién microscopica

El andlisis histopatolégico se basé en el siguiente protocolo establecido.

1. Se retirdo la funda de proteccion y posteriormente se encendio el

microscopio.
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La placa histologica se la ubico sobre la platina y se la sujeto por las pinzas

guia (Fig. 5).

. Se coloco el lente objetivo 4x logrando obtener la panoramica de la placa,
para ubicar el area problemay lograr un enfoque correcto, posteriormente
se adecuo y se enfoc6 con el condensador usando lentamente el

macrométrico (Fig. 5).

. Se visualiz6 toda la muestra, con una primera observacion, este proceso

se realiz6é con los demas aumentos siempre de menor a mayor aumento
(Fig. 5).

. Se fijo el sitio de interés y se cambio al objetivo 10x, 40x y 100 X

respectivamente (Fig. 5).

. Se observé y describio el campo visual (zona, tipo de lesion, tamafio de

la lesion), estos pasos se realizan con todos los deméas aumentos (Fig. 6).

. Serealizo las respectivas tomas fotogréaficas en las zonas e interés con el
software Infinitive Analize tomando en consideracion los respectivos

tamafos del objetivo (Fig. 6).

Se limpio las lentes del microscopio dejando en posicién del ocular en 4x,

desenchufado y guardado el equipo y las placas.
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Figura 5. Observacion Microscopica en el Microscopio Olympus CX31 en el
Laboratorio de Ambiental UDLA Quito-Ecuador, Sede Queri, Rosero, 2019.

Figura 6. Toma de Fotos con programa Infinitive Analyze. Rosero, 2019.
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CAPITULO IV: DISENO EXPERIMENTAL

4.1. Descripcion del estudio:

Para la realizacion del disefio experimental del trabajo de titulacion se selecciono
a los individuos de manera aleatoria para formar parte del andlisis, se realizé una
base de datos clasificando estos de manera concisa y ordenada y dada la
naturaleza de este se clasifico a este trabajo de titulacion del tipo descriptivo,

observacional. Transversal y retrospectivo (Chavez, 2016).

Se lo clasificé de esta manera, ya que se describe la frecuencia de presentacién
de las lesiones en los 6rganos, se analizo los cambios morfolégicos de manera
macroscopica mediante la recopilacion de datos obtenidos anteriormente, asi,
como los cambios en la morfologia microscépica de tejidos a nivel celular,
teniendo este estudio como principal objetivo el determinar las caracteristicas
estructurales y morfoldgicas de las unidades intervenidas y/o estudiadas en cada

uno de los 4 6rganos.

Se habla de estudio transversal ya que la investigacién fue realizada en un
momento en un espacio determinado, se profundizo en el analisis histérico de
las muestras para describir si las lesiones macroscoépicas coincidan con las
microscépicas, aunque no se realizd ningun tipo de seguimiento al resto de la
poblacién, ni una continuidad en el eje temporal, pero si se mostraron resultados

sobre el estado sanitario de la poblacion.

El estudio es de tipo observacional, porque se observo y se analizé las muestras
histol6gicas de los érganos anexos al sistema digestivo, mostrando cambios
morfologicos asociados a posibles patologias, o procesos fisiolégicos normales

mediante la observacion microscépica de los mismos.



4.2. Variables

Tabla 3 Tabla de Variables
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Microcirculator

ia

Variable Tipo de | Definicion Indicador Unidad de | item Instrumento
Variable Medida
Lugar de | Cualitativa Poblaciéon  del | Comunidad Nueva Nombre de la | Ubicacién
Procedencia Dependiente Animal Providencia Comunidad Geogréfica
Indillama
Sani Isla
Organo Cualitativa Unidad Histologia Normal # de organos | Microscopio
Independiente | funcional normal vs. | Alterado normales
caracteristica Alteraciones Enfermo # de o6rganos
patolégicas alterados
Lesion Cualitativa Alteracion Infecciosa Leve Tipo de | Microscopio
Independiente | producida en el | Metabdlica Moderado Alteracion
6rgano Proliferativa Grave %

4.3. Diseio experimental

Se inspecciond las placas histolégicas durante los meses de enero de 2019

hasta agosto de 2019, los cuales fueron analizados junto con la historia clinica

de los animales y anteriores trabajos de titulacion, asi, se realiz6 un analisis

estadistico de cudl fue la patologia mas recurrente en las placas por 6rgano y

finalmente se emitié un informe de los resultados obtenidos, en el grafico 1 se

demuestra de manera grafica el proceso realizado.
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* Analisis de los e Comparacion de

¢ Consultas datos anterirores los resultados
Bibliograficas Recopilacién y comparativas Registro obtenidos con
* Analisis Retrospectiva e Levantamiento Felfoiitser | literatura

de la Base de
Datos

Microscopico / *Toma de registro

fotografico

Grafico 1 Esquema del Disefio Experimental

4.4. Andlisis estadistico

Por tratarse de un estudio descriptivo y dado que la poblacibn muestral es
relativamente pequefia (30 individuos), no se aplicd una prueba estadistica como
tal y solo se interpretd y tabul6 los resultados obtenidos, que fueron respaldados
con fuentes bibliogréficas, asesoria técnica y de los conocimientos que fueron

adquiridos, para obtener resultados concisos y coherentes.
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CAPITULO V: RESULTADOS

En el presente trabajo de titulacion se realizdé una observacion microscopica de
higado, vesicula biliar, pancreas y bazo pertenecientes a 30 individuos de tres
comunidades de Tortugas Charapas (Podonecmis unifilis) para hacer una
evaluacion histopatoldgico de las mismas y encontrar alteraciones o hallazgos
que pueden o no estar relacionadas con posibles patologias, se analiz6 un total
de 92 placas, mostrando alteraciones sutiles en higado (congestion, fibrosis) y

pancreas (congestion) (Luz & Stringhini, 2003).

5.1. Evaluacién Microscopica de Higado

El higado siendo la glandula mas voluminosa y grande del organismo,
anatOmicamente en los mamiferos estd bajo el diafragma, en tortugas su
ubicacién anatomica es diferente, este esta ubicado o adherido al borde superior
del estbmago cercano al cardias, dado que, en la estructura anatdbmica normal
de las tortugas, no poseen diafragma y por ende poseen cavidad celémica (Luz
& Stringhini, 2003). Se describe que el higado de los reptiles, posee una
organizacion estructural menos ordenada en la distribucion de los lobulillos
hepaticos, en algunas especies como en las tortugas se puede distinguir el
lobulillo clasico en forma hexagonal, las areas portales contienen a las ramas de
la vena porta, conductos biliares y de tejido conectivo interlobulillar,
caracteristicas que fueron observadas en las placas de higado analizadas en el
presente estudio, corroborando el buen estado de las estructuras hepéaticas (Luz
& Stringhini, 2003).

El analisis microscopico de los higados determind la presencia de congestion,
areas de fibrosis y lipidosis. Mostrando los siguientes resultados: 16 individuos
(36%) presentan zonas de congestion multifocal moderada; 7 individuos (15%)

presentaron areas de fibrosis focalizada de leve a moderada; 8 individuos (18%)
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presentaron areas de lipidosis o0 esteatosis moderada, y 14 individuos no
presentaron hallazgos relevantes o presentaron hallazgos menores (31%). Se
realizd6 un esquema porcentual de los hallazgos en el total de la poblacion
(Grafico 2).

Hallazgos Histopatolégicos Relevantes en
el Higado en los 30 individuos

H Congestion

M Fibrosis
Lipidosis Hépatica
Sin Hallazgos Relevantes

18%
]

Gréfico 2. Hallazgos histopatolégicos en el higado de toda la poblacién

analizada.

5.1.1. Congestidén Hepética

Se determin la presencia de zonas multifocales moderadas de congestion en la
zona de los conductos lobulillares y triadas portales, en los individuos SI04, SI06,
S107, SI108, SI09, SI10 de la comunidad Sani Isla correspondientes a 6 individuos
de los 10 analizados (20%), en la poblacién Nueva Providencia se destaco el
patrén descrito arriba en los individuos NP0O1, NP02, NP0O3, NP04, NP06, NP08
y NP0O9 dando un total de 7 individuos de los 10 analizados (23%) vy en la
comunidad de Indillama fueron 3 individuos (107, 109 e 1010) de los 10 (10%)
individuos con patron congestivo, afectando mayormente las zonas

correspondientes en la triada portal lo que sugiere un hallazgo de tipo micro
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circulatorio. 14 individuos (47%) no presentaron hallazgos relevantes o
correspondientes a patron congestivo. La poblacién Nueva Providencia fue la

que cont6 con mayor numero de individuos (Grafico 3).

Animales con presencia de hallados microcopicos compatibles con
congestion hepatica

M Sani Isla
¥ Nueva Providencia
(1]

Indillama

Sanos

Grafico 3. Hallazgos microscopicos de congestion hepatica en tortugas

Charapas analizadas en el presente estudio.

Las principales areas hepaticas afectadas con congestion en los 16 animales
fueron, la triada portal, el lobulillo hepatico, zona centro lobulillar y region de los
capilares sinusoidales, siendo la zona correspondiente a las Triadas Portales
(29%) la més afectada, seguido de una congestion multifocal a difusa en todo el
lobulillo (25%), congestién focal leve en la zona centrolobulillar (24%) vy

congestion multifocal en los capilares sinusoidales (22%) (Grafico 4).
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Zonas Hépaticas que presentaron
hallazgos sugerentes a congestion

H Lobulillo
M Triadas Portales
H Vena Centrolobulillar

Capilares Sinusoidales

Grafico 4. Zonas Hepaticas que presentaron hallazgos microscopicos de

congestion.

El andlisis microscopico de las placas histologicas de higado determino la
presencia de hematies nucleados entre las trabéculas hepaticas, sinusoides
hepaticas (Fig. 7), asi como dentro de la vena centrolobulillar (Fig. 8) y rama de

la vena porta (Fig. 9).
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Figura 7. Higado, Microfotografia que muestra la presencia de hematies
nucleados mostrando congestién hepatica en el lobulillo hepéatico de manera
generalizada NP08 40X, HE (Rosero, 2019).

Figura 8. Higado, Microfotografia que muestra areas de congestion en zona
centrolobulillar NPO5 40X, HE (Rosero, 2019).
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Figura 9. Higado, Microfotografia que muestra areas de congestion en la vena

porta y micro vesiculas sugerentes a lipidosis SI06 40X, HE (Rosero, 2019).

5.1.2. Fibrosis

Se destaco que en los individuos NP0O6, NP08, 101, 107, S102, SI06 presentaron
un engrosamiento anormal correspondiente a la triada portal con presencia de

fibroblastos y de tejido de granulacién (Fig. 10 y Fig. 11).

Las areas de fibrosis focalizadas representan el 20% (6 individuos) del total de
la poblacién y 24 animales (80%) no presentaron hallazgos sugerentes a fibrosis,

siendo el hallazgo de menor relevancia en el estudio (Gréfico 5).
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Presencia de Focos de Fibrosis hepatica en la Poblacién
Estudiada

M Sani Isla
® Nueva Providencia
® Indillama

1= Sin Fibrosis Relevante

Gréfico 5. Porcentaje Poblacional de Animales que presentaron areas de fibrosis

en el tejido hepatico.

Figura 10. Higado, Microfotografia, muestra un area focalizada de fibrosis en la
vena porta, NP06 40X, HE (Rosero, 2019).
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Figura 11. Higado, Microfotografia, muestra un area focaliza de fibrosis en la
capsula, NP06 40X, HE (Rosero, 2019).

5.1.3. Lipidosis Hepatica

La observaciéon microscopica de las placas de higado demostré que un individuo
de la comunidad Nueva Providencia y varios individuos de la comunidad Sani
Isla presentaron hallazgos que sugieren un proceso de lipidosis hepatica por la
presencia de micro vesiculas en el parénquima hepético (Fig. 12, 13y 14), en la
comunidad Indillama no se observaron estas alteraciones o fueron irrelevantes
en la observacion, los animales que presentaron lipidosis hepatica fueron 8
individuos (NP02, S102, SI04, SI05, SI06, SI07, SI08 y SI09) que representan el
27% de la poblacién total (Grafico. 6).
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Presencia de Lipidosis Hepatica en la Poblacién de
Tortugas Charapas

M Sani Isla

H Nueva Providencia

H Indillama

Sin Liposis

Grafico 6. Grafica que representa la presencia de lipidosis en la poblacion total

de tortugas Charapas.

Figura 12. Higado, Microfotografia, presencia de micro y macro vesiculas en el
parénquima hepatico, con zonas de congestion generalizada en capilares
sinusoidales, SI07 40X, HE (Rosero, 2019).
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Figura 13. Higado, Microfotografia, presencia de micro y macro vesiculas en el
parénquima hepético, ademas de presencia de congestion multifocal, SI07 40X,
HE (Rosero, 2019).
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Figura 14. Higado, Microfotografia, presencia de micro y macro vesiculas en el
parénquima hepético, ademas de presencia de congestion multifocal, SI07 40X,
HE (Rosero, 2019).

5.2. Evaluaciéon Microscopica de Pancreas

En el analisis histopatoldgico del pancreas se visualizé zonas de congestion focal
leve en el tejido pancreético principalmente en la zona acinar (Fig. 15) en los
individuos pertenecientes a la poblacion de Nueva Providencia con un total de 3
individuos (NP04, NP08 y NP10) estos representan solo el 10% de la poblacién,
el resto de individuos no presentaron congestién en este érgano, las poblaciones

de Sani Isla e Indillama no presentaron congestion pancreatica (Gréfico 7).
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Animales con Congestion Pancredtica en la Poblacién de
tortugas Charapas analizadas

M Sani Isla
® Nueva Providencia

® Indillama

Sin Congestidn
(1)

Gréfico 7. Tortugas Charapas que presentaron Congestion Pancreatica.

Figura 15. Pancreas, Microfotografia, se observa la presencia de hematies en la
zona acinar o exocrina del pancreas develando una congestion leve focal, NPO8
40X, HE (Rosero, 2019).
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5.3. Evaluacién Microscopica de Bazo

El andlisis microscopico del bazo mostré la presencia de un engrosamiento
fibrético de la zona capsular donde 7 de los 30 individuos presentaron dicho
hallazgo siendo la comunidad Indillama la que mayor cantidad de individuos
presentaron un engrosamiento de leve a moderado del tejido de la capsula
esplénica en 4 (104, 105, 107 e 110) de los 7 individuos representado el 13.33%
de la poblacion global, en la comunidad nueva providencia se observo esta
alteracién en solo 1 individuo (NP06) (3.33%) de la poblacién total y en Sani Isla
solo se encontraron a 2 individuos con esta lesion (SI06 Y SI07) representado
el 7% de la poblacion total, en el resto de los individuos (77%) la estructura
esplénica se encontré normal (Gréfico 8). Microscopicamente, se observo un
engrosamiento de la capsula del 6rgano y acumulacion de hematies nucleados
entre el parénquima del bazo, denotando facilmente la pulpa roja y la pulpa
blanca (Fig. 17).

PRESENCIA DE HIPERTROFIA CAPSULAR ESPLENICA

W Sanilsla  mNueva Providencia Indillama Sin H. Capsular

Grafico 8. Grafica de la aparicion de Hipertrofia capsular del bazo en la poblacion.
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Figura 16. Bazo, Microfotografia, se observa un engrosamiento notorio de la
capsula, ademéas se denota un incremento de la pulpa roja aludiendo a

congestion esplénica, 110 40X, HE (Rosero, 2019).

5.4. Evaluacién Microscépica de Vesicula Biliar

El analisis microscépico de las placas de vesicula biliar mostré en 3 individuos
de la poblacién total la presencia de un liquido rosaceo (edema) en el espacio

intersticial de la vesicula biliar (Fig. 17).

Indillama presento a 2 individuos (I05 e 107) representado el 6.67% de los
animales analizados con dicha alteracién, mientras que en la comunidad Nueva
Providencia presentd un solo individuo NPO4 con edema en la vesicula biliar
representado el 3.33% de los animales analizados, el 90% del resto de ellos

animales (27) no presentaron este hallazgo (Grafico 9).
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Edema en Vesicula Biliar

6

y |/ /N

= Sani Isla
= Nueva Providencia
= Indillama

= Sin Edema

90%

Gréfico 9. Grafica de la presencia de Edema en Vesicula Biliar en la Poblacién

de tortugas Charapas analizadas.

Figura 17. Vesicula Biliar, Microfotografia, se observa la presencia de un liquido
rosaceo (edema) focal, leve en la zona intersticial de la vesicula biliar, 105 40X,
HE (Rosero, 2019).
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El presente estudio ha demostrado que el higado, vesicula biliar, pancreas y
bazo analizados microscopicamente muestran hallazgos patolégicos que estan
relacionados con procesos fisiologicos derivados de la eutanasia y que no
estarian relacionados con procesos infecciosos o inflamatorios que causen una
enfermedad a los animales, concluyendo que los érganos analizados de las

tortugas charapas Se muestran aparentemente sanos.
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CAPITULO VI: DISCUSION

La congestion hepética suele deberse a dafios en el parénquima lo que causa la
rotura de vasos sanguineos y este puede llegar a acumularse en algunas
cavidades, espacios tisulares como en este caso los lobulillos hepéticos y triadas
portales (Orfanidis, 2018). No se reconoce a la congestion hepéatica como un
cambio postmortem normal y se puede destacar que los animales afectados con
esta alteracidén presentan cuadros de parasitismo o pueden estar infectados por
algun agente infeccioso ya sea virus 0 bacterias, o0 presentar este proceso
congestivo debido a agentes tdxicos o farmacologicos, acciones fisicas y
iatrogénicos en el uso de la aguja de eutanasia durante este procedimiento
(Orfanidis, 2018) .Los hallazgos microscopicos en las placas de higado de las
tortugas charapas analizadas mostraron la presencia de congestion en las
trabéculas hepaticas, en los sinusoides, vena centrolobulillar y portal. Estas
alteraciones presentes en los animales podrian explicarse como consecuencia
del uso de pentobarbital, un anestésico depresor del sistema nervioso central,
gue a pesar de no presentar registros de que el farmaco provoque alteraciones
relacionadas con hemorragias internas, al ser usado como medio de eutanasia,
suele provocar paro cardiorrespiratorio por la depresion del sistema nervioso
central, que produce congestién pasiva en los érganos. Sin embargo, esta
alteracion también podria haber sido provocada por la ruptura de un vaso
sanguineo al introducir la aguja via intracelémica, en la aplicacién del anestésico
provocando una hemorragia interna (Gallardo, Paredes, & Pérez, 2003; Learly,
Underwood & Cartner, 2013).

La fibrosis observada podria estar condicionada al agente etiolégico, del cual
va a depender en que zona del higado se va a depositar el tejido y ademas se
destaca la aparicién o la activacion de células de defensas propias del higado
(Tacke & Trautwein, 2015).
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El proceso fibrético podria estar condicionado por un agente etiologico, del cual
va a depender en que zona del higado se va a depositar el tejido y ademas se
destaca la aparicion o la activacion de células de defensas propias del higado
donde se presenta este tejido de granulacion (Tacke & Trautwein, 2015). Fue
mostrado aqui que las zonas que presentaron fibrosis fueron los espacios porta
en el conductillo biliar, pero estas areas no mostraron presencia de otros
componentes basicos que acompafan a una infeccién causada por un agente
infeccioso, como la presencia de infiltrado inflamatorio o presencia de dafio
celular, descartando esta posible causa, sim embargo se deberia continuar
realizando estudios orientados a la deteccion de agentes infecciosos, sea con el
uso de inmunohistoquimica asi como con la aplicacién de técnicas moleculares,
para asociarlos a la presentacion de esta condicion, sin embargo en ningdn de
las muestras de los tejidos no se evidencio la presencia de infiltrados celulares

o dafios masivos celulares de manera grave.

Se descarta la hipotesis de que los animales analizados hayan sido intoxicados
debido a que en esa condicién se observaria un cambio en la morfologia de los
hepatocitos, y para hablar de una hepatoxicidad por farmacos, hepatitis virales o
hepatitis autoinmune, los hepatocitos deberian presentar un proceso de necrosis
(Tacke & Trautwein, 2015), caracteristicas que no fueron observadas en los

higados analizados.

Un proceso inflamatorio cronico suele ser un estimulo para que se instaure una
fibrosis, el cual se podria relacionar enfermedades hepéticas virales o a una
enfermedad autoinmune, sin embargo, en los higados analizados no se
observaron células inflamatorias como macréfagos que sugieran que se trata de
un proceso croénico, en el andlisis histolégico se descarto la presencia de células
infamatorias circundantes, por lo cual se descarto un posible proceso infeccioso

o parasitario. (Lurie, Webb, Cytter-Kuint , Shteingart & Lederkremer, 2017).
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Otro de los factores que justificaria la aparicion de fibrosis en algunos individuos
es que estos también estan pasando por un proceso de lipidosis, por el acimulo
de grasa en los hepatocitos que causan muerte celular y su sustitucion por tejido
de granulacion (Lurie et al., 2017), condicion que fue observada en el higado de
varios individuos analizados en la presente investigacion y que podrian explicar
la proliferacion de tejido conjuntivo en las zonas hepéaticas afectadas. Varios
estudios han propuesto que la fibrosis posee un principal mecanismo que es el
proceso inflamatorio crénico que va provocando progresivamente la muerte de
los hepatocitos y estos son reemplazados por tejido de granulacion o de

cicatrizacion secundarias (Tacke & Trautwein, 2015),

En el caso de enfermedades que afecten a los conductos biliares o a un posible
proceso obstructivo, que desencadene fibrosis de manera progresiva estos
estarian acompafiados de lesiones, que estrecharian la luz del conducto biliar,
y en el analisis realizado no se observé aumento de tejido o de las células que
recubren al conducto biliar, por lo que se descartaria un proceso obstructivo, sin
embargo se deberia realizar mas estudios enfocados en pruebas de estructura
como histoquimicas para mostrar la integridad celular y de funcionalidad

hepatica en los animales vivos (Lurie, et al., 2017).

Entre los hallazgos encontrados principalmente en los individuos de la
comunidad Sani Isla, se visualizé la hipertrofia de algunos hepatocitos que
contenian pequefias vacuolas, relacionadas con esteatosis micro vesicular
(Lipidosis hepatica), caracterizada por la aparicion de pequefias vacuolas de
grasa intracitoplasmatica o también denominadas liposomas que se depositan y
acumulan en la célula. La esteatosis muestra a los lipidos en el interior de los
liposomas adheridos a la membrana de las células parenquimatosas dandole la
tonalidad ictérica (amarilla), causando el agrandamiento de los Organos y
dandoles una tonalidad amarillenta (Tacke & Trautwein, 2015), esta condicion,
de la presencia de esteatosis o higado graso esta relacionada al analisis

macroscopico efectuado en el anterior trabajo de titulaciéon, donde los higados
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analizados presentaban esta anomalia (Aguirre, 2018), corroborando esta

alteracion.

Segun Divers & Cooper, se describe a la lipidosis hepéatica como una condicién
clinica que ha sido cominmente diagnosticada en tortugas, ya que es mas una
condicion metabolica mas que una verdadera enfermedad, los animales que han
sido sometidos a dietas con demasiado contenido grasa han demostrado poseer
caracteristicas relacionadas con el higado graso (Maccolini, 2010). Otras de las
causas relacionadas con lipidosis hepatica es la ausencia de ejercicio, por
trastornos fisiol6gicos y por episodios de hipoxia crénica o de estrés, lo que
estaria relacionado directamente con el manejo con el cual recibieron los

animales al momento de ser eutanasiados o su almacenamiento.

La presencia de esteatosis en los higados analizados podria deberse a que las
tortugas son alimentadas con una dieta rica en carbohidratos y existe un
desbalance su alimentacion provocando la aparicion de higado graso, que a su
vez provoca dafio celular, desencadena su muerte y posterior necrosis, donde
se producira un posterior reemplazo por tejido de granulacion o tejido fibrético
disminuyendo la funcionalidad y capacidad del higado para cumplir sus
funciones (Lurie et al., 2017). Sin embargo, en la historia clinica de los animales
no se encontr6 datos que indiqguen que los animales presentaban signos

aparentes de enfermedad hepatica, como la presencia de ascitis.

Otro aspecto para recalcar es que los animales eutanasiados no presentaron
flacidez, ni debilidad, ni malas condiciones corporales, en la historia clinica no se
determind que los animales hayan regurgitado, ni que hayan pasado por

episodios diarreicos.
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Por este motivo es que se determina que los animales pasaron por un curso
agudo de la patologia, es decir que acaba de comenzar y es por ello por lo que

los neonatos se encuentran en buenas condiciones corporales.

La vesicula biliar es continua o no con el higado, en tortugas esta inmersa en el
I6bulo hepatico derecho y revestida por un epitelio simple cilindrico o seudo
estratificado. Los hallazgos encontrados en la vesicula biliar en la presente
investigacion, son descritos como normales, ya que uno de los cambios
postmortem en la vesicula se caracteriza por la presencia de liquido en el
espacio intersticial de la vesicula de animales en ayuno y al no existir ingesta de
alimentos esta no puede vaciarse, y los animales no presentan edema, la
ausencia de este se debe a que los animales han ingerido alimentos previo el

sacrificio (Mendieta et.al, 2006).

Se ha descrito que las areas de congestion en el pancreas tiene relacion a un
curso inicial de pancreatitis aguda que es un proceso inflamatorio que suele
transformarse en un cuadro grave, que pone en riesgo la vida del animal, la
misma que puede tener origen infeccioso o no infeccioso, este Ultimo es causado
por la activacidon intersticial y auto digestion del pancreas y de los tejidos
circundantes de enzimas que alteren la barrera de proteccion celular y de las
enteroquinasas que suele actuar producido activacion de las enzimas
proteoliticas, lo que provoca auto digestion celular y suele provocar un edema
generalizado, si la causa persiste se producen zonas necréticas por coagulacion

y zonas hemorragicas (Pan & Wright, 2017).

Lesiones congestivas 0 hemorragicas en el parénquima del pancreas fueron
reportadas en el analisis macroscopico previo del érgano (Aguirre, 2018), de la
misma manera, lesiones microscoépicas fueron evidenciadas en el presente
estudio donde se analizd0 y se observd zonas de congestion vascular con

disposicion multifocal pero no generalizada en la zona acinar, que se podria
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deducir ocurrieron debido al proceso de eutanasia o a las técnicas de sujecion,
y se descarta como posible causa a un proceso inflamatorio o infeccioso ya que
no se observaron agregados o infiltrados leucocitarios en la zona acinar, ni en
zonas circundantes a esta, por lo que se descartaria un curso de pancreatitis,
pero para comprobarlo seria necesario realizar pruebas complementarias a los
animales vivos como determinacion de lipasa pancreatica, pruebas de

bioguimica sanguinea y pruebas moleculares de deteccion de patdégenos.

El analisis microscopico del bazo mostré areas de congestion, pero al ser un
organo hematopoyético puede considerase como una condiciéon normal, y puede
gue la excesiva congestion de igual forma esté relacionada directamente con el

proceso de eutanasia o a un cambio postmortem (Cerutti, Col & Puga, 2013).
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1. Conclusiones

Se determind la existencia de hallazgos histopatolégicos en las placas
histol6gicas pertenecientes a las glandulas anexas al sistema digestivo, en
cuanto a los hallazgos hepaticos identificados pueden estar relacionados a
cambios fisioldgicos por la técnica de eutanasia, por cambios nutricionales o por
cambios metabdlicos ya que no se encontraron en los hallazgos de las placas la

presencia de material celular asociados con procesos infecciosos o parasitarios.

La presencia de hallazgos como esteatosis, fibrosis y congestién en el higado de
las tortugas analizadas, esta Ultima alteracion podria estar directamente
relacionada como consecuencia de la parada cardiorrespiratoria que se dio al
momento de la eutanasia de los animales al aplicar el pentobarbital, lo que
desencadeno insuficiencia cardiaca congestiva provocando  congestion
hepética, descartando que esta condicién esté relacionada a un agente
infeccioso u otra condicion patoldgica.

Los individuos pertenecientes a la comunidad Sani Isla fueron las que
evidenciaron mayor porcentaje 0 numero de individuos con hallazgos
relacionados a un curso de lipidosis hepéatica o higado graso, dichos hallazgos
mMAas que una patologia como tal, puede estar ligado a que los animales pueden
estar siendo alimentados con dietas ricas en carbohidratos o a un cambio
repentino de horario en las comidas lo que produce un reaccion fisiol6gica en el
organismo de los individuos, este problema podria producir dafio en el higado y
muerte celular de los hepatocitos dandose un proceso fibrotico y necroético de los

mismos, la necrosis destruye el tejido hepatico que es reemplazado
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posteriormente por tejido de granulacion, formando la fibrosis, disminuyendo la
funcionalidad del higado, lo que afectaria a los animales al momento de su

liberacién a la vida silvestre.

Los hallazgos en la vesicula biliar podrian estar relacionados a una distension
es determinado como un cambio fisioldgico normal en los animales ya que esta
se agranda al tener un llenado de liquido, que posteriormente es vaciada cuando
los animales ingieren alimento, el edema en cambio es una caracteristica post

mortem normal y no indica ningun proceso patoldgico.

En el caso del pancreas se determind que las zonas multifocales congestivas en
la estructura acinar y un engrosamiento en la capsula esplénica, dichos hallazgos
no representan ningun tipo de alteracion patolégica o no indica que los animales
estan pasado por un proceso patolégico debido a que no se encontr6 agregados
o infiltrados mononucleares que indiquen que el pancreas este atravesando un
proceso inflamatorio infeccioso, las areas congestivas podrian deberse a una
respuesta fisiolégica normal por el proceso de eutanasia en si, al momento de la

sujecién o al proceso de anestesia en general.

En conclusién los hallazgos encontrados en las placas histolégicas de las
glandulas anexas al sistema digestivo pertenecientes a los individuos de las 3
comunidades de tortugas charapas del Parque Nacional Yasuni, no estan
relacionados con procesos patoldgicos, sino que su aparicién estan relacionados
a procesos fisicos ligados al proceso de eutanasia, como la puncién
intracelémica o los productos quimicos empleados en el proceso, dicho manejo
podria haber influido en las hemorragias internas, mientras que el proceso de
lipidosis podria estar ligada a procesos metabdlicos ligados a la nutricion de los

animales.
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En general los 6rganos (higado, vesicula biliar, pancreas y bazo) de los animales

analizados se muestran aparentemente sanos.
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7.2. Recomendaciones

Se recomienda monitorear constantemente a los animales que se encuentran en
el programa de conservacion y a los que son liberados a fin de garantizar que

estos animales se encuentran en un buen estado de salud.

Se debe continuar realizando estudios y/o examenes en animales vivos en
cautiverio y de vida libre, de distintas edades, principalmente relacionados con
hematologia, bioquimica sanguinea, prueba de electrolitos, entre otros
examenes complementarios que ayudarian a monitorear el estado de salud de

los animales dentro del programa.

Para el caso de la lipidosis es recomendable realizar un control nutricional de los
animales que se encuentran dentro del programa de conservacion,
determinando una mejor dieta para mejorar la salud de las tortugas que puedan

desarrollarse con normalidad en vida silvestre

Es recomendable continuar con el analisis histopatolégico en el resto de los
organos como pulmones, corazon, rifiones y el resto de érganos del sistema
digestivo, es importante recalcar que si se realiza otro proceso de eutanasia para
la extraccion de muestras histologicas, es recomendable usar anestesia inhalada
como el sevofluorano o isoflurano ya que los barbitaricos o el manejo al momento
de inyectar via intraceldmica puede alterar los resultados produciendo

hemorragias internas que podrian enmascarar las patologias.
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