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RESUMEN

La presencia de enfermedades en anfibios en cautiverio es comun, siendo una
de las principales el sindrome de edema. En Ecuador, el Centro de
Investigacion y Conservacion “Balsa de los Sapos” — PUCE, mantiene en
condiciones de cautividad a ranas de la especie Gastrotheca spp. que
presentaron la enfermedad mencionada. El presente estudio fue realizado en
10 individuos entre los que se encontraban la especie Gastrotheca riobambae,
Gastrotheca litonedis y Gastrotheca pseustes, los mismos que fueron donados

por el centro mencionado anteriormente.

El estudio se fundamentd en caracterizar lesiones encontradas en pulmon,
corazon, rifion, piel, bazo, higado y O6rganos reproductores. Para ello se
seleccionaron a los individuos; se realiz6 un examen fisico general valorando
su estado de salud; medicién de temperatura externa e interna del terrario,
medicion de distancia boca — cloaca en milimetros (mm), peso en gramos (g) y
medidas de la circunferencia abdominal (mm). Al finalizar se procedi6 a la

eutanasia, necropsia, lectura y analisis de placas histoldgicas.

Al finalizar, se identificaron alteraciones macroscépicas y microscopicas
presentes en todos los animales muestreados. Correspondientes en su
mayoria a lesiones vasculares, celulares, degenerativas e inflamatorias;
derivandose de procesos cronicos y agudos. Por otro lado, la presencia de
microorganismos como pardsitos, hongos y bacterias, permitié sustentar los

hallazgos encontrados.

La informacion recolectada es importante, puesto que no existen
investigaciones sobre patologia en anfibios en Ecuador, lo cual es un limitante
para el adecuado manejo clinico en anfibios mantenidos en cautiverio. Asi los
resultados, de esta investigacion y sus posibles factores desencadenantes se
convierten en una importante recopilacién anatomopatolégica que podra ser
utilizada o ser un referente en Ecuador, para la elaboracion de protocolos
sanitarios y de manejo de poblaciones de anfibios en cautiverio que estén en

peligro o no de extincion.
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ABSTRACT

The presence of disease in amphibians in captivity is common, one of the main
iIs edema syndrome. This problem has been diagnosed in Gastrotheca spp.
frogs’ species. This study was performed on 10 individuals including the
Gastrotheca riobambae species, Gastrotheca litonedis and Gastrotheca
pseustes the same that were donated by the Center for Research and

Conservation “Balsa de los Sapos”.

The purpose of this study was to characterize lesions found in lung, heart,
kidney, skin, spleen, liver and reproductive organs. A series of processes were
developed including the selection of animals, general physical examination,
assessing their health status, measuring external and internal temperature of
the terrarium, determination of the distance between mouth and cloacae in
millimeter (mm), weight in grams (g), abdominal circumference measurements

(mm), in addition to euthanasia, necropsy and histological plates reading.

At the end of the study macroscopic and microscopic alterations were identify in
all animals corresponding mostly to vascular, cell, degenerative inflammatory
lesions, and development chronic and acute infectious. This is supported by the
findings in some of these organs, which were the presence of parasitic, fungal

and bacterial forms.

The information collected in this study is important, since there are not
investigations on pathology in amphibians in Ecuador. This limits, to appropriate
clinical management in amphibians kept in captivity. This research will become
an important pathological collection of amphibians that can be used as a
reference in Ecuador, for the development of protocols health and population

management amphibians in captivity that are in danger of extinction or not.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La fauna silvestre ecuatoriana se distingue por su gran biodiversidad, que esta
integrada, entre otros, por un numero alto de anfibios, alrededor de 213
especies endémicas, siendo 156 de ellas clasificadas en la categoria de
amenaza (Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2015). La principal causa para
el declive de estas especies es de tipo antropogénico, teniendo algunos
factores como: perdida de habitats, comercio ilegal y contaminantes quimicos
(UICN, 2014). Su importancia en el equilibrio de ecosistemas, hace que su
preservacion sea el principal objetivo en centros de conservacion. No obstante,
un manejo inadecuado o poco eficiente, ocasionaria problemas de salud en los

animales (Poole y Grow, 2009).

En el Ecuador, el centro de conservacion de especies de anfibios, es la Balsa
de los Sapos — PUCE (Pontificia Universidad Catolica del Ecuador) que realiza
cria ex situ. En este centro, fue evidente la manifestacion de animales
enfermos con edema. Una de las especies afectadas por esta enfermedad era

la Gastrotheca spp., la cual se encuentra en peligro de extincion (UICN, 2014).

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar histopatolégicamente los
organos afectados por el sindrome de edema en la especie antes mencionada.
Ademas de haber brindado nuevas herramientas para la educacién e
investigacion en el ambito de medicina de la conservacion. Esta investigacion
forma parte de un proyecto entre la Universidad de las Américas y Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE), titulado “Estudio preliminar de
causas y enfermedades bacterianas, micoticas y parasitarias en Atelopus, sp. y
Gastrotheca riobambae cautivas de la Balsa de los Sapos”. El cual esta incluido
dentro del proyecto del plan estratégico 2015-2019 de la Universidad de Las
Américas, ajustandose al objetivo de asegurar la calidad académica a través de
la generacion de publicaciones cientificas y promocion de participacion
conjunta entre estudiantes y docentes en investigaciones (Universidad de las
Américas, 2015). El desarrollo de este estudio fue posible gracias al apoyo

financiero por parte de la Universidad de las Américas.



Finalmente, este trabajo se alineo con estipulaciones del Plan Nacional del
Buen Vivir 2013 — 2017, que busca nuevas herramientas para la conservacion
y manejo in situ y ex situ de la fauna silvestre (Secretaria Nacional de
Planificacion y Desarrollo [SENPLADES], 2013, p 233- 234).

1.1 Marco referencial

1.1.1 Hipotesis

Los principales hallazgos histopatolégicos del sindrome de edema pueden
corresponder a lesiones cronicas en 6rganos como corazoén, rifién, pulmon,

bazo, piel, érganos reproductores e higado.
1.1.2 Objetivos
Objetivo general

Caracterizar los principales hallazgos histopatolégicos de 6rganos relacionados
con el sindrome de edema en individuos de la especie Gastrotheca spp,

encontrados en cautiverio en la “Balsa de los Sapos” — PUCE.

Objetivos especificos

Describir las condiciones medioambientales y clinicas de los individuos con

sindrome de edema en cautiverio en la “Balsa de los Sapos” — PUCE.

- ldentificar macroscépicamente lesiones en los 6rganos de los individuos

afectados por el sindrome de edema durante la necropsia.

- Caracterizar histopatol6égicamente lesiones primarias y secundarias que se
encuentren directamente relacionadas con el edema en especies

Gastrotheca spp. en cautiverio en la “Balsa de los Sapos” - PUCE.

- Compilar informacion de la lectura y andlisis de placas histologicas
contribuird con nuevas herramientas para la medicina de conservacion de

anfibios.



CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1. Caracteristicas generales de los anuros

El orden Anura son animales vertebrados, ranas y sapos ectodermos
incapaces de termoregular su temperatura interna. Cuya vida se cumple en dos
etapas, de larvas acuéticas (respiracién por branquias) a adultos terrestres
(respiracion por pulmones) (Camargo y Rosa, 2008). Otra caracteristica
anatomica y funcional, es el cambio de larvas acuaticas con cola a anfibios sin
cola y con cuatro patas, siendo que, las traseras son mas largas que las
delanteras (Gentz, 2007).

Una de las cualidades méas notables de los anfibios es la piel de las ranas, que
es mas lisa a diferencia de los sapos. Es decir, que es carente de pelo y esta
conformada por glandulas mucosas (Camargo y Rosa, 2008). Se encuentra
suelta y separada del cuerpo subyacente por sacos linfaticos subcutaneos
(Pessier y Pinkerton, 2003). Su capacidad de alta permeabilidad le permite
cumplir con funciones de defensa, osmorregulacion, absorcion y respiracion.
Haciéndola vulnerable a innumerables agentes externos de tipo fisico, quimico

o infeccioso (Sallés, 2011).

Internamente los anfibios no presentan diafragma que separe los érganos de la
cavidad toracica, y abdominal. Es decir, que se encuentran compartiendo los
organos dentro de una misma cavidad, denominada cavidad celomatica
(Pessier y Pinkerton, 2003).

El sistema cardiovascular en las larvas esta constituido por dos caAmaras, y tres
camaras (dos auriculas y un ventriculo) en la etapa adulta (Camargo y Rosa,
2008).

Los pulmones son 6rganos saculares generalmente simples que no presentan
alveolos en algunas especies y en otras se encuentran acompafados de

cartilago hialino y musculo liso (Wiechmann y Wirsig, 2003, pp. 47-56).

En el sistema digestivo, el estbmago es simple y continua hacia un estrecho

intestino que termina en la cloaca (Estrada y Uribe, 2002, pp.117-118). El



higado posee los bordes redondeados y una coloracién de rojo a marron. El
bazo es una estructura esférica pequefia, que varia en proporcion al tamafio
del animal; la cual se ve localizada en el mesenterio adyacente al estbmago y

duodeno (Pessier y Pinkerton, 2003).

Los rifiones son 6rganos mesonéfricos, constituidos por un corpusculo renal
que aloja un glomérulo de capilares arteriales y alrededor de este, una capsula
de Bowman que se continGia con los segmentos: proximal, intermedio - andlogo
al asa de Henle en mamiferos - y segmento distal. Comunicandose hacia el
conducto mesonéfrico, correspondiente al conducto colector, llamado conducto
de Wolff (Estrada y Uribe, 2002, pp.117-118). La vejiga urinaria es una
estructura presente como una pared delgada ventral al intestino grueso
(Pessier y Pinkerton, 2003).

El aparato reproductor en hembras esta constituido por ovarios, que a menudo
se encuentran pigmentados de negro y pueden ocupar toda la cavidad
celomatica, cuando estan reproductivamente activas. Los oviductos se hallan
caudal a los ovarios. En el macho los testiculos se ubican hacia medial de los
riniones. Y se los observa como dos estructuras de forma ovalada (Pessier y
Pinkerton, 2003).

2.2. Caracteristicas generales del género Gastrotheca spp.

El género Gastrotheca spp. es endémico del Ecuador. Este se distribuye por
todos los Andes del Ecuador. Dentro del género esta la especie Gastrotheca
litonedis de ocurrencia en Cafar, Azuay y Loja (Chasiluisa et al., 2010). La
especie Gastrotheca pseustes se ubica en el norte y al sur del Ecuador
(Pichincha y Loja) (Chasiluisa et al., 2010). La especie Gastrotheca riobambae
se ha reportado entre la provincia de Carchi y Chimborazo. Estas especies
actualmente estan clasificadas segin su estado de conservacion en dos
estatus: peligro de extincion y vulnerable. Para la especie Gastrotheca
riobambae segun la lista roja UICN, que se aplica a un ambito internacional, la

especie esta en peligro de extincion. Y para el Museo Zoolégico de la PUCE,



cuyo ambito es mas preciso por ser ecuatoriano, su estado de conservacion es

vulnerable (Chasiluisa et al., 2010).

2.2.1 Taxonomia del género Gastrotheca spp.

La Gastrotheca spp. es un anfibio que pertenece a la clase Amphibia, el cual
corresponde a la familia Hemiphractidae (UICN, 2014). Como se muestra en la
tabla 1.

Tablal: Taxonomia de Gastrotheca spp.

Taxonomia
Reino Animalia
Phylum Chordata
Clase Amphibia
Orden Anura
Familia Hemiphractidae
Género Gastrotheca

Adaptada de UICN, 2014.

2.2.2. Caracteristicas morfologicas y morfométricas del género Gastrotheca

Spp.

El dimorfismo sexual entre machos y hembras es facilmente distinguible, ya
que el macho posee un saco gutural que le permite croar, y en la hembra es
visible la bolsa marsupial, en donde a diferencia de otros géneros de anfibios,
los huevos se desarrollan en el marsupio. Los mismos que alcanzaran un
estado larvario, que se deposita en el agua para continuar su desarrollo hasta
individuos adultos (Quitozoo, s.f.).

En cuanto a las variaciones de cada especie de Gastrotheca spp., la
diferenciacion entre cada una sera adecuadamente distinguible de acuerdo a

su biometria y coloracion.



La Gastrotheca riobambae tiene una distinguible diferencia de biometria entre
hembras y machos. La longitud Rostro-cloacal promedio del macho es de 43.0
milimetros (mm), y en hembras un promedio de 48.6 mm. En cuanto a la
coloracion, el dorso varia desde marron a varios tipos de verde, con 0 sin
manchas, o incluso rayas de colores diferentes a su dorso (marrén o verde
oliva). El vientre que puede tener tonalidades entre crema o amarillo. Las
tonalidades pueden variar de acuerdo a la provincia en la cual se encuentren,
sin embargo estas caracteristicas las diferencian de las demas especies
(Chasiluisa et al., 2010). (Ver figura 1).

Figura 1: Gastrotheca riobambae.

La Gastrotheca litonedis presenta una longitud rostro cloacal en machos de
53.8 mm y en hembras 58.0 mm de promedio. Su coloracion en el dorso es de
un solo color (verde o marrén), y tiene pocas marcas dorsales color café,
apreciable en ciertos individuos. La ingle, axilas y parte de los muslos son azul
palido, con un vientre gris con color crema (Chasiluisa et al., 2010). (Ver figura
2).



Figura 2: Gastrotheca litonedis.

La Gastrotheca pseustes presenta una longitud promedio en machos de 46.4
mm y en hembras 49.6 mm. La coloracién de esta especie, al igual que la
Gastrotheca riobambae, serd distinta de acuerdo a la localidad en que se
hallen. El dorso es verde 6 marrén; incluso amarillento. Flancos de color gris o
bronce, con una pequefa tonalidad verde azulada (Chasiluisa et al., 2010).
(Ver figura 3).

Figura 3: Gastrotheca pseustes.




2.3. Anfibios en cautiverio

La contaminacion ambiental y la fragmentacién de hébitats han llevado a la
disminucién de especies de anfibios, poniéndolos en peligro de extincion. Es
por ello, que los centros de conservacion son importantes para mantener a la
poblacion de anfibios. La ventaja de mantener estas especies ex situ es que los
requerimientos de espacio y recursos son minimos a comparacion de otras
especies de animales. Aunque, el mantenimiento de estos especimenes exige
un manejo especifico para que los programas de crianza tengan éxito (Poole y
Grow, 2009).

2.3.1. Manejo

Las especies de anfibios mantenidas en cautividad deben tener condiciones
adecuadas de supervivencia; y es importante que sean monitoreados durante
sus primeros dias de permanencia en los centros de crianza ex situ. Por lo
cual, es indispensable su permanencia en areas de cuarentena por el lapso de
al menos 90 dias. Durante la estancia de estos especimenes, es vital el
establecer protocolos de medicina preventiva, comprendiendo examenes
clinicos periédicos, valoracion del peso, tamafio, comportamiento, apariencia
fisica, y toma de muestras para examenes hematoldgicos, bioquimica,
coproparasitarios, histopatologia o cultivos. Este tipo de exdmenes rutinarios
son de gran ayuda para revelar el estado de salud de los individuos (Angulo,
Rueda, Rodriguez y La Marca, 2006).

Dentro de las condiciones de cautividad se deben tomar en cuenta los

siguientes aspectos:

- Desinfeccion, cambio y disposicion de agua

La desinfeccion de terrarios se realiza con cloro al 5% con una duracion de 10-
15 minutos, y luego se debera enjuagar varias veces antes de su uso (Angulo,

Rueda, Rodriguez y La Marca, 2006).



El agua provista para los terrarios de los anfibios debe mantener una calidad
Optima que requiere filtracion del 10% cada semana, o del 20% cada 15 dias.
Manteniendo en cuenta que la temperatura, pH, dureza y turbidez del agua
deberan ser similares al estado silvestre y no deberan contener cloro u otros

quimicos (Angulo, Rueda, Rodriguez y La Marca, 2006).

El agua utilizada para terrarios debera ser mejorada y normalmente es tratada
por medio de osmosis reversa (OR) o filtros de carbon. El sistema de osmosis
reversa usa una membrana que retiene sales. El producto de la OR sera agua
libre de solutos. Es decir, que su alta pureza (poca cantidad de solutos)
provocara en los animales una respuesta fisiologica del gradiente de
concentracion. Para asi alcanzar el equilibrio osmético; en donde, el agua
relativamente pura que rodea al animal se movilizara hacia sus tejidos que
tienen mayor cantidad de solutos. Lo cual, con el tiempo si no es corregido,
ocasionara animales con edema y como consecuente, la manifestacion de
enfermedades sistémicas exclusivamente de rifion. Por ende, para compensar
la pureza del agua se debera afiadir sales que creen una solucidn isoténica
(Poole y Grow, 2009).

En cuanto a la temperatura, esta debe alcanzar una temperatura similar a la
ambiental, antes de ser usada para los animales. Y se puede lograr mediante

un calentador sumergible (Poole y Grow, 2009).

- Temperatura del aire

Es fundamental la temperatura ambiental para la supervivencia de los anfibios,
puesto que ello determinaria en parte su comportamiento: hibernacion o
asoleamiento, y afectar su eficiencia reproductiva. Se debe considerar el micro
habitat natural de cada especie, ya que la temperatura cambiara dependiendo
de las zonas geogréficas en que se encuentren en vida libre. En ranas de clima
templado y tropical en las montafias, deben tener una temperatura de 18 a 24
grados centigrados (°C). Y especies de clima tropical en temperaturas de 24 a
30°C (Poole y Grow, 2009).
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- lluminacién

Los requerimientos de luz ultravioleta son importantes para procesos como el
metabolismo del calcio, comportamiento y reproduccion. A partir de esta
iluminacion, podran sintetizar vitamina D3 necesaria para la absorcion del Ca 'y

crecimiento y fortalecimiento de los huesos (Poole y Grow, 2009).
- Alimentacion

Una dieta adecuada para los anfibios en cautiverio debe ser lo mas similar a su
vida en estado silvestre, es decir, que debe ser en base a insectos; teniendo en
cuenta los porcentajes de nutrientes para cada etapa de su desarrollo a su
adultez. Un desbalance nutricional puede ser determinante para la aparicion de
varias enfermedades (Poole y Grow, 2009). La deficiencia o el exceso se
reflejan en la afeccidén de varias funciones del cuerpo como la piel, la vision, el
olfato, metabolismo y funcion inmunitaria. Dentro de los principales
componentes que debe regirse en la dieta de un anuro son: proteina, grasas,
carbohidratos, vitaminas y minerales (calcio, vitamina D3). Las principales
enfermedades de ocurrencia por una deficiencia o un exceso de alimentacion
son: la enfermedad metabdlica 6sea, hipovitaminosis D, A, E; hipervitaminosis
A, E; lipidosis corneal con la presentacion clinica de: pérdida de peso, letargia,
paralisis, obesidad, tetania, edema, fracturas, problemas reproductivos,
anemia, entre otros. Problemas que muchas veces repercuten en otros
sistemas para la presentacion de enfermedades secundarias a las

mencionadas anteriormente (McWilliams, 2008).

2.4. Fisiologia

2.4.1. Funcién renal

En los anfibios el rango de filtracion glomerular es alto. En casos de
deshidratacion o restriccion de agua, la tasa de filtracion glomerular se reducira
rapidamente, y los animales terminaran perdiendo orina. Estos animales no

pueden concentrar la orina y reabsorber activamente una larga porcion de
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solutos filtrados como el sodio (Na*) proveniente de los tibulos renales y la
vejiga (Pessier, 2009).

2.4.2. Desechos nitrogenados

La mayoria de anfibios produce amonio o urea como principal producto de
desecho primario. No obstante, los anfibios terrestres solo excretaran urea, el

cual es menos toxico que el amonio (Wright y Whitaker, 2001, p. 23, 31).

2.4.3. Absorcioén del agua y almacenamiento

La principal fuente de agua de los anfibios es la absorcion de agua a través de
la piel; mecanismo que solamente basta con el apoyar la region ventral del
cuerpo contra sustratos humedos. Para esta funcion, existe una zona
especializada en una mayor y rapida captaciéon de agua; localizada en la piel
ventral del abdomen que avanza hacia la region pélvica, denominada “parche

pélvico o parche de asiento” (Hill, Wyse y Anderson, 2006, p. 844).

Un importante sitio de almacenamiento de agua es la vejiga urinaria, la cual
provee una reserva usada para el mantenimiento hidroelectrolitico cuando hay
restriccion de agua en el medio (Pessier, 2009). Los anfibios terrestres pueden
reabsorber solutos como urea provenientes de este 6rgano. En restriccion de
agua sus paredes se tornaran permeables al agua. Cuando la orina se
encuentra hipoosmotica en relacion con el plasma, por osmosis el agua

atravesara la vejiga hacia el exterior (Hill, Wyse y Anderson, 2006, p.844).

Todo el mecanismo de absorcion y almacenamiento de agua en la piel es
regulada por la hormona neurohipofisiaria arginina vasotocina (AVT), analoga a
la hormona antidiurética. Como principales respuestas ante la presencia de
deshidratacion la accion de la AVT seran: el incrementar la permeabilidad
osmoética de la piel y la vejiga para el agua, aumentar la absorcion de la Urea

desde la vejiga y dejar de producir orina (Pessier, 2009).
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2.4.4. Absorcién de electrolitos

Tanto el sodio como el cloro son activamente transportados a través de la piel
por medio de pequefios compartimientos, limitados por membranas en las
células epiteliales de la célula. Estos posteriormente son transportados y

absorbidos por los tubulos renales y la vejiga urinaria (Pessier, 2009).

2.5. Sindrome de edema

Es una enfermedad que hace referencia al liquido a-celular de bajo contenido
proteico en el espacio celémico y subcutaneo (Aguilar, Divers y Perpifian, 2010,
p.61).

2.5.1. Etiologia

Esta patologia es poco comun en especies de anfibios que se encuentran en
vida libre, siendo mas frecuente en animales de cautiverio. Dentro de las
causas principales se menciona las condiciones de sobrecarga de agua, a
veces no filtrada o muy diluida (con poca cantidad de solutos); que con el
tiempo y si no se corrige ocasionaria un desbalance osmatico. Este problema
se lo caracteriza como una de las principales causas de manejo para la
aparicion de la enfermedad. Otras causas son la dermatitis, enfermedad renal,
hepatopatias, iridovirus, neoplasias, parasitosis, hipocalcemia, entre otras.
(Aguilar, Divers y Perpifian, 2010, p.61). También se ha descrito la exposicion a
toxinas, micosis, falla de los corazones linfaticos, (asociado a bajos niveles de
calcio), retencion de huevos e infecciones bacterianas (Vannevel, 2006). A
continuacion se discuten algunas enfermedades o condiciones patologicas que

pueden estar relacionados con este evento en anfibios.

Enfermedad de la piel

Ciertos microorganismos pueden causar una pérdida de la funcionalidad de la

piel como reduccion de la osmolaridad plasmatica en casos de chytridiomicosis
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que a nivel de tejido produce una hiperplasia e hiperqueratosis epidermal
(Pessier, 2009).

En infecciones bacterianas las principales causas son traumatismos, pobre
higiene del terrario y pobre calidad del agua. Siendo el microorganismo mas
comun la micobacteria, ocasionando a nivel superficial la aparicion de

nodulaciones en la piel (Pessier, 2009).

En problemas virales como en el ranavirus, las células endoteliales resultan
afectadas, pudiendo reconocer pérdida de integridad de la pared de los vasos
sanguineos, con la manifestacion clinica de edema en algunos tejidos y

ademas presencia de hemorragia (Pessier, 2009).

Las parasitosis también son otro problema para la integridad de la piel. Dentro
de las manifestaciones presentes estan: eritema, letargia y despigmentacion de
la piel. Histoldgicamente los parasitos adultos son apreciables en la epidermis,
en donde se nota una especie de agujeros (Densmore y Green, 2007).

Enfermedad nutricional o por toxicidad

La exposicion de metales pesados como zinc o cobre pueden inducir a una
degeneracion y necrosis tubular renal. Asi también una alta cantidad de amonio

pueden afectar al balance electrolitico (Pessier, 2009).

Los desérdenes nutricionales a menudo se ven presentes en desérdenes del
tracto urinario o balance de fluidos. La deficiencia de Calcio o hipovitaminosis
A, se puede asociar a la presencia de edema de los sacos linfaticos, como

consecuencia de falla de los corazones linfaticos (Pessier, 2009).

Enfermedad renal

Cuando hay presencia de enfermedad renal crénica, la ascitis 0 anasarca

presente en los animales es indicativo de glomerulonefritis (Vannevel, 2006).

Dentro de los cambios histopatoldgicos estad: acumulacion citoplasmatica,
infiltrado inflamatorio, atrofia y regeneracion tubular, entre otros (Pessier,
2009).
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2.5.2. Manifestaciones clinicas

Dentro de los signos clinicos apreciables se puede identificar el acimulo de
agua a nivel subcutdneo y en celoma conocido como hidroceloma. Esto
provoca que haya un aumento de peso, haciendo que este se dupliqgue o

triplique (Aguilar, Divers y Perpifian, 2010, p.61).
2.5.3. Diagndstico ante y post mortem

La identificacion del edema es facil y rapida, ya que a la observacion y
palpacién se nota una zona suave a nivel del abdomen y patas posteriores.
Conjuntamente con la ayuda de una transiluminacién con una lampara o
linterna se podr4 observar una zona de contenido acuoso (Bertelsen y
Crawshaw, 2003). Sin embargo, para un diagnostico definitivo es necesario la
implementacion de examenes complementarios como: analisis de fluido para
recuento celular y medicion de proteinas celulares, bioquimica sanguinea,
cultivo, citologia, hematologia, biopsias de rifiédn e higado, prueba de orina,

necropsia e histopatologia (Sallés, 2011).

Cuando se realiza un diagndéstico postmortem, es de utilidad que tanto la
necropsia como la toma de muestra para histopatologia, sea ordenada, para

una mayor resolucion del problema.

Para la toma de muestras se debe tomar a consideracion los 6rganos mas
importantes como: la piel, corazén, pulmén, higado, rifién, vejiga y corazones
linfaticos caudales, estructuras que se encuentran en zonas lateral y ventral.
No obstante, en la mayoria de casos los corazones linfaticos por ser muy

delicados no se obtienen para muestra diagnostica (Pessier, 2009).
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CAPITULO Ill; METODOLOGIA
3.1. Areade estudio

El proyecto Balsa de los Sapos de la Escuela de Ciencias Biolégicas de la
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE), dio inicio en el afio 2006.
La instalacién cuenta con cuatro &reas para mantener a ranas y sapos en
cautiverio, y ademas una sala destinada para el bioterio de alimentos (Museo
de zoologia QCAZ, 2014). Esta alberga especies de anfibios como Gastrotheca
spp. en estado de cautiverio, distribuidas en la sala A con una temperatura de
22° C y humedad de 50 a 60%. Esta sala tiene una dimension de nueve metros
de largo por seis metros de ancho y dos metros de alto. Dispone de cuatro
columnas de anaqueles que tienen un ancho de 63 cm y 6.3 m de largo en las
cuales se encuentran los terrarios, en donde habitan las diferentes especies de

anfibios (Ver figura 4).

Intentando tener una evaluacion de la condiciones de manejo de los individuos
seleccionados se realizé una inspeccion y descripcion ambiental del terrario.
Para ellos fueron tomadas fotografias del terrario, y toma de temperatura

ambiental interna, externa y humedad relativa del mismo.

Figura 4: Sala A. Balsa de sapos. En la fotografia se observa las diferentes disposiciones
de los terrarios.
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3.2. Animales

La especie Gastrotheca spp. en la Balsa de los Sapos tiene una poblacion total
de 236 animales; de los cuales, la Institucion, cedio diez ejemplares. Este
reducido nimero de animales se debi6 a que son animales en peligro de
amenaza que se encontraban enfermos y estaban seleccionados para

eutanasia.

La primera variable a evaluar fue el ambiente general de cada individuo,
tomando en cuenta la medicion de temperatura interna y externa; porcentaje de
humedad y horas luz. Por otro lado, se consideré la valoracion de parametros
de salud como: peso, estado de conciencia, examen de sistema respiratorio,
digestivo y urinario. Ademas de observacién de signos clinicos que permitan

descartar la presencia de otras enfermedades.

Por otra parte, una valoracién biométrica y de peso fue realizada dentro de la
institucion. Para la toma de peso en gramos (g) se calibro la balanza de marca
BOECO BB I-41® con la ayuda de unos recipientes plasticos, y se coloco al
animal alli directamente; puesto que, al tratarse de animales nerviosos estos
pueden saltar y lastimarse. Después se tomdé medidas del animal desde la
punta de la boca hasta la cloaca con la ayuda de un calibrador Scala®. Durante
este procedimiento se dispuso de una camara de fotos para el registro por

imagenes.

3.3.  Necropsia e histopatologia

3.3.1. Técnica de eutanasia

El método de eutanasia mas apropiado para estos animales, va encaminado a
provocarles el minimo estrés posible. EI método quimico de sacrificio eficaz,
rapido y no invasivo a elecciéon fue la benzocaina (Close et al., 1997). Sin
embargo, este método fue modificado y se utilizé Roxicaina® atomizador tépico
al 10% de 80 g en 83 mililitros (ml) producto elaborado por Ropsohn

Terapeutics Ltda, en Bogotd — Colombia. La dosis fue de 2 a 3 aspersiones,
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gue equivale a 30 a 40 miligramos (mg) las cuales fueron absorbidas por la piel
del animal hasta que se logré un plano de inconsciencia completo que permitio

realizar la necropsia.
3.3.2. Necropsia

Los animales eutanasiados fueron transportados y llevados al laboratorio 131
de la Universidad de las Américas para la correspondiente necropsia. Para su
ejecucion un modelo a seguir fue la metodologia descrita por Cubas, Silva y
Catdo-Dias (2014, pp. 1565-1576) y Pessier y Pinkerton (2003), en la cual se
realiz6 una evaluacién completa de las partes externas como mucosas Yy piel,
una exploracion por palpacion para detectar posibles masas andmalas,
malformaciones o fracturas en las diferentes partes del cuerpo. Posteriormente
se realiz6 una incision en la linea ventral desde la region intermandibular hasta
la cloaca con la ayuda de un escalpelo. Luego se incidié la musculatura; se
identificaron y se evaluaron los oOrganos dentro de la cavidad celomatica,
mediante el uso de un estereoscopio marca KRUSS®. Cuidadosamente se
separaron individualmente los 6rganos, comenzando por el higado, luego por
los pulmones, corazén, sistema digestivo (desde la lengua hasta el intestino
grueso), también junto a ello, se desprendié de la cavidad, rifiones y vejiga. Se
procedié a separar el bazo de los demas érganos, después rifion y testiculos
en caso de ser macho y oviducto con ovarios en hembras, por Gltimo, con
mucho cuidado se desprendi6é la vejiga de los deméas o6rganos. Al final del
procedimiento y siguiendo una guia de necropsia - Practical Gross Necropsy of

Amphibians®- fueron dados los diagndsticos morfolégicos correspondientes.
- Toma de muestras

Se realiz6 una colecta de muestras lo mas completa posible, abarcando
diferentes érganos como corazon, piel, pulmén, higado, bazo, rifién, testiculos,
ovario y oviducto. Cada uno fue diseccionado tomando parametros de
localizacion, forma, tamafio, y coloracion de los mismos. Se retiraron partes del
tejido con alteraciones y sin ellas. Cabe resaltar que el tamafo de estos

animales no super6 los 50,00 mm de largo de distancia entre cabeza y cloaca,
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lo que da una idea del tamafio de los 6rganos y del tamafio de la muestra para
ser analizada, asi ninguna supero los 5 mm de espesor 0 10 mm de area para
una correcta fijacion por el formol.

Las muestras se fijaron con formaldehido bufferado al 10 % y fueron enviados
a un servicio especializado para la preparaciéon de las placas histologicas
correspondientes, el cual tardd el tiempo de 1 semana aproximadamente,

incluyendo los dias de fijacion de las muestras.
3.3.3. Histopatologia

Una vez con las laminas de histopatologia listas, se realiz6 la observacién y
evaluacion de los tejidos colectados, mediante la ayuda de un microscopio de
luz CX21® (Olympus) en los objetivos 4x, 10x y 40x. Cuando fue necesario se
realiz6 observacion con objetivo de inmersidbn 100X. Para la posterior
interpretacion de cada tejido y 6rgano observado, se tuvo la asesoria del
director de la tesis, PhD. Genoy-Puerto. Como complemento fue necesario
disponer de un atlas de histologia en anfibios “Color Atlas of Xenopus laevis
Histology”, puesto que esto facilitd la comparacion y categorizacion entre un
tejido sano y uno enfermo, permitiendo identificar su cronicidad como se
plantea en la hip6tesis de esta investigacion. De esta forma se realiz6 un
diagnéstico  histopatolégico de las principales lesiones observadas.
Microfotografias de las lesiones encontradas fueron realizadas con microscopio
de luz Axio Lab.A1® (Zeiss) y camara AxioCamErc 5s® (Zeiss).

3.4. Método estadistico

Para este estudio se utiliz6 un método estadistico descriptivo, que se manejo
mediante una base de datos en Microsoft Excel®, en donde se recopild la
descripcion anatomopatologica de los especimenes de Gastrotheca spp. que
fueron muestreados. Ademas, la base conto con las variables de peso, tamafio
del animal y condiciones ambientales. Los datos anatomopatoldgicos a nivel
macroscopico y microscopico fueron presentados a nivel de estadistica
descriptiva, y la cronicidad o no de las lesiones permitid establecer una mejor

caracterizacion del sindrome de edema.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de los resultados fue tomado de un grupo de 10 animales. Estos
fueron divididos en tres partes: condiciones medio-ambientales de los terrarios,
biometria (peso, distancia boca-cloacal y circunferencia abdominal), hallazgos

macroscopicos y hallazgos microscopicos.
4.1. Condiciones medioambientales

En la Balsa de los Sapos los animales en cautiverio elegidos para el estudio, se
mantienen bajo condiciones similares a vida libre. La temperatura y la humedad
de la sala oscilaron, de acuerdo a las horas de riego en cada terrario (2 riegos
en la noche y 3 en el dia). Ver tabla 2.

Tabla 2. Resultados del seguimiento de las condiciones medioambientales

Humeda
Especie Sexo Identificacion -Ii_r?tgﬁga(lzgf Ei;gfr?;a(gg? relzgtiva

(%)
Gastrotheca riobambae Hembra 2337 23.00 20.90 47.00
Gastrotheca riobambae  Macho 1995 23.00 21.90 55.00
Gastrotheca riobambae Hembra 1995 (2) 22.50 2191 62.00
Gastrotheca riobambae  Macho 3087 22.70 23.00 64.00
Gastrotheca litonedis ~ Hembra 1133 22.70 22.80 66.00
Gastrotheca litonedis Macho 1478 22.00 21.90 61.00
Gastrotheca pseustes  Hembra 1467 22.00 21.90 61.00
Gastrotheca pseustes Macho 2329 23.00 23.80 60.00
Gastrotheca pseustes Macho 1856 22.30 22.30 65.00
Gastrotheca litonedis Macho 1133(2) 22.70 21.70 57.00

4.2. Biometria

Actualmente la literatura solo describe medidas de la longitud distancia boca a
cloaca, pero no del peso y circunferencia abdominal. Por lo cual, los valores de
estas dos ultimas variables se relaciond con la cronicidad del sindrome de

edema presentes en los animales objeto de este estudio. Es asi que de
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acuerdo a la cantidad de liquido que se observé se pudo dar un promedio

aproximado de la variacion entre una y otra especie.

Por otra parte, la longitud entre boca-cloaca también difiere entre uno y otro
individuo, debido al dimorfismo sexual, en donde normalmente la hembra es la
que tiene un tamafio mayor en comparacion al macho. Sin embargo, el
promedio de los animales muestreados se encontré en los rangos normales
descritos en la literatura. Resultados obtenidos en el estudio que se exponen

en la tabla 3.

Tabla 3. Peso y medidas distancia boca-cloaca y circunferencia abdominal

(mm)
Distancia boca-cloaca (mm) Circunferencia abdominal Peso (g)
. . o (mm) . S
Especie Media (desviacion . o Media (desviacion
. Media (desviacion .
estandar) . estandar)
estandar)
Gastrotheca 51.77 (+ 3.40) 63.33 (+ 32.53) 30.78 (+ 7.96)
riobambae
Gastrotheca 51.80 (+ 5.38) 45.33 (+ 64.69) 17.77 (+ 7.90)
litonedis
Gastrotheca 53.40 (+ 8.55) 94.75 (+ 10.81) 21.55 (+ 7.84)
pseustes

4.3. Hallazgos macroscopicos

La cantidad de liquido intracelédmico y subcutaneo en los animales
muestreados al momento de la necropsia no fue el mismo en todos los
animales. Esto se debio6 al estado de salud en el cual se encontraron que va en
relacion con los hallazgos encontrados a nivel macro y microscoépico. Para
mejor entendimiento la cantidad se la clasifico de leve, moderado a severo.
(Ver tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacion de la cantidad de liquido intracelémico y subcutaneo en

animales muestreados.

Cantidad de liquido

Especie Sexo Identificacion intraceldomico y
subcutaneo
Gastrotheca riobambae Hembra 2337 Leve
Gastrotheca riobambae Macho 1995 Leve
Gastrotheca riobambae Hembra 1995 (2) Moderado
Gastrotheca riobambae Macho 3087 Leve
Gastrotheca litonedis Hembra 1133 Moderado
Gastrotheca litonedis Macho 1478 Severo
Gastrotheca pseustes Hembra 1467 Leve
Gastrotheca pseustes Macho 2329 Leve
Gastrotheca pseustes Macho 1856 Moderado
Gastrotheca litonedis Macho 1133(2) Moderado

Por otra parte, durante el examen fisico se identific6 que los animales
muestreados presentaron otras manifestaciones clinicas de enfermedad.

Mismas que se exponen en la tabla 5. Ver figura 5.

Tabla 5. Presentacion de otras patologias encontradas en los anfibios en

estudio.
Especie Identificacion Estado general del animal

Gastrotheca riobambae 2337 Paralisis de miembros posteriores, prolapso de vejiga
Gastrotheca riobambae 3087 Paralisis de miembros posteriores

Gastrotheca litonedis 1133 Lipidosis corneal

Gastrotheca litonedis 1478 Lipidosis corneal

Gastrotheca pseustes 1467 Lipidosis corneal

Gastrotheca pseustes 2329 Lipidosis corneal y

desarticulacion de los miembros posteriores

Gastrotheca pseustes 1856 Lipidosis corneal
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Figura 5: Lipidosis corneal. En la fotografia se observan ambos ojos cubiertos de un manto
blanco, se nota que tiene un caracter cronico. Gastrotheca pseustes — 1856.

De los 10 animales la observacion macroscopica se realizé6 tomando en cuenta
los principales 6rganos en relacion con el sindrome de edema. Sin embargo,
dado el tamafio pequefio de los 6rganos de estos individuo, resulté dificil el

poder identificarlos y describirlos.

Sacos pulmonares

Las principales alteraciones en pulmén fueron hemorragias, congestion y
edema que corresponde al 60% y el 40% restante de los animales evaluados

no tuvo cambios macroscopicos aparentes. (Ver la tabla 6).

Tabla 6. Principales hallazgos macroscopicos encontrados a nivel pulmonar

Dlagnqst!co Tipo de lesion Porceqtgje Identificacion
morfolégico (Fraccién)
Hemorragia Vascular 20% (2/10) Gastrotheca riobambae — 1995

Gastrotheca litonedis — 1133(2)
Gastrotheca riobambae — 2337 -
Congestion Vascular 30% (3/10) 1995 (2)
Gastrotheca pseustes — 2329

Edema Vascular 10% (1/10) Gastrotheca pseustes -1856
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La congestion es un trastorno circulatorio, descrito como un proceso pasivo
causado por la disminucion de salida de sangre venosa, causando falla
cardiaca e incluso edema (McGavin y Zachary, 2013, p. 496). Como indican
Trigo y Elizondo (2004, p.32), en una congestion, el érgano se notara
aumentado de volumen, a veces serd visible observar los capilares dilatados y
el 6rgano en general tendra una coloracion mas oscura a la normal. Esta
coloracién se da por la hemoglobina acumulada en los tejidos afectados (Ciridn
y Herrera, 2005, p.127). El 30% (3/10) de los animales en estudio presentaron
pulmones con una coloracion méas oscura de lo normal y se hallaron levemente
aumentados de tamafio (Ver figura 6). Sin embargo, lo que no se encontrd en
dos de los tres animales fueron los capilares dilatados que rodean el tejido

pulmonar.

Figura 6: Pulmon. Presenta una coloracién oscura. Gastrotheca pseustes - 2329.

La manifestacién de edema representd el 10% (1/10), en el que se encontro la
presencia de un pulmoén agrandado y contenido de consistencia espumosa a la
incision, hallazgo similar a lo descrito por Trigo y Elizondo en el 2004 (p.37) que

describe al edema de pulmoén, cuando no existe colapso de pulmon y se
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encuentra material espumoso dentro de los bronquios, y en general un érgano
agrandado y de aspecto espumoso. Debiéndose esta patologia en gran parte a
un problema circulatorio o un dafio en capilares pulmonares (Cheville, 1994, p.
10). (Ver figura 7).

Figura 7: Pulmén. Se nota la coloracion pélida, tamafio irregular y de aspecto espumoso.
Gastrotheca pseustes - 1856.

También se observé en un animal focos hemorragicos en sus pulmones en la
zona caudal de manera difusa sin un tamafio especifico, de color rojizo oscuro,
y aumentado de tamafio y leve cantidad de sangre al corte. Ello nota
compatibilidad con lo descrito por Cubillos y Paredes en el 2006, que indican
que caracteristicas como pequefias zonas hemorragicas y la presencia de
sangre corresponden a una hemorragia pulmonar, resultados correspondientes
al 20% (2/10) del total de los animales. Una hemorragia segun McGavin y
Zachary (2013, p.565) es la salida de sangre de los vasos sanguineos, que es
causada principalmente; por la hipoxia, lesion vascular e intoxicaciones

principalmente. (Ver figura 8).
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Figura 8: Pulmones. Tejido pulmonar con focos hemorragicos. Gastrotheca riobambae -
1995.

Corazon

Los hallazgos mas relevantes encontrados fueron principalmente hemorragia y
necrosis, los cuales representan el 20% de animales con lesiones. ElI 80%
restante no presentaron ninguna lesion macroscopica aparente. Tal y como se

muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Lesiones encontradas en corazén

Dlagnqst!co Tipo de lesién Porceqtgje Identificacion

morfoldgico (Fraccion)

Hemorragia Vascular 10% (1/10) Gastrotheca riobambae —2337
Necrosis Celular 10% (1/10) Gastrotheca litonedis — 1467

Las hemorragias son alteraciones vasculares que en el corazon, al igual que en
otros Organos, presentan varias manifestaciones como las petequias de
tamafio 1 a 2 milimetros (mm) (McGavin y Zachary, 2013, p.565). En este
estudio los hallazgos correspondieron a hemorragias petequiales, que se
identificaron como puntos redondos de hasta 1 mm, de aspecto liso y color

oscuro, a negro (Ver figura 9). Como lo describen Cubillos y Paredes (2006),
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primero deberia existir congestion, y cuando las células lesionadas alcancen
una presion venosa demasiado grande, estas se romperan y la hemorragia

tomara lugar en dicho tejido u 6rgano observado.

Figura 9: Corazén. Hemorragia. Organo palido y alrededor petequias (flechas). Gastrotheca
riobambae - 2337.

Otro hallazgo observado fue la presentacién de un corazon con una coloracién
rojo brillante, ademas de unos focos blanquecinos de menos de 0.5 mm y de
continuidad al tejido cardiaco (Ver figura 10). Esta alteracion se describié como
una necrosis, que de acuerdo al color y la apariencia se lo denomin6é como tal.
Segun Trigo y Elizondo (2004), la necrosis es un dafio que provoca muerte
celular irreversible, y se la clasifica de acuerdo a la localizacion y componentes
que forman el 6rgano al cual se encuentren. El hallazgo en corazén fue similar
a lo descrito en una necrosis caseosa, en donde las lesiones son de color
blanco-amarillento a veces encapsuladas formando un granuloma, y en
ocasiones, puede haber calcificacion y al corte pueden deshacerse. Por tanto,
en comparacion con lo observado en el 6rgano muestreado, esta estructura, a
la palpacion no constituye un encapsulamiento y tampoco calcificacion. De tal

modo que, también podria depender de la severidad y tiempo de la lesion.
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Figura 10: Corazdn. Notese una coloracién rojo brillante en todo el 6rgano y en el centro un
punto color blanquecino (flecha), y adyacente otra estructura blanquecina. Gastrotheca

pseustes - 1467.

Higado

Las principales lesiones macroscopicas fueron: congestion en un 20% (2/10),
necrosis 20% (2/10) y esteatosis hepatica en un 60% (6/10) de animales

afectados. Mismos resultados que son expuestos en la tabla 8.

Tabla 8. Hallazgos macroscépicos encontrados en Higado.

Diagnéstico Tipo de Porcentaje e
P - - Identificacion
morfolégico lesion (Fraccién)
Gastrotheca riobambae — 1995
Congestion Vascular 20% (2/10) Gastrotheca riobambae -2337
Necrosis Celular 20% (2/10) Gastrotheca riobambae -3087

Gastrotheca pseustes -1467

Gastrotheca riobambae -1995 (2)
Gastrotheca litonedis -1133
Gastrotheca litonedis - 1478
Esteatosis hepatica Celular 60% (6/10) Gastrotheca pseustes -2329
Gastrotheca pseustes -1856
Gastrotheca litonedis - 1133(2)
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La esteatosis hepéatica que otros autores denominan como higado graso o
cambio graso, corresponde a una patologia en la cual los lipidos no son
metabolizados adecuadamente. Segun Trigo y Elizondo (2004, p.87), el higado
presenta un aspecto palido, suave y grasoso a la palpacion. Esta descripcion
es similar a los hallazgos encontrados en 6 de los 10 animales estudiados. Ver
tabla 8.

Los patrones de presentacion de estos cambios en higado varian de un animal
a otro, ello podria deberse a la cronicidad de los mismos. El parénquima
hepatico de tres animales se pudo observar aparentemente normal (Ver figura
11, 13y 14), en tanto que en otro se encontrdé un higado de consistencia fragil
que facilmente se podria deshacer al ejercer poca presién con las yemas de los
dedos (Ver figura 12). Por otro lado, este hallazgo mantiene relacion con lo
descrito por Sallés (2011), en donde indica que la lipidosis hepéatica en anfibios
es causada por anorexia, malnutricion, obesidad o enfermedad metabdlica
principalmente; manifestaciones que se presentan en pocos de los animales de

este estudio.

Figura 11: Higado. Areas de color amarillo multifocal rodean la mayor parte del parénquima
hepatico. Vesicula con contenido amarillo. Gastrotheca riobambae - 1995 (2).
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Figura 12: Higado. Parénquima con areas diseminadas de color amarillo — marrén, friable y
con la vesicula pélida. Gastrotheca litonedis - 1133.

Figura 13: Higado. Parénquima con areas amarillas — anaranjado multifocales. Gastrotheca
pseustes - 2329.
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Figura 14: Se observan areas amarillentas con una distribucibn generalizada en el
parénquima, ademas la vesicula con una coloracién amarillenta intensa y generalizada.
Gastrotheca litonedis - 1133(2).

El hallazgo de necrosis representd el 30% (3/10) de animales afectados. En los
cuales los animales presentaron un érgano palido, algunas zonas de coloracién
mAas oscura, de apariencia negruzca, y friable. Caracteristicas similares a lo
descrito por Trigo y Elizondo (2004, p.127); en donde el tejido afectado tiene un
aspecto palido y a veces de color rojo oscuro a negro, producto de sangre
hemolizada, y suave a la palpacion. Las lesiones en estos animales difieren,
puesto que el patron de presentacion no es el mismo en todas las necrosis. Por
el aspecto que presentd, se concluy6é que es una necrosis coagulativa por que
el tejido se presenta de tonalidad gris. Como indica Cheville (1994, p.63) los
cambios degenerativos a nivel celular se pueden presentar por alteraciones en
la homeostasis hidrica y electrolitica, catabolismo excesivo, falla en el
procesamiento y excrecion celular. Esto representa un dafio directo a los
organelos celulares y a su funciéon metabdlica, seguido de tumefaccién y lesién
celular irreversible con colapso de la misma, proceso denominado necrosis

coagulativa.

El otro 20% (2/10) corresponde a animales que presentaron congestion,
identificAndose un organo oscuro y levemente agrandado. En la figura 15 se
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puede identificar el higado con sus lébulos, el izquierdo presentando una
textura moteada palida y en el I6bulo contrario, una coloraciéon mas oscura del
parénquima. Por otro lado, en otro higado de diferente animal, al momento de
incidir el parénquima se notd una leve cantidad de sangre lo cual alude a una
congestion aguda que lo describen de la misma manera Cubillos y Paredes
(2006). El higado segun lo indica Trigo (1998, pp.110-111), al ser un 6rgano
gue almacena en sus sinusoides cantidades de sangre considerables puede
ser un indicador de insuficiencia cardiaca. Es entonces, que en casos agudos,
el higado se observard agrandado, y al corte habra sangrado. En casos
cronicos tendra una apariencia de nuez moscada y lipidosis en células que
rodean la vena central. De acuerdo a esta descripcion, la relacidén directa en

este estudio se encamino mas a un proceso agudo que cronico.

Figura 15: Congestion hepatica. Higado que se presentd levemente aumentado y con una
coloracion més oscura a la normal multifocal. Gastrotheca riobambae - 2337.
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Piel

Las zonas de enrojecimiento (eritema) cutaneo en areas como patas delanteras
y traseras (Ver figura 16), se presentaron en un 30% (3/10) de animales.
Densmore y Green (2006), indican que el eritema en abdomen y extremidades
se puede deber a vasodilatacion, congestion o hemorragia. Que suelen
presentarse en animales que padecen algun tipo de enfermedad bacteriana, la

misma que puede ocasionar edema en los animales.

Figura 16: Piel. Eritema en las zonas de manos y muslos. Ademas de muda retenida
(flecha). Correspondiente vista ventro dorsal. Gastrotheca litonedis - 1478.

Bazo

De los diez animales en estudio solo el 10% (1/10) presentd un bazo con
alteracion macroscopica de congestion (Ver figura 17). El bazo se encontré de
coloracibn mas oscura, y levemente aumentado de tamafo; manifestaciones
gue mantienen relacion con la congestion. La congestion pasiva en bazo con

aumento de tamafio puede deberse a problemas en corazén. Otra de las
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causas mas frecuentes, es un bloqueo de la circulacion venosa provocando

obstruccion de las venas portales extra hepaticas, asi como también un

trastorno dentro del higado (intrahepatico), como lo indican Mitchel, Kumar,

Abbas y Fausto en el afio 2007 (p. 422).

1cm

Gastrotheca litonedis - 1133(2).

Figura 17: Bazo. Se observa el 6rgano de una coloracién mas oscura a la normal.

RiAdN

Se encontraron cinco alteraciones en el riidn (50%). ElI 50% restante no

presentaron alteraciones macroscoépicas. Solamente un animal presenta dos

alteraciones. Resultados que se encuentran en la tabla 9.

Tabla 9. Alteraciones patologicas observadas en rifion.

Diagnostico Tipo de
morfolégico lesion

Porcentaje
(Fraccién)

Identificacion

Hidronefrosis
Quistes renales
Congestion Vascular

Necrosis Celular
Hemorragia Vascular

10% (1/10)
10% (1/10)
10% (1/10)
10% (1/10)
10% (1/10)

Gastrotheca pseustes - 2329
Gastrotheca pseustes - 1467
Gastrotheca litonedis - 1133(2)

Gastrotheca litonedis - 1478
Gastrotheca pseustes — 2329
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La necrosis en rifidn es de tipo comun. Por tanto, es importante identificar la
localizacion de la lesiébn. Como indica Trigo (1998, p. 138-139), la necrosis
puede manifestarse en la corteza renal, la misma que es causada por
microtrombos que forman areas de necrosis coagulativa y hemorragias. La
necrosis medular renal se genera como respuesta a isquemia. Las &reas
afectadas se encuentran de color verde, rosado o gris con amarillo, pueden ser
firmes, friables, y desprenderse facilmente. Por otro lado, la necrosis tubular
como resultado de degeneracion tubular, presenta cambios macroscopicos
imprecisos, tales como rifiones hinchados, la superficie capsular suele estar
palida, lisa al tacto y traslicida. Las lesiones de necrosis en este estudio
representaron el 10% (1/10) del total de animales solo con patologias en rifion.
El érgano se encontrd pélido en continuidad con un area rosacea en la parte
craneal del mismo, que parece perderse sin una adecuada observacion de todo
el riion (Ver figura 18). Como lo indica Cheville en el afio 1994 (p. 7), las éareas
de necrosis en ocasiones, no se encuentran bien delimitadas debido a la
inflamacion o hemorragia que pueda presentar el tejido, lo cual puede ocultar

las lesiones necraticas.

1cm

Figura 18: Necrosis de rifion. En la parte craneal presenta un area palida (flecha), ademas
se nota que el tamafio de uno de los rifiones esta aumentado. Gastrotheca litonedis -1478.
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Las formaciones quisticas en rifiones (Ver figura 19) de anfibios en este estudio
fueron del 10% (1/10). Por lo general, ello se debe a problemas de desbalance
electrolitico, que puede asociarse a las concentraciones de electrolitos y a
enfermedades de la piel. El rifidbn se torna de apariencia irregular y con
formaciones quisticas que pueden contener liquido, confiriéndole una

apariencia heterogénea (Cheville, 1994, p. 70).

Figura 19: Rifién quistico. Se observa que ambos rifilones han perdido su homogeneidad y
en cuanto a su tamafio uno de ellos es mayor (flecha) en comparacion con el otro.
Gastrotheca pseustes - 1467.

La hidronefrosis en este estudio representd el 10% de las alteraciones
encontradas. Como lo indican Trigo (1998, p.149), McGavin y Zachary (2013, p.
667-668), esto se produce por la dilatacion de la pelvis, con atrofia del
parénquima y dilatacion quistica del rifidon. Esta patologia tiene dos formas de
presentacion, unilateral o bilateral. Siendo la bilateral la mas severa,
produciendo la muerte del animal. A comparacion de los hallazgos encontrados
en este estudio, se pudo evidenciar que la afeccion es bilateral. El rifién
derecho izquierdo se encontré mas afectado con pérdida de tejido significante
en comparacion con su opuesto. Ademas se pudo evidenciar dos hallazgos: un

punto petequial y un parasito de forma alargada de menos de 0.5 mm en uno
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de los rifiones con mayor afectacion. Segun Cecil (2006), a menudo la
enfermedad renal poliquistica puede ser causada por parasitos como el
Myxozoan. También se ha reportado que incluso pueden encontrarse en varios

organos, en especial dentro del rifién (Ver figura 20).

En el rindn es usual observar hemorragias de tipo petequial en la superficie, el
cual puede tener distintas causas de acuerdo al tipo de enfermedad que se
esté presentando (Trigo, 1998, p.137). Como se menciond anteriormente, una
hemorragia petequial cumple con un patrén, el mismo que se encontré en uno
de los animales, en donde se observo un pequefio punto de maximo 2 mm de

diametro representando el 10% (1/10) de individuos afectados (Ver figura 20).

Figura 20: Hidronefrosis. Se observan en ambos riflones un aspecto globoso, fragil.
Ademas una petequia (flecha de arriba), y un parasito alargado (flecha de abajo).
Gastrotheca pseustes - 2329.

La apariencia macroscopica de congestion en riflones sigue el mismo
fundamento que en otros 6rganos, un 6rgano agrandado y oscuro (Ver figura
21). Segun McGavin y Zachary (2013, p.672) esta lesion puede ser: fisiologica,

0 secundaria a un shock tipo hipovolémico o por insuficiencia cardiaca.



37

litonedis - 1133 (2).

Figura 21: Congestion renal. Se observa la diferencia de tamafio en ambos rifiones, el
izquierdo mas grande (flecha). Tiene un aspecto globoso y arredondeado. Gastrotheca

Oviducto - Ovario

Las principales alteraciones encontradas en érganos reproductivos de hembras

representaron el 40% (4/10) de animales afectados. Resultados detallados en

la tabla 10.

Tabla 10. Resultados de las principales alteraciones encontradas

Dlagnqst!co Tipo de lesion Porcen_t,a € Identificacion
morfoldgico (Fraccion)
Hemorragia Vascular 10% (1/10) Gastrotheca riobambae - 2337
Quiste 10% (1/10) Gastrotheca pseustes - 1467
Gastrotheca pseustes - 1467
Hidrosalpingitis Inflamatoria 20% (2/10) Gastrotheca riobambae - 2337

La hemorragia en ovario (Ver figura 22) presentd una formacion irregular

agrandada. Posiblemente se deba a algun tipo de traumatismo o ciclo

reproductivo en el que se encuentre el animal.
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En la salpingitis como lo indican Cubillos y Paredes (2006), el oviducto se
notara agrandado y con exudado en la luz del mismo. Este se denominara
como hidrosalpinx, cuando hay la presencia de exudado seroso o piosalpinx, o
exudado purulento. Su manifestacion en este estudio fue del 20% (2/10) de
individuos con presencia de esta lesion, en donde, de acuerdo al tipo de
coloracion del exudado se asume que se tratdé de un hidrosalpinx con exudado

seroso (Ver figura 22 y 23).

1cm < #f t

Figura 22: Oviducto (flecha de arriba) con presencia de liquido. Ovario (flecha de abajo).
Gastrotheca riobambae - 2337.
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Figura 23: Oviducto. Se observa agrandado, de coloracion grisacea. Gastrotheca
riobambae -1467.

Los quistes ovaricos constituyen una cavidad cerrada, que se rodea por células
que producen liquido y pueden clasificarse dependiendo de la manera de
manifestacion en la que se encuentren (Trigo, 1998, p.163). Durante el estudio
se identifico6 una estructura quistica vascularizada (Ver figura 24), con
presencia de liquido color verde; cuyo hallazgo represent6 el 10% (1/10) de
animales afectados. Como lo indican Trigo y Elizondo (2004, p.16), la presencia
de un liguido verde en el quiste, puede deberse a un exudado de tipo purulento
0 supurativo, el cual se presenta con una coloracién cremosa, amarillenta o
verdosa. Esta alteracién en anfibios se debe a la formacion de ovas maduras
gue se depositan en el oviducto y se quedan retenidas en ese lugar (Wright y
Whitaker, 2001, p. 297).
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Figura 24: Ovario. Se encuentra agrandado y con un liquido verde y vascular izado.
Imagen correspondiente al animal 1467.

4.4. Hallazgos microscépicos

Del grupo de 10 animales se tomé de cada uno muestras de cada érgano (piel,
pulmoén, corazén, rifidn, bazo, higado, drganos reproductores- ovarios,
oviductos y testiculos), es decir, se evaluaron 70 muestras. De cada érgano se
obtuvieron distintos hallazgos, los cuales coinciden con el diagndstico
morfolégico macroscopico. A continuacion se detallan los diferentes resultados

por cada muestra de 6rgano tomado.

Sacos pulmonares

Toda la poblacion de animales presentd alteraciones. Mismos resultados que

se exponen en la tabla 11.
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Tabla 11. Principales alteraciones encontradas en pulmon

Frecuencia Porcentaje de Identificacion
Alteracion animales
hallazgos afectados
Hemorragia 2/10 20% 3087, 1133(2)
Neumonia intersticial aguda 2/10 20% 2337,1478
Neumonia intersticial cronica 2/10 20% 1133, 2329
(N.I.C)
N.I.C y hemorragica 2/10 20% 1995(2), 1856
Bronconeumpma supurativa 110 10%
cronica 1467
Hemorragia y edema pulmonar 1/10 10% 1995
TOTAL 10 100%

La neumonia intersticial produce dafio en la pared del alveolo y en conjunto,
dafio en el intersticio bronquiolar que obedece a una patologia en la cual se
encuentra congestion alveolar, edema y fibrina como principales caracteristicas
(Trigo, 1998, p. 58). Como lo indican McGavin y Zachary (2013, p. 513-515), la
manifestacion de esta enfermedad, varia de acuerdo al proceso inflamatorio. Si
se tratase de un proceso agudo existira formacion de material eosinofilico,
homogéneo y amorfo, correspondiente a edema, en algunos casos se puede

encontrar enfisema secundario.

En este estudio se evidencié neumonia intersticial de tipo agudo representando
al 20% (2/10) de animales afectados, cuyos hallazgos fueron similares a lo
anteriormente mencionado. Sin embargo, en ninguno de los animales se

evidencié enfisema secundario (Ver figura 25).
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Figura 25: Neumonia intersticial aguda. Hipertrofia focalizada con material eosinofilico
homogéneo y amorfo (apariencia hialina), infiltrado inflamatorio de macroéfagos y agregados
melanomacréfagos de distribucién difusa (*). Fluido proteinico eosinofilico acelular
focalizado en la luz de bronquiolos (flecha). Focos necréticos (<) y una congestion
bronquiolar focalizada. Microfotografia pulmén (H y E). Gastrotheca litonedis. 1478-3. 10x.

A medida que la neumonia intersticial avanza, y se convierte en cronica, se
identifica fibrosis en paredes alveolares conjuntamente con células
inflamatorias mononucleares en intersticio, e hiperplasia en musculo liso
(McGavin y Zachary, 2013, p. 513-515).

Esta patologia represent6 el 20% (2/10) de individuos con lesion de este tipo.
No obstante, este estudio difiere con lo enunciado, ya que en un animal no se
pudo identificar células inflamatorias. Por otro lado, el restante 20% (2/10)
correspondiéo a la misma patologia, pero acompafiada de hemorragia (Ver
figura 26).
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Figura 26: Pneumonia intersticial cronica hemorragica. Microfotografiapulmén (H y E).
Gastrotheca riobambae, 1995(2)-2. 10x.

La presentacién de hemorragia (Ver figura 27) en este estudio represent6 el
20% de animales con dicha alteracién en pulmén. Como lo indican Trigo (1998,
p.51) y Trigo y Elizondo (2004, p. 44), la hemorragia se presenta por sangre
extravasada, y puede deberse a hipoxia, septicemias y a farmacos para
eutanasia, entre otros. Esto podria verse relacionado con la presentacion de
otras patologias en los demas oOrganos, como lo es en piel y corazén

directamente.

El edema pulmonar (Ver figura 27) se debe a la presencia de un liquido con
bajo contenido celular y de electrolitos; es decir, trasudado. En la microscopia
se notara un material rosado o traslicido, que se encontrard en los espacios
alveolares (Trigo y Elizondo, 2004, p. 37). Dicha descripcién se asemeja a lo

observado en este estudio.
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Figura 27: Hemorragia leve y focalizada (flecha roja) y edema pulmonar leve focalizado
(flecha negra). Microfotografia pulmén (H y E). Gastrotheca riobambae, 1995-1. 10x.

La bronconeumonia supurativa es una patologia que comienza en bronquiolos
terminales y continla hacia los alvéolos. Los correspondientes resultados
microscopicos que normalmente son identificables son la congestion, infiltrado
inflamatorio en bronquiolos y alvéolos, presencia de neutréfilos destrucciéon de
las paredes alveolares y areas de edema (McGavin y Zachary, 2013, p.513)
(Trigo, 1998, p.58). Estas caracteristicas coinciden con los hallazgos
encontrados en esta investigacion, representando el 10% de individuos con la
lesion de bronconeumonia. En los cuales, se observé congestion de los
capilares alveolares generalizado de caracter crénico, material eosinofilico
acelular amorfo, y destruccidon de las paredes alveolares, con la consecuente
formacion de enfisema de tipo localizado. Ademéas de areas de fibrosis,

infiltrado inflamatorio mononuclear y detritus celulares (Ver figura 28).
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Figura 28: Bronconeumonia supurativa crénica. Exudado purulento (debris celulares) en
bronquios, bronquiolos y alveolos con infiltrado mononuclear circunvecino. Difusa
hiperplasia de las paredes bronquiales. Edema (flecha) en conjunto con destruccion de
sacos alveolares y aumento de tamafio del espacio alveolar por enfisema localizado.
Congestion multifocal moderada (c). Microfotografia pulmén (H y E), Gastrotheca pseustes,
1467-13. 4x.

Corazon

Se encontr6 que el 80% de animales presentaban alteracion, y el restante 20%

no tenia ningun hallazgo. Resultados que se exponen en la tabla 12.

Tabla 12. Resultados de alteraciones encontradas en Corazon.

y Frecuencia  Porcentaje de animales Identificacion
Alteracion
hallazgos afectados
Hemopericardio 3/10 30% 1133, 1467, 1856
Necrosis fibrilar 3/10 30% 1995, 1995(2), 1133(2)
Endocarditis 2/10 20% 2337, 2329

TOTAL 8 80%
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En este estudio se identific6 hemopericardio (figura 29) correspondiente al 30%
(3/10) de animales con esta alteracion. “El hemopericardio se refiere a la
acumulacion de sangre en el saco pericardico” (Trigo, 1998, p. 8).

Actualmente no existen estudios que mencionen esta patologia en anfibios. No
obstante, McGavin y Zachary (2013, p. 575), indican que este tipo de
patologias en mamiferos produce ruptura atrial; caracteristica que no se
encontré en los anfibios muestreados (Ver figura 29).

Figura 29: Hemopericardio. Microfotografia de corazén (H y E), Gastrotheca litonedis,
1133-3. 40x.

La necrosis fibrilar (Ver figura 30) identificado en este estudio correspondi6 al
30% del total de alteraciones en corazén. Como lo indican Hills, Wyse y
Anderson (2006, p.750), el miocardio de un anfibio al igual que en un mamifero
utiliza el total de oxigeno de la sangre que circula por los capilares cardiacos,
gue previamente se habran oxigenado cuando recibié O, transportado desde
las venas cutaneas. Sin embargo, este mecanismo lo hace vulnerable a la
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hipoxia sistémica, en el cual, cualquier patologia que altere la circulacién
ocasionaria dafio en drganos circunvecinos, como por ejemplo: una mala
circulacion cutanea podria producir focos de necrosis en el musculo cardiaco

(Cheville, 1994, p. 27) tal y como se apreci6 en este estudio.

El restante 20% de alteraciones correspondio a endocarditis valvular. En la que
también se notd la presencia leve a moderada de tejido conectivo fibroso
organizado y en é€l, colonias embebidas por un infiltrado leucocitario monocitico
en uno de los animales. Ademas, se observo una hemorragia en el ventriculo
de caracter leve y localizado (Ver figura 31). Este ultimo hallazgo coincidié con
el diagnostico morfolégico macroscopico de hemorragia. Por otro lado, como
indican Wright y Withaker (2001, p. 452) infecciones bacterianas septicémicas,
pueden ocasionar pericarditis y miocarditis, pero enfermedades bacterianas

que produzcan enfermedad valvular no se han registrado en anfibios.

Figura 30: Necrosis fibrilar cardiaca. Infiltrado inflamatorio mononuclear (flecha).
Microfotografia corazén-auricula (H y E), Gastrotheca litonedis, 1133(2)-4. 10X.
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Figura 31: Endocarditis valvular vegetativa (flecha), acompafiado de un foco de infiltrado
leucocitario monocitico (recuadro): Microfotografia corazéon (H y E), Gastrotheca
riobambae, 2337-1. Recuadro. 40x.

Higado

Toda la poblacion presenté alteraciones. Resultados que se encuentran en la
tabla 13.

Tabla 13. Principales alteraciones encontradas en higado

Frecuencia Porcentaje de
Alteracion de animales Identificacion
hallazgos afectados

Lipidosis hepatica 6 60% 2337, 1995, 1995(2), 1133, 1478, 1133(2)
Congestion 3 30% 1467, 2329, 1856
Fibrosis 1 10% 3087
Total 10 100%

El estudio histologico en higado de anfibios como lo indican Wright y Whitaker
(2001, pp. 438-439) es complejo debido a dos factores, en primer lugar, la
presencia de hematolinfopoyesis extramedular en sinusoides y regiones

subescapulares; que podria confundirse con hepatitis y segundo, por la gran
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cantidad de agregados de melano macréfagos, que puede conferir al higado un
color negro, que en principio, durante el andlisis macroscopico de este trabajo

se pudo confundir con el diagnéstico de congestion.

Durante el analisis microscépico del presente trabajo, se encontré que el 30%
(3/10) de animales presentaron congestion. Segun Trigo y Elizondo (2004,
p.33), a la histologia se observa como las venas centrolobulillares y los
sinusoides adyacentes se encuentran dilatados, conteniendo células
hematicas.

Los resultados de este estudio guardan similares hallazgos. No obstante, se
pudo distinguir una congestidbn mas severa acompafnada por una fibrosis difusa
leve (Ver figura 32). En donde, se encontr6 areas con necrosis focales en
conjunto con un infiltrado mononuclear y presencia notable de abundantes
melano macrofagos con contenido fagocitado (hemosiderina) resultante de la
lisis hemética derivada de la congestion cronica. Por otra parte, se evidencio la
presencia leve de heteréfilos (neutrofilos) y lipidosis de hepatocitos periportal
leve. En la figura 33 se distingue una fibrosis difusa moderada acompafnada de

areas de necrosis, y melano macréfagos en leve cantidad.

Figura 32: Congestion pasiva crénica. Fibrosis (flecha). Necrosis focal con infiltrado
inflamatorio focal (estrella). Microfotografia higado (H y E), Gastrotheca pseustes, 1467-
1.10x.




50

Figura 33: Congestion hepética moderada generalizada en conjunto con una degeneracion
grasa focalizada severa. Microfotografia higado (H y E), Gastrotheca pseustes, 1856-6.
10x.

Como lo indican Trigo y Elizondo (2004, p. 87-88), en la lipidosis hepética se
pueden distinguir dos formas de presentacién dependiendo de cuan avanzado
se encuentre este proceso. Se pueden encontrar dos menciones; una de gota
fina, es decir, pequefas vacuolas en el citoplasma celular, y a medida que
avanza la enfermedad se puede notar como las vacuolas desplazan al nucleo;

fenémeno conocido como lipidosis de gota gruesa.

Los resultados de este estudio correspondieron al 60% (6/10) de animales
enfermos con lipidosis hepética de gota gruesa (Ver figura 34). Estos hallazgos
en comparacion con lo descrito por Wright y Whitaker, en el afio 2001 (p.447)
indican que ello se debe a la presentacion de una hipoxia cronica, la cual solo

se ha observado en especimenes esplenectomizados.
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Figura 34: Lipidosis: Microfotografia higado (H y E), Gastrotheca litonedis, 1133-13. 40x. F

Una de las manifestaciones mas comunes cuando se habla de dafio hepatico
cronico es la fibrosis (Ver figura 35), siendo el sitio de fibrosis el que podria
determinar el tipo de dafio hepatico (McGavin y Zachary, 2013, p. 409).
Manteniendo relaciébn con los hallazgos macroscopicos en este mismo
individuo se establecié necrosis, como diagndstico morfolégico, el cual se
denominé de dicha manera por la apariencia que tenia el parénquima hepético.
La secuencia de este hallazgo microscopico se puede explicar segun lo
enunciado por Trigo y Elizondo (2004, p. 33), que explican que la presencia de
una congestion crénica afectard la integridad celular de los hepatocitos
centrolobulillares, produciéndoles necrosis y posterior fibrosis en un intento de

sustituir las células destruidas por tejido conectivo.
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Figura 35: Fibrosis hepética. Zonas eosinofilicas dentro del tejido hepatico de manera

focalizada y crénica compatible con fibrina. Microfotografia de higado (H y E). Gastrotheca
riohamhae. 3087-1. 10x.

Piel

De los diez animales que representa el 100%, solo el 90% (9/10) de animales
presentaron alteraciones, en el restante 10% (1/10) no se encontré nada.
Mismos que se explican en la tabla 14.

Tabla 14. Resultados de alteraciones encontradas en piel.

Alteracion Frecuencia de _Porcentaje de Identificacion
hallazgos animales afectados
Congestion 3/10 30% 1467, 2337, 3087
Hiperplasia 1995(2), 1995, 1133,
5/10 50% 1478, 1856

Hiperplasia e 1133(2)

hiperqueratosis 1/10 10%
TOTAL 9/10 90%

Dentro de los hallazgos macroscopicos se reporté que el 30% de animales
presentaron congestion, de la misma manera el porcentaje en hallazgos
microscoépicos fue igual al 30% (3/10) de individuos con la lesion. Como lo
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indican Cirion y Herrera (2005, p. 128) las zonas congestionadas se veran

dilatadas y con presencia de eritrocitos (Ver figura 36 y 37)

Con anterioridad en hallazgos macroscopicos se infiri6 que por las
manifestaciones clinicas, se pudo haber tratado de alguna enfermedad
bacteriana. Sin embargo, en los resultados microscépicos no se observo

presencia de formas bacterianas en piel.

Figura 36: Congestion moderada focal de caracter agudo en vasos dérmicos.
Microfotoarafia piel (H v E). Gastrotheca riobambae. 2337-4. 10X.

Figura 37: Congestion focalizada severa. Microfotografia piel (H y E). Gastrotheca
riobambae, 3087-7. 10x.
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La presentacion de hiperplasia e hiperqueratosis epidermal en anfibios es
comun cuando se trata de Quitridiomicosis, causado por el hongo
Batracoquitridium dendrobatidis (Pessier, 2009). Similar hallazgo se identifico
en este estudio, representando el 10% (1/10) de animales con alteracién de
hiperplasia e hiperqueratosis, con la conjunta identificacién de un zoosporangio
(Ver figura 38). Pessier (2009) indica que un hallazgo como este, ayuda a
esclarecer la etiologia del sindrome de edema, puesto que estas lesiones en la
piel influirian en la funcién dérmica, impidiendo una adecuada absorcion de

agua y electrolitos.

Figura 38: Hiperplasia epidérmica e hiperqueratosis difusa. Zoosporangio de
Batracoquitridium dendrobatidis (flechas). Microfotografia piel (H y E), Gastrotheca
litonedis, 1133(2)-15. 40x.

El otro 50% (5/10) de animales con lesiones, presentd hiperplasia epidérmica
difusa. Sin embargo, de ese 50%, en un 10% se encontrd hiperplasia dermal
difusa con presencia de un parasito que se asemeja a un protozoario flagelado
del género Ichthyoboda acompafiados de reaccion eosinofilica inflamatoria y
conjuntamente agregado de melano macrofagos (Ver figura 39). Wright y

Whitaker (2001, p.199), indican que la presencia de estos organismos provoca
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la destruccion de células epidermales; hemodilucion, falla en la circulacion y

osmoregularidad.

Figura 39: Hiperplasia dérmica difusa parasitaria de moderada a severa. Agregados de
melano macréfagos reactivos. Protozoarios flagelados del género Ichthyoboda (recuadro,
flechas). Microfotografia piel (H y E). Gastrotheca litonedis.1478-12. 4x — 100x (recuadro).

Bazo

El 70% (7/10) de los animales presentaron alteraciones. El 30% restante no

presentd ningun hallazgo. Resultados expuestos en la tabla 15.

Tabla 15. Principales alteraciones encontradas en bazo.

Alteracion Frecuencia de _Porcentaje de o
hallazgos animales afectados Identificacion
Hiperplasia capsular 2/10 20% 1478, 1467
Deplecion linfoide 2/10 20% 1133(2), 1133
Fibrina 1/10 10% 1995
Congestion 1/10 10% 1995(2)
Contraccion esplénica 1/10 10% 2329

TOTAL 7/10 70%
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Se encontrd hiperplasia capsular que correspondié al 20% (2/10) de animales
con esta alteracion. La forma de presentacion de esta fue difusa y guarda una
relacion con la lesion en higado encontrada en el mismo animal, en el cual se

logré identificar una fibrosis hepatica (Gastrotheca pseustes-1467).

Como lo indican Trigo y Elizondo (2004, p.331) la hiperplasia compensatoria,
sucede cuando ha habido extirpacion de un area del higado, produciendo

zonas de regeneracion en el tejido hepético.

También se observo hemosiderina en el bazo, el cual obedece a un hallazgo
normal. Segun Cheville (1994, p. 126), este es un pigmento que se forma por la
lisis de los eritrocitos correspondiente a procesos normales en bazo (Ver figura
40).

Figura 40: Hiperplasia capsular — hemosiderina: Microfotografiasbazo (H y E). Gastrotheca
litonedis. 1478-1. Incremento del tejido conectivo generalizado, en el recuadro se nota la
presencia focal de material amarillento (hemosiderina) probablemente por hemorragia
capsular y consecuentes lisis de glébulos rojos. 10x. Recuadro: 40x.
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La deplecion linfoide (Ver figura 41) es una alteraciébn encontrada en este
estudio que representd el 20% (2/10) de individuos afectados. Esta se
manifiesta, cuando se evidencia microscopicamente mas pulpa roja que blanca
y una marcada esplenomegalia apreciable macroscopicamente (Cubillos y
Paredes, 2006).

De acuerdo a los hallazgos realizados en este trabajo durante la necropsia, se
diria que lo anteriormente descrito tiene semejanza con el hallazgo
macroscopico encontrado en el mismo animal que se describe deplecion

linfoide.

Figura 41: Deplecion linfoide. Microfotografia de bazo (H y E), Gastrotheca litonedis, 1133-
2. 10X.

La presentacién de congestibn en este estudio correspondiéo al 10% de
presentacion; el mismo que se caracteriza por ser de caracter severo. Segun
Trigo (1998, p. 375), esto se produce cuando existe un secuestro de globulos
rojos, en la pulpa roja, por anemia hemolitica o cuando existe hipertensiéon
secundaria a una fibrosis hepatica (Ver figura 42).
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Figura 42: Congestion esplénica. Microfotografia bazo (H yE). Gastrotheca riobambae,
1995(2)-2. 4x.

La organizacion de fibrina representd el 10% (1/10) de animales afectados, el
cual se debi6 de lesiones de tipo crénico. Como lo indica Cheville (1994, p. 91)
es una alteracion que formacion de fibrina en la serosa esplénica. Esta
descripcion mantiene una relacion con las caracteristicas mencionadas
anteriormente. Por otro lado, también se observa disminucién de fibras
elasticas y fibroblastos. La cual se va continuando dentro del parénquima
afectando las trabéculas esplénicas (Ver figura 43).

Figura 43: Fibrina esplénica. Microfotografia bazo (H y E). Gastrotheca riobambae, 1995-1.
10x.
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La contraccidén esplénica (Ver figura 44) representando el 10% de animales
afectados se manifestdé con la contraccion del muasculo liso de la capsula y
trabéculas. Que probablemente tuvo lugar a una respuesta fisiolégica de huida
en casos de estrés. Algo que puede ser comun en anfibios, puesto que, son
animales nerviosos y que reaccionan ante la presencia de algun agente
extrafio. También la aparicion de esta alteracion se ve dada por falla cardiaca,
shock séptico o como resultado de ruptura esplénica tipo agudo (McGavin y
Zachary, 2013, p. 820).

50 pm
| —

Figura 14: Contraccion esplénica — hemosiderosis. Microfotografia bazo (H y E).
Gastrotheca pseustes, 2329-1.10x.

RiAdN

Los resultados de este estudio arrojaron que 70% de animales presentaron
algun tipo de alteracion, y el restante 30% no se encontré nada en el estudio

microscopico. Mismos resultados que se encuentran en la tabla 16.
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Tabla 16. Alteraciones presentes en rifion

Frecuencia Porcentaje de
Alteracion animales Identificacion
hallazgos afectados
Nefritis intersticial crénica 2/10 20% 1995(2), 1133(2)
Necrosis tubular aguda 1/10 10% 1995
Glomerulonefritis intersticial
hemorragica cronica 1/10 10% 2337
Quiste renal 1/10 10% 1467
Amiloidosis 1/10 10% 1478
Hidronefrosis 1/10 10% 2329
TOTAL 7/10 70%

La nefritis intersticial cronica (Ver figura 45 y 46) en anfibios no se ha descrito a
detalle. Pessier et al., (2014) indican que la manifestacion de esta patologia
puede encontrarse en animales de cautiverio, que se hayan encontrado
muertos, mismos que fueron diagnosticados con nefropatia poliquistica
mediante histopatologia. También esta lesion se puede encontrar en animales
con enfermedades bacterianas, virales y parasitarias; siendo esta Ultima la mas
comun (Cecil, 2006). La presentacion de esta enfermedad representd el 20%

(2/10) de animales con dicha lesion.

Los parametros que se tomaron en cuenta para identificar esta patologia,
fueron los mismos que se consideran en mamiferos. En procesos agudos,
infiltracion leucocitaria, necrosis tubular y edema intersticial como los hallazgos
mas caracteristicos. En tanto que en procesos crénicos estan la infiltracion de
células mononucleares, fibrosis intersticial y atrofia tubular generalizada (Trigo,
1998, p.145). El restante 20% (2/10) de animales correspondié a nefritis
intersticial crénica. En la cual, se identificaron zonas de necrosis glomerular y
una evidente dilatacibn acompafada de fibrosis (figura 45), lo cual podria
indicar una fase de transicion entre un proceso a otro. En otro animal
correspondiente al 10% del 20% se encontré un infiltrado inflamatorio linfocitico
severo, atrofia tubular, glomérulos hipercelulares y abundante fibrosis
periglomerular rodeando estos glomérulos, caracterizado por ser moderado y

de caracter multifocal. (Ver figura 46).
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Figura 45: Nefritis intersticial cronica. Fibrosis (CQ). Se encontré Infiltrado inflamatorio
mononuclear y necrosis glomerular (punto). Microfotografia rifion (H y E), Gastrotheca
litonedis, 1133(2)-7. 4x.

Figura 46: Nefritis intersticial crénica. Intensa fibrosis intersticial difusa (cabeza de flechas).
Infiltrado linfocitico severo en el parénquima renal (*). Tdbulos atréficos. A nivel del
glomérulo se evidencié pérdida de la luz entre la cépsula y el glomérulo. Fbrosis
periglomerular rodeando estos glomérulos hipercelulares (flechas) con un intenso infiltrado
inflamatorio mononuclear multifocal. Microfotografia rifion (H y E). Gastrotheca riobambae,
1995(2)-3. 10x.
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El porcentaje de animales afectados por necrosis tubular aguda en este estudio
represento el 10% (Ver figura 47). Las lesiones de este tipo se caracterizaron
por la presencia de necrosis de coagulacion focalizadas en las células
epiteliales de tubulos colectores, degenerados y circunvecinos a areas de
hemorragias periglomerulares. También se identificé infiltrado inflamatorio
mononuclear de caracter leve, degeneracion hidropica y zonas de
agrandamiento del glomérulo. Dichos resultados concordaron con lo descrito
por Mitchel, Kumar, Abbas y Fausto (2007, p.562) y McGavin y Zachary (2013,
p. 645), en donde las distintas presentaciones microscopicas influyen en el
diagnostico final. Las causas mas comunes en animales domésticos y que
guardan similaridad con anfibios podrian ser: congestion, falla cardiaca,

hemorragia y sepsis.

Figura 47: Necrosis hemorragica tubular aguda. Areas de necrosis de coagulacion
focalizadas en las células epiteliales de los tabulos colectores de la corteza (*). Lesiones
acompafiadas de un infiltrado inflamatorio mononuclear y degeneracion hidropica (flecha).
A nivel glomerular se observo un leve y focalizada glomerulonefritis proliferativa (cabeza de
flecha). Microfotografia rifion (H y E). Gastrotheca riobambae, 1995. 10x.

La amiloidosis renal como lo explica Cheville (1994, p. 145 y 150) en especies

como mamiferos, suele ser mortal. Histolégicamente se encuentra material
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amoloide depositado en: el glomérulo renal, en arteriolas de menor calibre y en
membranas basales. Esto difiere con los hallazgos encontrados en los
animales muestreados representando el 10% (1/10). Puesto que, la lesion se
encontré con mayor frecuencia en el intersticio medular y en menor frecuencia
en glomérulos. Segun indica Cheville (1994, p. 150) en algunos casos se
pueden identificar focos de necrosis, resultado que compagina con lo

identificado en la figura 48.

Figura 48: Amiloidosis. Se observa acumulo de depositos de material amiloide en el
intersticio medular (**) y en algunos glomérulos (flecha). Atrofia o degeneracién tubular
(cabezas de flecha) y se notdé dos éareas eosinofilicas compatibles con necrosis (<),
también se observan algunos eosindfilos. Microfotografia rifion (H y E). Gastrotheca
litonedis.1478-5. 10x.

Estudios realizados en anfibios de cautiverio indican que la patologia de
sistema urinario de mayor frecuencia es la glomerulonefritis. Y se ha visto
presente en animales con exposicidon a una reaccién antigeno-anticuerpo y a
procesos de hiperglucemia asociado con estrés (Pessier, 2009). Vannevel
(2006) indica que la presentacién de animales con hidroceloma o anasarca se
presenta de manera secundaria en animales diagnosticados con

glomerulonefritis. Este estudio coincide con los hallazgos de este estudio
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representando el 10% (1/10). El cual esta caracterizado por fibrosis intersticial y
hemorragica corticomedular, acompafiado de un infiltrado linfocitico difuso de
caracter moderado a severo, ademas de glomérulos escleréticos con pérdida
del espacio de Bowman (capsula y glomérulo) e hiperplasia leve de la matriz
mesangial (Ver figura 49).

Figura 49: Glomérulonefritis intersticial hemorragica crénica. Microfotografia rifién (H y E),
Gastrotheca riobambae, 2337-6. 10X.

La hidronefrosis es una patologia obstructiva, en la cual, poco a poco se van
degenerando todas las estructuras que componen el rindén. Como cambios
tempranos se puede observar obstruccion vascular intersticial, y a medida que
el cuadro avanza se podra apreciar necrosis de la cortical, degeneracion
tubular, entre otras (McGavin y Zachary, 2013, p. 667). Esto tiene similar
relacion con lo que se encontrd en el presente estudio, que representd el 10%
de individuos afectados con esta alteracion. Las principales alteraciones
encontradas fueron: degeneracién y atrofia de tubulos. Concomitante con la

lesion descrita, se observd condensacion de tejido conectivo intersticial y
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fibrosis del parénquima renal, ademas de focos hemorragicos, alteraciones que
se notaran con mas detalle en la figura 50. Este hallazgo, no se ha reportado
en anteriores estudios practicados en anfibios. Sin embargo, guarda relacion

con lo descrito en otras especies como los mamiferos.

Figura 50: Hidronefrosis cronica. Dilatacion progresiva de corteza a médula (*), con
consecuente pérdida de tubulos por degeneracion y atrofia (**). Condensacion de tejido
conectivo intersticial y fibrosis del parénquima renal (flecha negra). Focos hemorragicos en
tubulos multifocal moderada (flecha roja). La fibrosis intersticial entre los glomérulos y los
tubulos fue difusa crénica con infiltrado inflamatorio mononuclear presencia de clisters de
restos celulares, posiblemente de origen bacteriano (>). Microfotografia rifion. Gastrotheca
pseustes, 2329-15. 4x.

Los quistes renales (Ver figura 51) que representaron el 10% de hallazgos en
este estudio, se lo considera como formaciones de tamafo variable, de
caracter desconocido incluso en humanos y mamiferos. Cuyas estructuras
mayormente afectadas corresponden a tubulos renales (McGavin y Zachary,
2013, p. 627).

Estudios recientes en anuros de cautiverio identifican la presencia de quistes
renales, conjuntamente con nefritis intersticial y fibrosis intersticial; patologia
que se denomina nefropatia poliquistica. Sin embargo, este estudio solo
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mantiene similaridad con respecto a la presencia de un quiste renal (Pessier et
al., 2014).

Figura 51: Quiste renal. Microfotografia rifién (H y E). Gastrotheca pseustes. 1467-14. 4x.

Organos reproductores

El porcentaje de animales encontrados con patologia reproductiva equivale al
40%, en los cuales el 20% representan a hembras que tienen alteracion en
ovario y oviducto. El 60% restante no registro alteracion alguna. Los resultados

de las alteraciones encontradas se presentan en la tabla 17.

Tabla 17. Principales alteraciones encontradas en érganos reproductores

Alteracion Frecuencia Porcentaje de Identificacion
hallazgos animales afectados
Hidrosalpingitis quistica 2/10 20% 2337, 1467
Degeneracion testicular 2/10 20% 2329, 1856
Hemorragia ovarica 1/10 10% 2337
Quiste ovarico 1/10 10% 1467

TOTAL 6/10 60%
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Las patologias reproductivas en anfibios no son del todo registradas. Puesto
gue a menudo el inadecuado manejo puede inducir a cambios reproductivos en
estas especies. Una de las principales patologias registradas, son los quistes
ovaricos que en este estudio indicé el 10% de animales afectados. Esta
patologia obedece a la formacion de adherencias acompafada de fibrosis, y
dilatacion quistica (Wright y Whitaker, 2001, p. 297). En comparacién a lo
mencionado, los hallazgos pertenecen a un ovario multiquistico, con pérdida de
la conformacion normal de los oocitos, y de sus estructuras correspondientes
(Ver figura 52).

Figura 52: Ovario multiquistico. Hemorragia e infiltrado inflamatorio. Acompafiado de areas
de fibrosis. Microfotografia ovario (H y E). Gastrotheca pseustes, 1467-13. 4x.

La hidrosalpingitis representd el 20% (2/10) de animales afectados.
Histologicamente se pueden ver como se encuentran dilatadas las células
glandulares, ocupando mayor espacio el citoplasma y desplazando al nucleo
(Trigo y Elizondo, 2004, p 86). A medida que el proceso inflamatorio avance se

podra visualizar areas quisticas (Trigo, 1998, p.170) (Ver figura 53 y 54).
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100 pm

Figura 53: Hidrosalpingitis quistica fibrosa. Se ven quistes en la mucosa tubular, con
distensién uniforme de la luz del érgano, con la pared delgada. Ademas se not6 fibrosis de
tejido conectivo e infiltrado mononuclear. Microfotografia oviducto (H y E), Gastrotheca

riobambae, 2337-3. 4x.

Figura 54: Hidrosalpingitis quistica multiloculada. Se observan miltiples quistes en mucosa
tubular, con una distencion uniforme en la luz del érgano, en donde la pared se encontrd
delgada. También se nota fibrosis del tejido conectivo multifocal y agregado de melano
macréfagos multifocales. Microfotografia oviducto (H y E), Gastrotheca pseustes, 1467-15.

4X.
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La degeneracion testicular en anfibios se debe a factores de estrés, cambios de
temperatura y problemas en la circulacion. En este estudio la presentacion de
esta correspondio al 20% (2/10). Las alteraciones de este tipo en mamiferos se
distinguen por cambios microscépicos de depositos, correspondientes a granos
de lipofuscina en tubulos seminiferos y células de sertoli, en cuyos estados
avanzados la membrana basal se observara sin forma vy fibrosis en algunos
casos (Trigo, 1998, p. 200-201). En anfibios se puede encontrar similares
hallazgos de fibrosis, dafio de la integridad del tubulo seminifero y sus
componentes, y en casos muy avanzados Yy severos estructuras
multinucleadas; difiriendo con lo que dicta la literatura, en no encontrar
depdsitos de granos de lipofuscina. En uno de los animales también se pudo
observar fibrosis que separo los tubulos seminiferos entre si. Esto puede estar
relacionado con la vacuolizacion leve de células de sertoli y ondulacién de la
membrana basal. También se identificO espermatidas multinucleadas, y en
tejido intersticial se evidencio infiltrado mononuclear difuso y una leve

infiltracion de eritrocitos (Ver figura 55).

* 10 pm

Figura 55: Degeneracion testicular moderada cronica. Fibrosis intersticial (*). Vacuolizaciéon
leve de células de Sertoli (punta de flecha). Espermétidas multinucleadas (flechas).
Microfotografia testiculo (H&E).Gastrotheca pseustes, 2329-14. 40x.
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Evaluados todos los 6rganos macro y microscopicamente, los resultados
indicaron la presentacion de alteraciones de tipo vascular como congestion y
hemorragia principalmente. Ademas de encontrarse lesiones degenerativas,
celulares e inflamatorias. Segun Vaughan, Vitali, Payne y Eden (2006), un mal
funcionamiento del sistema circulatorio podria resultar de procesos infecciosos
como pardsitos, virus, hongos, y bacterias. Lo expuesto anteriormente guarda
similaridad, con los hallazgos encontrados accidentalmente, correspondientes a
parasitos y hongos. También se presume de la existencia de algunas formas
bacterianas, mismas que fueron encontradas en algunos tejidos como el
corazdén correspondiente al animal Gastrotheca riobambae, 2337-1. No
obstante, los resultados encontrados en este estudio, muestran que una de las
causas predisponentes para su manifestaciéon es el manejo y la alimentacion.
En donde, el agua utilizada para el riego, las pocas horas luz, y alimento con
déficits nutricionales juegan un rol importante en el mantenimiento de anfibios

en cautividad.

De acuerdo a las lesiones encontradas, y a la cronicidad de los mismos se
sustenta lo anunciado por Vaughan, Vitali, Payne y Eden (2006), que indican
qgue el sindrome de edema en anuros se debe a varios procesos patoldgicos.
Los hallazgos muestran patologias cronicas, que en mamiferos suele ser fatal.
Sin embargo, en anfibios la alta capacidad de regeneracién celular permite que
las areas de lesion puedan diferenciarse y reestablecer su funcién y anatomia
(Mitchell, Kumar, Abbas y Fausto, 2007, p. 67-68). Segun Vaughan, Vitali,
Payne y Eden (2006), animales con sindrome de edema pueden encontrarse
clinicamente saludables y vivir un largo periodo de tiempo, en el cual, la

enfermedad cursa periodos de aparicion y desaparicion de la enfermedad.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

Las animales objeto de estudio con sindrome de edema se encontraron en
condiciones medioambientales de temperatura, humedad y alimentacion
similares al medio silvestre. No obstante, ciertas manifestaciones clinicas
como obesidad, lipidosis corneal, prolapso de vejiga y paralisis en
miembros posteriores, reflejan que el manejo al cual se encuentran los
individuos influye en la aparicion de otro tipo de enfermedades como las

anteriormente mencionadas.

En los animales muestreados con sindrome de edema se identifico
lesiones macroscopicas que correspondieron principalmente a lesiones
congestivas, hemorragicas y necroticas en la mayoria de 6rganos. Ademas
de lesiones especificas como degeneracion testicular, hidrosalpinx y
quistes en ovario y oviducto. La hidronefrosis en rifiones, esteatosis en
higado y edema en pulmoén. Mismas alteraciones que sugieren ser la causa

desencadenante para el aparecimiento de sindrome de edema.

Los hallazgos encontrados correspondieron a lesiones vasculares
degenerativas e inflamatorias de caracter cronico como lesiones primarias
principales, mismas que mantienen relacion directa con la presencia de

patologias secundarias.

Los resultados del estudio permitieron esclarecer el curso de la
enfermedad; ademas de brindar informacion actual y oportuna para
médicos y bi6logos involucrados en el tema. Siendo una ayuda para los

centros que mantienen anfibios en cautiverio.

La persistencia de liquido en la cavidad celbmica y espacios subcutaneos,
ha sido el factor predisponente a que nuevas patologias se presenten en
los animales en estudio, tales como la paralisis en los miembros

posteriores.
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RECOMENDACIONES

Es importante que en el Centro de Investigacion y Conservacion “Balsa de
los Sapos” se considere evaluar con mayor regularidad las condiciones
ambientales como la calidad de agua, horas luz, tipo de alimento y

examenes clinicos principalmente.

Dados los hallazgos accidentales de parasitos y en especial del hongo
Batrachotridium dendrobatidis (Bd) es recomendable que en el Centro de
Investigacion y Conservacion “Balsa de los Sapos”, se realice los
examenes pertinentes para identificar la existencia de estos en otros
animales que hayan estado en contacto con el animal afectado con Bd.
Puesto que se ha reportado que esta enfermedad puede producir una tasa

de mortalidad demasiado alta en anfibios de cautiverio.

Reportar cualquier tipo de informaciéon en medicina de anfibios, es de vital
importancia para esclarecer cualquier tipo de patologia, en la que la

informacion es obsoleta o escasa.

Esta investigacion se baso6 fundamentalmente en caracterizar por histologia
las lesiones encontradas. en érganos seleccionados (piel, corazon, rifion,
organos reproductores, pulmoén, bazo e higado). Por lo tanto, estudios
posteriores en los que se pueda describir con mas detalle la enfermedad
mediante examenes complementarios como recuento de proteinas o

cultivos, entre otras son recomendados.
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ANEXO 1: Tablas

Tabla 18. Resumen de alteraciones macroscopicas y microscopicas

< Alteraciones NUmero de . . o Numero de
Organos L Alteraciones microscopicas
macroscopicas afectados afectados
Piel Congestién 3 Congestién
Hiperplasia
Hiperqueratosis 1
Pulmén Hemorragia 2 Neumonia intersticial aguda 2
Congestion 3 Neumonia intersticial cronica (N.I.C) 2
Edema N.I.C hemorragica 2
Hemorragia 2
Bronconeumonia supurativa crénica 1
Edema pulmonar 1
Corazon Hemorragia Hemopericardio 3
Necrosis Endocarditis 2
Necrosis fibrilar 3
Higado Congestion 2 Esteatosis hepatica 6
Necrosis Congestién 3
Cambio graso Fibrosis 1
Glomerulonefritis intersticial hemorragica
Rifién Necrosis 1 crénica 1
Hidronefrosis 1 Necrosis tubular aguda 1
Quiste 1 Nefritis intersticial cronica 2
Congestion 1 Amiloidosis 1
Hemorragia 1 Quiste renal 1
Hidronefrosis 1
Bazo Congestién 1 Hiperplasia capsular 2
Fibrina 1
Deplecion linfoide 2
Congestion 1
Contraccion esplenica 1
Ovario Hemorragia Quiste ovarico 1
Quiste Hemorragia
Oviducto Hidrosalpin 1 Hidrosalpingitisquisticamultioculada
Hidrosalpingitis quistica fibrosa
Testiculos Degeneracion testicular 2




ANEXO 2: Lista de materiales para el desarrollo del estudio.

Indumentaria

- Guantes.
- Mandil.
- Mascarillas.

Reactivos

- Agua destilada.
- Alcohol al 70%

- Formol al 10%.
Farmacos

- Lidocaina atomizador al 2%
Instrumental

- Canaleta.

- Hojas de bisturi nimero 22.
- Mangos de bisturi numero 4.
- Pinza anatémica con diente.
- Pinza anatémica sin diente.
- Tabla plastica para cortar.

- Tijera de Mayo.
Extras

- Bolsas congeladoras Cooleman de 15¢cm.

- Caja organizadora RIMAX de 20 pulgadas.

- Camara fotografica de alta resolucion.

- Casetes plasticos para él envido de muestras.
- Cinta métrica.

- Cooler de espuma flex.



- Frascos de plastico con tapa rosca de 15cm.
- Toallas de papel.

Equipos

- Balanza en gramos BOECO BBi-41.
- Calibrador scala.

- Estereoscopio KRUSS®.

- Microscopio CX21®0lympus.

Animales (Gastrotheca spp.)

- Gastrotheca riobambae
- Gastrotheca pseustes

- Gastrotheca litonedis



ANEXO 3: Informe de necropsia

INFORME DE NECROPSIA.

Identificacion: No. Terrario:

Fecha de muerte:
Fecha de necropsia:
Nombre comun:

Especie: Orden/Familia:

Género (M, F, ND): Edad: Peso:

Distancia boca — cloaca (mm): Circunferencia abdominal-miembros:
Muerte (natural o eutanasia): Eutanasia (farmaco — dosis):

Grado de descomposicién (alto, mediano, bajo):

Condiciones del terrario:

Temperatura del terrario: Humedad relativa del terrario:

Historia (enfermo, bajo tratamiento, etc):

Condicién general (PIEL, mucosas, condicién corporal, reflejos nerviosos):

Sistema musculo esquelético:

Sistema cardiovascular:

Sistema hemolinfatico:

Sistema respiratorio:

Sistema digestivo:

Sistema urinario:

Sistema reproductivo:




Organos de los sentidos:

Muestras para histopatologia:

Muestras para otros estudios:

Diagnosticos morfoldgicos:

Comentarios adicionales

1.2 Responsable:

Disposicion del cadaver:



ANEXO 4: Figuras

Figura 56: Parche pélvico. Zona més oscura entre los muslos.
Adaptada de Pessier, 2009.

Figura 57: Paralisis. A la evaluacion clinica del individuo se encontrdé que no hay respuesta
de huida debido a la paralisis de los miembros posteriores. Gastrotheca riobambae — 3087.




