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RESUMEN

La muerte en cautiverio de anfibios que se encuentran en peligro de extincion
es muy concurrente en los centros de conservacion. Este problema puede ser
ocasionado por el desconocimiento sanitario en el que se encuentran las
poblaciones, incidiendo negativamente en los programas de conservacion y
posterior reintroduccién. En el Ecuador, la iniciativa de conservacion “Balsa de
los Sapos” mantiene en cautiverio a ranas de la especie Atelopus limon que
actualmente se encuentran en un significativo declive poblacional en vida
silvestre, haciendo de esta especie un candidato 6ptimo para la conservacion
en cautiverio. Sin embargo, durante el proceso de cria ex situ, se esta
produciendo la muerte de estos ejemplares y las causas no llegan a ser
diagnosticadas. El siguiente estudio histopatolégico se realizé en 14 individuos
(11 hembras y 3 machos), los cuales murieron en el 2014. A los individuos se
les realizé un examen fisico general, biometria y posteriormente se procedio a
la necropsia. Muestras de todos los 6rganos fueron tomadas y conservadas en
formalina bufferada al 10% para posterior realizacibn de las laminas
histol6gicas. Analisis y lectura de los hallazgos histopatolégicos principales y
secundarios fueron realizados con microscopia de luz. Las lesiones se
clasificaron en primarias, secundarias y se caracterizaron como circulatorias,
degenerativas, inflamatorias de origen infeccioso y no infeccioso y se
manifestaron de forma aguda y crénica. Las posibles causas de muerte en esta
poblacién se produjeron por choque cardiogénico el 71.43% (10/14), el 21.43%
(3/14) por un choque hipovolémico y el 7.14 (1/14) fue indeterminado. Mientras
que, en dérganos secundarios resalta la presencia de Entamoeba spp.14.28%
(2/14) y Batrachochytrium dendrobatidis 21.43% (3/14). Este estudio nos
permitié conocer el origen de las causas mortis y estas se relacionaron con una
compensacion fisiolégica a una hipoxia ambiental, hiperemia, hemorragia y

agentes infecciosos que afectan a esta poblacion durante el cautiverio.



ABSTRACT

It is common to find dead amphibians who are in danger of extinction and live in
conservation centers. This problem can occur from not knowing their hygiene
status, which affects in a negative way on the conservation programs and
subsequently during their reintroduction. In Ecuador there is a conservation
initiation called “"Balsa de Sapos™™ which keeps in captivity the frog species
known as Atelopus limon that currently find itself in wild life decline, making
them optimal for captivity conservation. However, during the ex situ breeding
process, death is occurring to this species of amphibian and the causes of it do
not reach a diagnosis. The histopathological study was performed on 14
individuals (11 females and 3 males) which died in 2014. The tests that were
performed on the individuals were a general physical examination, biometry and
subsequently a necropsy. Samples from every organ were taken and conserved
in buffered formaline at 10% for later making histological plates. The findings
from the principal and secondary histopathological analysis and lecture were
done by light microscopy. The injuries were classified in primary, secondary and
to be characterized as circulatory, degenerative, inflammatory of infectious and
non-infectious origin and manifested acutely and chronically. The possible dead
causes for this population were 71.42% (10/14) by cardiogenic shock, 21.43%
(3/14) by hypovolemic shock and 7.14 (1/14) were undertermined. The
secondary organs presented Entamoeba spp. which were the 14.28% (2/14)
and Batrachochytrium dendrobatidis 21.43% (3/14). This study allowed us to
know the origin of the causes mortis and these were related to a physiological
compensation to an environmental hypoxia, hyperemia, hemorrhage and

infectious agents that affect this population during the captivity.
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ANEXOS



1. CAPITULO I; INTRODUCCION

La gran biodiversidad de fauna que posee el Ecuador le permite ser el tercer
pais con mayor diversidad de anfibiofauna a nivel mundial, siendo
categorizadas 577 especies hasta el afio 2016 (Museo de Zoologia QCAZ,
2016). La conservacion de los anfibios endémicos ecuatorianos es de suma
importancia, ya que son bioindicadores, controladores de plagas y mantienen el
equilibrio tréfico en sus habitats naturales (Pefia, 2010). Sin embargo, en la
actualidad el declive de sus poblaciones han ubicado a 154 especies en peligro
de extincion, esto debido a la perdida de habitas, contaminacién, presencia de
especies invasoras y la aparicion de enfermedades (Ministerio del Ambiente
Ecuador, 2015).

En el Ecuador, la especie Atelopus limon se encuentra en un significativo
declive poblacional en vida silvestre, haciendo que sea importante la creacion
de programas de conservacion, reproduccion y reintroduccién, por lo que, en el
centro de conservacion “Balsa de los Sapos” se realiza su cria ex situ, con el
objetivo de mantener en equilibrio las poblaciones en los ecosistemas que la
albergan (Museo de Zoologia QCAZ, 2016). Pero, posiblemente a causa del
desconocimiento apropiado de manejo, mala adaptabilidad a la altura e incluso
la presencia de agentes infecciosos, esta ocurriendo cominmente la muerte de
estos ejemplares en cria ex situ y las causas de muerte no llegan a ser
precisadas. Este tipo de situaciones estan afectando directamente a los
objetivos de los proyectos de conservacion y de reintroduccion de estas

especies.

Llevando en consideracion lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo
caracterizar anatomopatolégicamente las alteraciones relevantes en los
organos principales y secundarios de los Atelopus limon que murieron en el
periodo de 2014, para asi poder determinar las posibles causa mortis durante
el cautiverio e inferir en las condiciones sanitarias y ambientales que presentan

los animales en ese periodo.



Por otro lado, con anterioridad en el Centro de Conservacion se han realizado
estudios utilizando histopatologia como herramienta diagndstica, en los cuales
se caracterizaron érganos vinculados con el sindrome de edema, en donde se
encontraron lesiones vasculares, celulares degenerativas e inflamatorias;
derivados en procesos cronicos Yy agudos, ademas presencia de
microorganismos como parasitos, hongos y bacterias en anfibios de la especie
Gastrotheca riobambae (Quishpe, 2016). También, fueron caracterizados
procesos de deformacion 6sea en individuos que presentaban signos de
escoliosis, desviacion de columna, deformacion en extremidades y vertebras
mediando imagenologia e histopatologia, los animales presentaron el 90%
deformacion 6sea avanzada y el 10% de deformacion 6sea inicial, en anfibios
de la especie Agalynchnis spurrelli (Ortega, 2016).

Los trabajos de investigacion anteriormente mencionados poseen informacion
importante que sirve de base y guia para conocer el estado general sanitario en
gue se encuentran las poblaciones en cautiverio y determinar las posibles

causas de muerte y el perfil sanitario completo en el estudio a desarrollarse.

Ademas, de haberse desarrollado y fortalecido técnicas de diagndstico en
anfibios en el &mbito de la medicina de la conservacion para la preservacion de
especies endémicas en cautiverio, este trabajo forma parte del proyecto entre
la Universidad de Las Américas y la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador
(PUCE), titulado “Patologia comparada de procesos no infecciosos e
infecciosos de anfibios ecuatorianos en cautiverio”. Este estudio, sigue las
directrices del plan estratégico 2013-2017 de la Universidad de Las Américas;
al asegurar la calidad académica, vinculando a los estudiantes a la generacion
de investigacion y publicaciones cientifica (Universidad de Las Américas,
2013).



1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

Determinar las posibles causas de muerte de anuros de la especie Atelopus
limon en la Balsa de Sapos que murieron en el 2014, mediante la descripcion
de los hallazgos histopatolégicos, para asi inferir en las condiciones sanitarias

gue han afectado a esta poblacion durante una linea temporal en cautiverio.
1.1.2 Objetivos especificos
Identificar macroscopicamente las lesiones presentes en los érganos.

Caracterizar los hallazgos histopatoldgicos principales y secundarios presentes

en los érganos y tejidos de acuerdo a su extensién, severidad y cronicidad.

Identificar la causa de muerte de los individuos de acuerdo a los diagndsticos
principales obtenidos de la caracterizacion anatomopatoldgica, las historias

clinicas y establecer si estas son de tipo infeccioso, no infeccioso o metabdlico.



2. CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas generales de los anuros

Los anuros son animales ectotérmicos que viven en dos medios en el
transcurso de toda la vida. Al inicio en la etapa larvaria; en donde no poseen
extremidades anteriores y posteriores para movilizarse en tierra, habitan en un
entorno acuatico y su respiracion es completamente branquial. Posteriormente,
cuando llegan al proceso de metamorfosis para convertirse en adultos, los
anuros poseen estructuras locomotoras; estas les permiten transportarse por
tierra, su respiracion es pulmonar y su dieta diaria es basicamente carnivora
(Vitt & Caldwell, 2014).

2.2 Caracteristicas generales de los Atelopus limon

El Atelopus limon es conocido como Arlequin de limon. Es una rana de color
negro con franjas amarillas y el vientre naranja. Una de las particularidades
importantes de estos anfibios es la produccién de sustancias toxicas por medio
de la piel; la cual es usada como un sistema de proteccion en contra de sus
depredadores (Pefia, 2010).

Por otro lado, los Atelopus son diurnos, terrestres arboricolas y son mas activos
cuando influye la humedad; especialmente en los dias de lluvia ligera, donde
estos van hacia las grietas y raices para conseguir su alimento, el cual se basa

principalmente en hormigas y escarabajos (Pefia, 2010).

Los machos adultos, llegan a medir 33 mm y viven cerca a la orilla del rio,
mientras que las hembras miden 44 mm y la mayor parte del tiempo habitan en
las laderas y bajan solamente en época de reproduccion (Pefia, 2010).

2.3 Taxonomia

Los Atelopus representan un grupo diverso dentro del entorno neotropico y
cuenta con 89 especies conocidas. En el afio 2003, fue localizada una nueva
especie silvestre, el Atelopus limon en la provincia de Morona Santiago, en las



orillas del Rio Napizana a 1100 msnm, en el suroriente ecuatoriano y pertenece
al reino animalia, filo cordata, clase amphibia, familia bufoniae, especie
Atelopus limosus (Pefa, 2010; Puschendorf et al., 2005).

2.4 Caracteristicas anatémicas y fisioldgicas

A continuacion, se describirda las caracteristicas anatomicas y fisiologicas

anuros.
2.4.1 Respiracion y piel

La respiracion se produce por el ingreso del oxigeno hacia a los sacos
pulmonares; en donde se produce el intercambio gaseoso, pero ademas de los
pulmones, la piel también se encarga de esta funcion; al ser anatdbmicamente
muy irrigada, asi permitiendo el trasporte de oxigeno hacia todos los tejidos del
organismo (Vitt & Caldwell, 2014).

Por otro lado, la piel es encargada de la proteccion y la hidratacion, gracias a la
presencia de glandulas que le permiten ser un medio permeable para el ingreso
de oxigeno y agua; como parte del equilibrio homeostatico. Por lo consiguiente,
estas particularidades hacen de la piel una via bastante permeable incluso para
el ingreso de diferentes sustancias como medicamentos, tdxicos, patdgenos,
entre otros. Asi, estas caracteristicas hacen de los anfibios una especie muy
vulnerable y selectiva en los medios en donde habitan (Vitt & Caldwell, 2014)

2.4.2 Sistema digestivo

Se encuentra compuesto inicialmente por boca y lengua, en donde se realiza la
masticacion y deglucion de los alimentos; los cuales son transportados hacia el
estbmago a través del eséfago. La funcionalidad del estomago es
completamente enzimatica para la digestion de los alimentos de origen
proteico. Seguidamente, se encuentra la porcion duodenal del intestino; lugar

donde se produce la absorcion de los nutrientes, ademas en esta zona se



encuentra localizado el conducto pancreético y el pancreas adosado; el cual es

encargado de la produccion de enzimas digestivas (Wright & Whitaker, 2001).

Hace parte del tracto digestivo el higado, 6rgano muy importante para la
funcidn de la digestion, almacenamiento, eliminacion de sustancias toxicas. En
el I6bulo izquierdo del higado se encuentra conectada la vesicula biliar, 6rgano
donde se almacena la bilis; la cual es muy necesaria para la digestion de
lipidos (Wright & Whitaker, 2001).

Para concluir, en la porcién final del sistema digestivo se encuentra el intestino
grueso, en el cual se realiza la reabsorcion de liquidos y ademas el
almacenamiento de los desechos del organismo como parte de la digestion
(Wright & Whitaker, 2001).

2.4.3 Sistema circulatorio

En los anfibios, el sistema circulatorio es de tipo cerrado, doble e incompleto.
Se conforma por el corazén, el cual se encuentra compuesto por dos auriculas
y un ventriculo. Este 6rgano tiene una presion sistdlica de 32 mmHg, y una
diastdlica de 21 mmHg y el volumen cardiaco presente es de 20-30
(mL/Kg.min) (Hill, Wyse, & Anderson, 2006). Ademas, el sistema circulatorio
cuenta con vasos sanguineos que son encargados de distribuir el oxigeno, los
nutrientes y otras moléculas a los tejidos en el organismo de los anfibios
(Wiechmann & Wirsing-Wiechmann, 2003).

2.4.4 Sistema linféatico

Los oOrganos linfaticos son el bazo, los ganglios linfaticos y las células de
defensa, los cuales son encargados de la proteccion de agentes externos que
pueden presentarse dentro del organismo, como es el caso de bacterias, virus

y parasitos (Wiechmann & Wirsing-Wiechmann, 2003).



2.4.5 Sistema genitourinario

Este sistema se encuentra conformado por rifiones, uréteres, vejiga urinaria y
uretra. Cabe destacar que, debido a que son animales muy propensos a la
deshidratacion, los anfibios tienen rifiones elongados, lo que les permite tener
conductos colectores mas largos, esto a su vez amplia funcionalidad para la
reabsorcion del agua de acuerdo a los requerimientos y la eliminacion de los

iones innecesarios (Vitt & Caldwell, 2014).

Los desechos nitrogenados en orina de anuros son principalmente amoniaco,
urea o acido urico; esto depende del ambiente en que habitan. Los anuros
acuaticos excretan la mayoria de sus residuos nitrogenados como amoniaco,
mientras que las especies terrestres; por no estar en contacto constante con un
medio rico en agua, excretan gran parte de su nitrdgeno como urea y especies
gue viven en condiciones relativamente secas, convierten los desechos de
nitrégeno en acido Urico. La forma de excrecién y concentracién de desechos
nitrogenados pueden variar por el ambiente, alimentacion y el nivel de

hidratacion que presenten los animales (Wright & Whitaker, 2001).
2.4.6 Sistema reproductor

El sistema reproductivo de los anfibios en general es bastante estandarizado;
considerando la diversidad maneras fisiol6gicas y comportamentales que estos
ejemplares han desarrollado para reproducirse. Las gonadas se encuentran en
pareja y los gametos viajan por medio de los ductos. Mientras que, la cloaca
recibe los residuos del sistema digestivo y sistema genitourinario; como es el
caso de los espermatozoides y oOvulos (Vitt & Caldwell, 2014; Wright &
Whitaker, 2001).

Los machos poseen un par de testiculos, la conformacién es no lobulada, no
poseen pigmentacién y se encuentran conectados directamente con los rifiones
por medio del mesorquio. Los espermatozoides del testiculo son transportados
hacia los tabulos colectores nefriticos; los cuales entran en el ducto de Wolffian

y se vacia en la cloaca (Wright & Whitaker, 2001).



Mientras que, las hembras presentan un par de ovarios que limitan y se
conectan intimamente con los rifiones por medio del mesovario. Los foliculos
se encuentran rodeados por una delgada membranosa que se rompe en cada
ciclo de ovulacién para la salida de los 6vulos hacia la cloaca. La conformacion
de los oviductos son rectos y elongados para el transporte los évulos a ser
fecundados (Wright & Whitaker, 2001).

4.2.7 Sistema musculo-esquelético

El sistema musculo esquelético en los anuros es de suma importancia, al ser
estos ejemplares caracteristicos por poseer una locomocién especial saltatoria.
La columna vertebral se encuentra fusionada con y se dividen en tres regiones
gue son pre-sacral, sacral y post-sacral. Estos especimenes tienen la pelvis
fusionada e intima con la Ultima vertebra pre-sacral, haciendo que, esta
modificacion permita facilitar los movimientos durante el salto (Wright &
Whitaker, 2001).

Por otro lado, los huesos largos de las extremidades anteriores se componen
de hamero, radio, ulna, huesos carpales y metacarpos, mientras que, las
extremidades posteriores componen fémur, tibia, fibula, huesos tarsales y
metatarsos (Wright & Whitaker, 2001).

Finalmente, la cavidad celémica se encuentra conformada por el esternén y
costillas que varia el numero dependiendo de la especie y protegen la porcién
pectoral (Wright & Whitaker, 2001).

4.2.8 Sistema endoécrino

El sistema endocrino en los anuros es importante para su fisiologia y
morfologia. Hormonas como las adrenocorticotropa, hormona tiroidea, hormona
estimulante de la tiroides y hormona del crecimiento, son encargadas de
controlar en el transcurso del proceso de metamorfosis para la proliferacién,
diferenciacion de los tejidos y en la vida adulta para control de la homeostasis

fisiologica (Denver, Glennemeier, & Boorse, 2002).



La parathormona, es la encargada elevar los niveles de calcio y fosforo en la
sangre, mediante una mayor actividad de los osteoclastos, la disminucion en la
excrecion por orina, mayor nivel de absorcion en el intestino y la produccion de
vitamina D en los rifiones. Por otro lado, la hormona calcitonina se encarga
disminuir los valores de calcio y fosforo en sangre, mediante el
almacenamiento y ademas mantiene valores normales de vitamina D en la
sangre, siendo importante el equilibrio hormonal para la conformacion 6sea y
control de potasio y fosforo en sangre de los animales (Talmage & Mobley,
2008).

4.2.9 Sistema nervioso y sensorial

En los anuros, existe una cefalizacion aumentada, con mayor importancia en el
proceso de informacion por parte del encéfalo y la correspondiente perdida de
independencia de los ganglios espinales; los anuros solamente son capaces de
reaccionar a reflejos esterotipales (Hickman, Roberts, Larson, I'Anson, &
Eisenhour, 2007).

El encéfalo se divide en tres regiones importantes: el encéfalo anterior
(telenecéfalo), el cual se relaciona con el olfato y es capaz de reconocer olores
diluido en el aire y es el mas desarrollado en los anuros. El resto del encéfalo
anterior y cerebro tienen poco importancia en esta estas especies (Kaas, 2017)

El encéfalo medio (mesencéfalo), es el lugar en donde se localizan en los
I6bulos épticos para las actividades visuales. Finalmente, el encéfalo posterior
(rombencéfalo), este esta dividido en un cerebelo anterior y una medula
posterior. El cerebelo se encarga del equilibrio y la coordinacion de los
movimientos y no se observa muy desarrollada en anfibios; por eso siempre
permanecen cerca del suelo. Mientras que, la médula oblonga se encuentra los
reflejos auditivos, equilibrio respiracion, deglucion y el control vasomotor
(Hickman et al., 2007; Kaas, 2017).
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2.3 Anuros en cautiverio y manejo

Se describird a continuacion, las condiciones, requerimientos ambientales y

sanitarios necesarios de los anuros en cautiverio.
2.3.1 Condiciones ambientales de los anuros en cautiverio

En cuanto a la vida de los anuros en cautiverio, los terrarios generalmente
deben ser de vidrio y plastico por su facil manejo (Wright & Whitaker, 2001).
Los terrarios deben tener una humedad ambiental de 65% a 95% de saturacion
durante un periodo de 24 horas y el intervalo de la temperatura debe ser entre
24°C a 30°C en los periodos bajos de humedad. Es importante mantener el
sustrato humedo con contenedores de agua fresca para que los animales
puedan mantenerse hidratados todo el tiempo (Aguilar, Hernandes, Drivers, &

Parpifianan, 2010).

Por otro lado, los anuros al ser ectotérmicos requieren una fuente de calor, esta
puede ser simulada con una de luz de reposo para brindarles calor o luces
fluorescentes que ademas de proporcionar calor, envian radiacion ultravioleta
gue permite la sintesis de vitamina D; la cual es muy necesaria para la
absorcion de calcio en el organismo y se debe evitar la luz brillante porque

podria causarles estrés (Aguilar et al., 2010).

Con respecto a las condiciones de infraestructura dentro del terrario, se debe
cumplir con enriquecimiento ambiental, el cual permita establecer condiciones
similares con el entorno natural. Pueden ser usados materiales naturales como
son la tierra, hojas, musgos, helechos, los cuales deben ser esterilizadas
previamente en un horno a 110°C, asi estos permitiran tener zonas con sombra
profunda, areas con luz parcial y completa, necesarios para evitar el estrés
ambiental (Aguilar et al., 2010).
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2.3.2 Manejo sanitario en cautiverio en los anuros

Al encontrarse los patogenos distribuidos a nivel mundial, estos estan
ocasionando importantes declives poblaciones en anfibios. Ha sido necesario
implementar una bioseguridad en cautiverio y protocolos de manejo
adecuados, para asi minimizar la introduccion de animales infectados a los
centros de conservacion (Pessier & Mendelson, 2009). Este proceso se inicia
desde la llegada al centro, con el cumplimiento de una cuarentena, por un
lapso minimo de 90 dias (Wright & Whitaker, 2001).

Durante el periodo de cuarentena, es sumamente importante la realizacion de
medidas sanitarias de prevencion. Las medidas sanitarias contemplan
examenes periddicos, valoracion del peso, tamafio, comportamiento natural,
apariencia fisica, y se complementa con la toma de muestras, que son usadas
para la realizacibn de exadmenes de laboratorio, entre los que se encuentran
hematoldgicos, coproparasitarios, cultivo, muestras histolégicas, entre otras.
Esta informacion recaudada puede servir de guia para conocer el estado de
salud en que se encuentran inicialmente los animales (Pessier & Mendelson,
2009; Wright & Whitaker, 2001).

El complemento para lograr una correcta bioseguridad también depende de los
operarios, que estos usen pediluvios en ingreso a las salas, mandiles
exclusivos para sala, el uso guantes durante el manejo de los animales y que
los cambien cuando se manipulan diferentes terrarios (Pessier & Mendelson,
2009)

2.3.3 Desinfeccion y cambio de agua

La desinfeccion se debe realizar luego del vacié del terrario, con una solucién
de cloro al 5%, dejando en reposo de 10 a 15 minutos. Posteriormente se
limpia con abundante agua hasta el retiro total de la sustancia (Pessier &
Mendelson, 2009).
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El cambio del agua que se suministra a los terrarios, debe ser de 6ptima
calidad y tratada por procesos de filtracion del 10% al 20%. El aporte del agua
corriente debera ser respuesta constantemente; segun el sistema de abasto
existente en el Centro. Con respecto al control es importante llevar en
consideracion el estado de los parametros del agua que son la temperatura,
turbidez, dureza, y pH. Estos deben ser manejados con responsabilidad y
sigilo, ya que el agua debe tener caracteristicas similares al estado silvestre, es
decir sin cloro ni otro tipo de quimicos 0 metales pesados que podrian causar

enfermedades a los animales (Pessier & Mendelson, 2009)
2.3.4 Alimentacion en cautiverio de anuros

En el ambito alimenticio en cautiverio de los anuros, es importante continuar
con el ofrecimiento de presas vivas para simular la alimentacion en un medio
natural, como son los grillos, insectos, escarabajos y larvas; como base de su
dieta diaria (Pessier & Mendelson, 2009). Se recomienda la optimizacion vy el
balance del calcio y el fésforo y a su vez, se debe evitar que los lipidos se
encuentren altos y las proteinas muy bajas en la dieta diaria (Wright &
Whitaker, 2001). Actualmente, se conoce que los micronutrientes también son
parte importante en el complemento de una dieta equilibrada, haciendo
necesario el suplemento de ciertos nutrientes como vitamina D3, vitamina A,

calcio y carotenoides (Ferrie et al., 2014).
2.3.5 Presencia de enfermedades en anfibios

Conjuntamente con la disminucion de poblaciones de anfibios, se encuentran
asociados los organismos de tipo infeccioso como son virus (Ranavirus),
parasitos, bacterias, hongos (Batrachochytrium dendrobatidis) y protozoarios;
gue estan afectando a los animales y forman parte importante dentro las

amenazas de la extincion de estas especies (Pessier et al., 2014).

En cautiverio pueden presentarse agentes infecciosos a causa de un mal
manejo, por lo que estos podrian estar exponiendo a los animales a un grave

peligro, ya que los anuros son muy susceptibles por sus particularidades
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anatomicas Yy fisiologicas; haciendo que cualquier agente extrafio tenga mayor

posibilidad de ingreso al organismo (Wright & Whitaker, 2001).

El monitoreo de enfermedades de los animales en cautiverio es sumamente
importante para el control, manejo y bienestar de los ejemplares (Pessier &
Mendelson, 2009).

Durante el cautiverio también se debe tener en cuenta enfermedades de tipo no
infeccioso como las enfermedades metabdlicas, que son de suma importancia
y que presentan con frecuencia los anfibios, especialmente cuando se les
oferta dietas diferentes o modificadas con respecto a su habitad natural y
hacen que sean mas propensos a sufrir alteraciones que afecten directamente
su salud; como es la compensacion fisiolégica a una hipoxia ambiental en los

animales que proviene del neotrépico (Witzmann et al., 2014).

Por otro lado, otros problemas de salud a ser tomados en cuenta son los
sindromes idiopaticos, como es el caso del sindrome de edema. Este sindrome
se caracteriza por presentar acumulo de liquido en la cavidad celémica y puede
ser ocasionado por infecciones bacterianas, hongos, parasitos, problemas

cardiovasculares, insuficiencia renal y hepatica (Wright & Whitaker, 2011).

Ademas, a la cautividad inadecuada puede sumarse el estrés que sufren a
causa de los cambios ambientales, lo que puede llevar a un debilitamiento del
sistema inmunitario y asi aumentar la susceptibilidad al desarrollo de
enfermedades (Rachowicz et al., 2006; Wright & Whitaker, 2001).

2.4 Necropsia

Entre los protocolos dentro de los centros de conservacion de anfibios debe
incluirse la realizacion de necropsia de todos los animales que mueren para
evaluar y detectar presencia de enfermedades que pueden ser clinicamente
insospechadas (Pessier & Mendelson, 2009). Esta técnica permite la
realizacion de un examen completo sistematico de organos y tejidos, para la

identificacion y descripcion morfologicas de los procesos patolégicos en un
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cadaver, lo cual facilita determinar la causa de muerte de los individuos (Zacary
& McGavin, 2012).

2.5 Histopatologia

La histopatologia es una herramienta que aclara y explica gran parte del
diagnastico final de las necropsias; en casos en que se hayan catalogado como
muerte natural o cuando no hay un mecanismo de muerte claro y conciso para
el diagnéstico concluyente (Cooper & Cooper, 2007; Pessier & Mendelson,
2009).
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3. CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio

El proyecto de conservacion de la Balsa de los Sapos de la Escuela de Biologia
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador (PUCE), ubicada en Quito-Ecuador, se dio inici6é en el afio
2006. En las instalaciones de este Centro se encuentran en cautiverio especies
endémicas ecuatorianas, entre las cuales esta el ejemplar Atelopus limon
(Museo de Zoologia QCAZ, 2016).

La Balsa de los Sapos inicié en el afio 2014 con la conservacion en formol al
10% de los individuos que tuvieron muerte repentina, para posteriormente
realizar diferentes investigaciones. Dentro de la poblacion de animales
conservados en formol se encuentra la especie Atelopus limon, siendo esté la

mas afectada con 57 individuos en el periodo de 2014 a 2016.
3.2 Muestra poblacional

La poblacion de Atelopus limon que muri6 en el afio 2014 fue de un total de 14
individuos; los que se encuentran conservados en formol al 10% y cuentan con
datos importantes como son fecha de muerte, nUmero de terrario y nimero de
identificacion. El reducido nimero de animales se debié a que son especies en
peligro de extincién y una parte de la poblacién de animales que murieron en el

2014 formo parte de estudios por medio del Museo de Zoologia QCAZ.

El permiso de manejo para las muestras de animales se encuentra concedido
bajo la patente de Manejo de Vida Silvestre 2017, No 007-2017-FAU-DPAP-

MA, este documento se puede ver en el anexol.
3.3 Evaluacion fisica 'y biométrica

Se inici6 con un examen general fisica completo, en donde se observo la

condicion corporal basados en los parametros biométricos (Ferrie et al., 2014).
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Posteriormente, se tomd parametros de peso en gramos (g), se calibro la
balanza (BOECO BB I-41®) y con ayuda de un recipiente plastico se colocé al
animal directamente para el pesaje. A continuacion, se tom6 medidas rostro-
cloacal en milimetros (mm) con ayuda de un calibrador (Scala®) y la
circunferencia celomatica en milimetros (mm) con una cinta métrica. Ademas,
para la evaluacion fisica se utilizé informacion clinica individual; sexo, afio de
nacimiento, lugar de nacimiento y alteraciones relevantes del estado general
sanitario, en donde se relata la presencia de liquido en la cavidad celomética,
conformacién oOsea, otras lesiones como golpes y hemorragia. Durante este

proceso se utilizé una cdmara fotografica para el registro de imagenes.
3.4 Necropsia e histopatologia

A continuacion, se hablard sobre las técnicas de patologia e histopatologia,

usadas en el estudio.
3.4.1 Necropsia

La correspondiente necropsia fue realizada en laboratorio de microbiologia de

la Universidad de Las Américas.

Inicialmente, se realizdé examen fisico externo completo. Se evaluaron mucosas
y piel. Se realiz6 palpacion para la valoracion de estructuras 6seas, musculo-
esqueléticas, presencia de masas o mal formaciones en las diferentes partes
del cuerpo (Wright & Whitaker, 2001).

A continuacion, se coloc6 al animal en una caja petri y se realizd una incision
de una linea ventral en la piel, desde la porcion intermandibular hasta la cloaca
con ayuda de un escalpelo nimero cuatro y pinzas anatomicas. Luego, se
incidio la musculatura y el esternon, en donde se valoraron los 6rganos internos
de la cavidad celoméatica, mediante el uso de un estereoscopio KRUSS®
(Pessier & Pinkerton, 2003).
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Paso seguido, se continu6é con la separacion cuidadosa de los 6rganos. Se
inicio con el higado, para continuar con vesicula biliar, corazén, bazo,
pulmones, sistema digestivo (lengua, eséfago, estbmago, duodeno, pancreas,
yeyuno, ileon e intestino grueso). Luego de separ0 sistema genitourinario;
rifones, vejiga, oviductos y ovarios en hembras y en el caso de machos los

testiculos y finalmente musculo, hueso y piel (Pessier & Pinkerton, 2003).

Durante todos estos procedimientos, se tomdO apuntes en el informe de
necropsia recomendado por Wrigth y Whitaker (2001), para detallar los

hallazgos macroscopicos y morfolégicos encontrados, ver en el anexo 2.
3.4.2 Toma de muestras

Posterior a la necropsia, cada 6rgano fue diseccionado y se realiz6 una colecta
completa que abarco todos los 6rganos de los animales. Ademas, se tomaron
los parametros de localizacion, tamafio, forma y color de las estructuras. Se
coloc6 en casetes individuales cada muestra para su fijacion en envases de
plasticos de 50 mL que contenia formol bufferado al 10% y se etiquetd
correctamente para el posterior corte y tincion que fueron realizados en el

Laboratorio de Histopatologia de la Universidad de Las Américas.
3.4.3 Histopatologia

Obtenidas las laminas histoldgicas se inicié con la evaluacion y observacion de
los tejidos colectados, mediante un microscopio de luz Olimpus (CX21®) con
los objetivos de enfoque 4x, 10x, 40x y en el caso de ser necesario se realizd

observacion con objetivo de inmersion 100x.

Para el estudio se utilizé referencia bibliografia especializada y comparada,
esto permitié el reconocimiento entre tejido sano y alterado. Se tuvo la asesoria
del director de la tesis, el PhD. Alexander Genoy-Puerto para la lectura de las
laminas histologicas. Luego de identificadas y caracterizadas las lesiones de

acuerdo a su severidad, cronicidad y extension, estas se derivaron en lesiones
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primarios (determinaron los diagndsticos principales) y secundarios que

permiten profundizar la caracterizacion.

Para el complemento del estudio se realizé microfotografia de las lesiones
encontradas, esto se realiz6 con microscopio de luz AxioLab.Al® (Zeiss) y

camara AxioCamErc5s® (Zeiss).
3.4.4 Analisis de los datos

Los hallazgos encontrados en las placas histolégicas se detallaron en bases de
datos dispuestas en tablas en un documentos de Microsoft Excel® para
posteriormente realizar el andlisis de las descripciones. Finalmente, para la
indagacion de los resultados, se utilizd patologia general y sistémica

comparada y se conté con la asesoria del PhD. Genoy-Puerto.
3.5 Disefio experimental
3.5.1 Hipotesis

H1: Las posibles causas de muerte en el centro de conservacion la balsa de los
sapos, de la especie Atelopus limon, en el afio 2014 son ocasionadas por

agentes de tipo infeccioso y no infeccioso.
3.5.2 Disefio experimental

Se realiz6 un estudio descriptivo y observacional de los principales y
secundarios hallazgos histopatolégicos encontrados en todos los 6rganos de la

poblacién de Atelopus limon que murieron el 2014.

Para la clasificacion y descripcibn de las lesiones histopatoldgicas, es
necesario conocer la anatomia, fisiologia, fisiopatologia, por lo que, se utilizd
literatura selecta de libros de patologia sistémica comparada y publicaciones
cientificas y para la histologia comparada de anfibios, se conté con un atlas

fotografico con histologia descriptiva de Xenopus Laevis de Wiechmann &
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Wirsing-Wiechmann (2003), pues este proporcioné facilidad para la

caracterizacion y comparacion entre el tejido sano y alterado.
3.5.2.1 Clasificacion de las causas de muerte

Las causas de muerte se clasificaron de acuerdo la metodologia usada en
medicina forense, la cual se fundamenta principalmente en las bases de la
medicina veterinaria, la patologia y la fisiopatologia comparada (Cooper &
Cooper, 2007).

Se catalogaran en oOrganos principales y secundarios con sus respectivas
lesiones primarias, secundarias, la severidad, extension y cronicidad.
Subsiguientemente, se tomaron los diagndsticos principales severos que
comprometen la vida de los animales y se clasificaran las causas de muerte
tomando en cuenta los parametros establecidos por Montali (2004), Wright, &
Whitaker (2001) Genoy-Puerto (2012), ver tabla original anexo 3. Los
diagnoésticos encontrados en las causas de muerte seran relacionados
fisiopatolégicamente por la manera de accion los diferentes mecanismos
desencadenantes que causan las fallas multiorganicas y como estos afectan a
los diferentes 6rganos y su homeostasis. En tabla 1 se encuentra de forma

resumida la clasificacion de las causas de muerte.



Tabla 1.

Tabla adaptada de la clasificacion de las causas
Puerto, Montali & Wright & Whitaker.
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de muerte segun Genoy-

Tipo de causa

Causa de muerte

Mecanismo de
muerte

Infecciosa

No infecciosa

Indeterminada

Sospechosade
infecciosa

Virus
Hongos
Bacterias
Parasitos
Combinacién de dos o mas de los
anteriores

Intoxicacion. Hipertermia, hipotermia,
desecacion y deshidratacion.
Traumatismo de origen antropogénico
accidental, antropogénico intencional,
iatrogénico, peleas, golpes y caidas.
Trastornos metabdlicos y nutricionales
(hipovitaminosis A, hipocalcemia,
enfermedad metabdlica 6sea,
deficiencia de tiamina,
hiperfosfatemia, obesidad,
impactacion gastrica). Alteraciones
congénitas, neoplasias. Insuficiencias
sistémicas, multisistémicas y
enfermedades degenerativas.

Choques hipovolémico y
endotéxico. Colapsos
cardiorrespiratorio y
respiratorio. Emaciacion.
Falla multiorganica y en la
osmorregulacion.

Choque cardiogenico,
endotbxico, neurogénico,
séptico e hipovolémico.
Emaciacion. Colapso
cardiorrespiratorio,
cardiaco y respiratorio.
Traumas craneanos,
dorso-caudales, toraco-
abdominales,
politraumatismos en
drganos internos y
fracturas coxofemorales
(con posible generacion
de trombos) y falla
multisistémica.

Una causa de muerte indeterminada se produce en aquellos casos
en los que los hallazgos anatomopatol6gicos e histolégicos no
guian hacia un diagnéstico especifico debido a autolisis o
putrefaccion de los tejidos, ausencia de partes del cuerpo o por
ausencia de tejido para muestreo.

Se determina esta causa de muerte en los casos en los cuales se
observan hallazgos anatomopatolégicos e histolégicos compatibles
con procesos infecciosos, pero que cuyo agente causal no ha
podido ser reconocido o aislada
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Por otro lado, los hallazgos anatomopatolégicos seran usados como apoyo, ya

gue no son muy representativos macroscépicamente.

Mientras que, los hallazgos secundarios encontrados en el estudio serviran
para el conocimiento del estado sanitario en que se encuentra la poblacion en
una linea temporal y como esto afectaria al bienestar de los animales en

cautiverio.
3.6 Analisis estadistico

El estudio a desarrollarse fue descriptivo, utilizandose estadistica descriptiva.
Se realizé una base de datos en Microsoft Excel®, en la cual se dispuso toda la

informacion recaudada durante el estudio.

De esta base de datos se obtuvo informacion descriptiva. Primero se clasificd
entre 6rganos principales y secundarios, aqui se obtuvieron las cusas de
muerte individuales, posteriormente, estas se determinaron como de origen no
infecciosas e infecciosas y sus respectivas ponderaciones. Cada causa de
muerte fue descrita teniendo en cuenta la poblacién que la conformo, es decir,
describiendo peso, sexo, tamafo y la fase etaria de la misma. Ademas, cada
causa muerte, tuvo una clasificacion de alteraciones patolégicas primarias y

secundarias.

Para el andlisis de los resultados se expresan por estadistica descriptivamente

y mediantes representacion tabular y gréafica.
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4. CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Informacién general

Se recopil6 informacién sobre la edad, lugar de nacimiento y tiempo de
cautiverio. El 92.86% (13/14) de los individuos son ejemplares que nacieron en
el centro de conservacion en el afio 2010, mientras, que el 7.14 % (1/14)
provino de vida silvestre en el afio 2009. A continuacion, en la tabla 2 se detalla
el nimero de identificacion, afio de nacimiento, frecuencia, lugar de nacimiento,

el tiempo de cautiverio de cada individuo.

Tabla 2.

Informacion general de los individuos que murieron en el afio 2014.

. ., Afo de . Lugar de AROS en
Identificacion L Frecuencia 27 R
nacimiento nacimiento cautiverio
628 2009 1/14 Vida 5
silvestre
2802, 2997,
29971, 2984,
2836, 2981,
2993, 2980, 2010 13/14 Cautiverio 4
2984, 2808,
3342, 2559,
2872

La poblacién se encontré conformada por el 78.57% (11/14) de hembras y el
21.43% (3/14) fueron machos, siendo muy representativo la disminucién
poblacional en el nimero de hembras. En la tabla 3 se detalla la frecuencia de
numero de hembras y machos que han muerto en el afio 2014 y su respectiva

identificacion.



23

Tabla 3.

Identificacion, numero de hembras y machos que conforman la poblacion de

animales muertos en el 2014.

Sexo Frecuencia Identificacion

2802, 2997, 29971,
Hembras 11/14 29841, 628, 2836,
2981, 2993,
2980,2984,2808

Machos 3/14 3342,2559,2872

Se encontré que el 78.57% (11/14) de los individuos se presentaba con buena
condicién corporal, por otro lado, 21.43% (3/14) se encontraban en un rango

bajo de peso.

La presencia de ascitis fue evidente en el 85.71% (12/14), mientras que el

14.29% (2/14) no se presenté visualmente ascitis.

Otra patologia que afect6 a la poblacion fueron las alteraciones en la
conformacién Gsea; especialmente en columna vertebral, en el 92.86% (13/14)
se presencié alteraciones como cifosis, lordosis y escoliosis, por lo que, el

7.14% (1/14) no presento alteracion aparente macroscopicamente.

Otro tipo de alteracion fue la epistaxis y hemorragia de cavidad bucal en el
7.14% (1/14).

En la tabla 4 se detalla la frecuencia de las lesiones anteriormente relatadas y
el nimero de identificacion de los individuos, mientras que, en la tabla 5 se
encuentran las medidas biométricas con sus respectivas medias, desviaciones

estandares y parametros minimos y maximos.
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Frecuencia de alteraciones presentes durante el examen fisico.

Examen fisico y/o

; ) P Frecuencia Identificacion
historia clinica
2802,2997, 29971,
Buena condicion 11/14 29841,628,
corporal 2836,2981,2993,2980,
2984,2808,
Mala condicion corporal 3/14 3342,2559,2872
2997, 628,2836,2981,
. . 2872, 2802, 29971,
Presencia de ascitis 12/14 3342, 29841, 2559,
2993, 2980
Malformaciones 6seas 2802, 2997,29971,
(cifosis, lordosis 13/14 29841, 628, 2836, 2981,
escc;liosis) ' 2993, 2984, 2808, 2559,
2872, 2980
Hemorragia fosas 1/14 2559

nasales y cavidad bucal
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Tabla 5.

Medidas biométricas de peso, distancia rostro-cloaca y circunferencia toracica.

. ) Distancia
Distancia rostro-

Peso (9) cloaca (mm) circunferencia
Sexo Media Media toracica (mm)
(desviacion (desviacion Media
estandar) estandar) (desviacién
estandar)
Hembras 9.66 (+ 3.77) 43.17 (£ 6.12) 53.13 (+ 6.31)
Machos 3.01 (+ 1.34) 1.83 (= 4.43) 1.60 (+ 4.87)

4.2 Principales hallazgos de los 6rganos principales

Se confirmd la presencia de lesiones primarias y secundarias en todos los
organos. Primero, se relatan las lesiones principales de manera general como
diagnoéstico definitivo y a continuacion las lesiones secundarias; las cuales
permiten complementar la informacion a los hallazgos principales para la

determinacién y categorizacion de la causa mortis.
4.2.1 Principales diagnésticos en corazon

Las alteraciones principales en corazén afectaron al 92.86% (13/14) de los
individuos, estas lesiones son no infecciosas de tipo crénico. Se presentd
mayoritariamente insuficiencia cardiaca congestiva, miocarditis, hidropericardio
y se encontrg una lesion de tipo tumoral, el rabdomioma multifocal. En la tabla

6 se detallan de forma resumida los diagndstico encontrados en corazon.
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Tabla 6.

Diagnasticos principales en corazon, la frecuencia de presentacion y el nimero

de identificacion de los individuos.

Diagnosticos en

. Frecuencia Identificacion
corazén
Insuficiencia cardiaca
_congestiva, 2/14 2802, 2836
hidropericardio y
miocarditis focal leve
Insuficiencia cardiaca 2997, 29971, 628, 2981,
congestiva y miocarditis 10/14 2984, 2993, 2980, 2808,
focal leve a moderada 2559, 29841
Rabdomioma multifocal e
insuficiencia cardiaca 1/14 2872
congestiva
Indeterminado 1/14 3342

4.2.1.1 Insuficiencia cardiaca congestiva

La insuficiencia cardiaca congestiva se encontr6 presente en el 92.86%
(13/14), mayoritariamente como alteracion primaria en los individuos 2802,
2836, 2997, 29971, 628, 2981, 2984, 2993, 2980, 2808, 2559, 2982. Esta
alteracion afecté principalmente a los atrios con una hipertrofia excéntrica,

congestion cardiaca y edema (Figuras 1y 2).

En las fibras musculares del miocardio se observdé degeneracion y leve
rabdomiolisis focal, mientras que, en algunos individuos la alteracion fue
acompafnada con hidropericardio en el 14.3% (2/14) y en el 71.43% (10/14) con

una miocarditis secundaria (Figuras 3y 4).

Por otro lado, en el 7.14% (1/14) se presentd rabdomioma como diagnostico
principal, pero el corazén también fue afectado por insuficiencia cardiaca

congestiva.
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Figura 1. Congestion y edema cardiaco. Hipertrofia excéntrica de la auricula derecha con
congestion cardiaca severa y presencia de edema eosindéfilo focal severo (flecha negra).
Microfotografia de corazén (E y H). 4x. Atelopus limon, 29841-2. Recuadro inferior izquierdo.
Edema eosindfilo focal severo. 10x. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

Figura 2. Edema cardiaco severo. Se observa hipertrofia excéntrica, disminucion del grosos del
miocardio de la auricula izquierda. Esta alteracion se acompafia con congestion y edema
cardiaco generalizado severo. Microfotografia de corazén (E y H). 4x. Atelopus limon 2559-9.
Fuente: Alvear-Santos, 2018.
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La insuficiencia cardiaca congestiva se desarrolla gradualmente, puede
iniciarse a causa de enfermedades que afecta al miocardio de tipo cronico,
alteraciones a nivel valvular, hipertension, por el incremento del trabajo del
corazén durante las adaptaciones ambientales, deficiencias nutricionales,
enfermedades metabdlicas (deficiencia de vitamina D) o puede asociarse a
patologias renales, hepaticas y pulmonares (Jubb, Kennedy, & Palmer’s, 2007;
Zacary & McGavin, 2012; Zittermann et al., 2003).

Los factores anteriormente mencionados pueden presentarse en cautiverio y
desencadenar patologias cardiacas. Estas lesiones se pueden producir a
causa de un mal manejo, especialmente cuando hay una mala adaptacion
ambiental, estrés cronico, enfermedades metabdlicas y deficiencias
nutricionales (Wright & Whitaker, 2001).

En los anuros el requerimiento 6ptimo ambiental de oxigeno es sumamente
importante, debido a que estos presentan una circulaciéon sanguinea cerrada,
doble e incompleta. Por lo que, el desarrollo de una insuficiencia cardiaca
congestiva se relacionaria directamente con una homeostasis compensatoria
debido a la hipoxia ambiental que se produce por una mala adaptacion a la

altura; ya que estos ejemplares son originarios del oriente ecuatoriano.

Las principales alteraciones presentadas en los Atelopus limon a nivel de
corazén, coinciden con la descripcion encontrada en la literatura, la cual se
caracteriza por la presencia de una dilatacién de las camaras del corazén, esta
alteracion se encontré acompafada por una hipertrofia excéntrica, disminucion
del grosor, debilitamiento y necrosis en el miocardio. Ademas, se observo

congestion generalizada severa y edema (Trigo, 2011).

Otra alteracion presente que afectd al corazén de los Atelopus, fue el
hidropericardio, esta es una lesion bastante representativa y que acomparia a
la insuficiencia cardiaca congestiva, anasarca generalizada o un desbalance en

las presiones coloidosmatica e hidrostatica (Jubb et al., 2007).
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El hidropericardio se caracteriza por presentar liquido (trasudado) en el saco
del pericardio; este liquido se encuentra oprimiendo al corazén y produce un
inadecuado llenado auricular, ventricular y por lo tanto un pobre retorno venoso
(Jubb et al., 2007; Kumar, Abbas, & Aster, 2013; Zacary & McGavin, 2012).
Esta alteracion en la poblacion en cautiverio, esta intimamente relacionada a la
insuficiencia cardiaca congestiva y a todas las modificaciones que se
desencadena a partir de la misma, por otro lado, la descripcion anteriormente
relatada coincidid con las presenciadas en los ejemplares del estudio con

cardiomiopatias e hidropericardio (Figura 3).
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Figura 3. Hidropericardio. Se observa edema basofilo focal en el pericardio moderado (flecha
negra). Microfotografia corazon (E y H).10x. Recuadro superior izquierdo. Edema baséfilo focal
moderado. 10x. Atelopus limon 2980-2. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

En los hallazgos encontrados en el miocardio de los Atelopus, en el 71.43%
(10/14) se aprecid6 miocarditis como una alteracion secundaria. Esta se
presentd leve de forma difusa y es posible que esta alteracion este

acomparfando a la lesion principal.

La miocarditis raramente es una lesion principal que se produce a nivel de
miocardio, esta alteracion puede tener origen de enfermedades infecciones que
llegan al corazdén por via sanguinea o de manera directa por encontrarse

lesiones inflamatorias en el endocardio y pericardio (Jubb et al., 2007).

Un ejemplo de miocarditis se presencié en Loxodonta africana procedente de
cautiverio. En el miocardio se pudo determinar la presencia de agregados
inflamatorios mixtos, polimorfonucleares, linfocitos, leucocitos, histiocitos. Por
otro lado, en las fibras se pudo observar inflamacién y fragmentacion, pero no

se presento ninguna necrosis en el miocardio (Seaman, 1987).

A diferencia del Loxodonta africana, en los Atelopus limon solamente se

presentaron polimorfonucleares y a nivel de las fibras se encontr



31

rabdomiolisis, degeneracion ondular de las fibras e incluso necrosis focal,
siendo esta una variacion muy representativa. A pesar de que los animales son
diferentes, los dos provienen de cautiverio y esta lesion se caracteriza como

una inflamacion del miocardio (Figura 4).

”

Figura 4. Miocarditis. Presencia de agregados inflamatorios baséfilos difusos severos en el
miocardio del ventriculo. Se observa degeneracion de las fibras musculares multifocal.
Microfotografia de corazon (E y H). 20x. Recuadro superior derecho. Necrosis y rabdomiolisis
multifocal (flechas negras) con agregados inflamatorios baséfilos mixtos difusos y degeneracion
generalizada de las fibras. 20x. Atelopus limon 2993-2. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

4.2.1.2 Rabdomioma

En el individuo 2872 se observé a nivel de miocardio tres estructuras redondas
irregulares, separadas, con nucleos redondos, desordenados; al igual que las
fibras y presentaron infiltrado inflamatorio basofilico difuso moderado. Estas
estructuras se encontraron rodeadas por citoplasma eosinéfilo. La lesion
anteriormente relatada es compatible con rabdomioma multifocal (Figura 5).

Al diagnéstico anterior también se le suma la presencia de insuficiencia

cardiaca congestiva como se relatd anteriormente
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Los tumores benignos originarios del musculo estriado son frecuentes en
corazon, desarrollandose comunmente desde que los animales son jovenes, ya
que en estos es mas probable la aparicion de hamartomas o lesiones
displasicas (Jubb et al., 2007). Esta alteracion pudo acompafar al individuo
2872 desde la etapa juvenil. Ademas que, esta lesion posee caracteristicas
benignas y no fue fatal para la supervivencia del ejemplar en el cautiverio, pero

con el tiempo disminuye la funcionalidad del correcto bombeo cardiaco.

El rabdomioma cardiaco generalmente se encuentra involucrando directamente
con la pared ventricular derecha y el septum del corazon. Esta alteracion se
presenta macroscOpicamente como unas masas nodulares, con superficies

lisas, incrustadas y circunscritas en el miocardio (Jubb et al., 2007).

La caracterizacion anteriormente relatada coincide con la descripcion de la
lesion que se encontré a nivel macroscépica en el individuo 2872, con la
diferencia de que ademas de presentarse en la pared ventricular derecha y en
septum del corazon, este rabdomioma también se localizo en la porcién de la
pared izquierda ventricular limitando con la auricula, este hallazgo se puede ver

en el anexo 4.

En la determinacion microscépica del rabdomioma, se pudo observar los
miocitos desordenados y no hay presencia de mitosis, las fibras se encontraron
agrupadas en multiples nodulos irregulares y largos. Ademas, se localizé
vacuolas en todo el citoplasma de color eosindfilo (Jubb et al., 2007; Kolly,
Bidaut, & Robert, 2004).

La descripcion realizada anteriormente es similar a la encontrada en el
individuo 2872, a diferencia de que en la caracterizacion de este ejemplar, se
present6 infiltrado inflamatorio basofilico (Figura 5). Esta alteracion presenté
caracteristicas benignas; por la no presencia de mitosis en los nucleos (Zacary
& McGavin, 2012).
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4.2.2 Diagnosticos principales rifidn

Las alteraciones principales en los riflones afectaron al 85.71% (12/14) de los
individuos. Estas lesiones son no infecciosas de tipo cronico. Se encontrd
principalmente insuficiencia renal cronica. Se presentaron rifiones con
glomerulonefritis membranosa, glomerulonefritis membranoproliferativa, nefritis
tubulointersticial, poliquistes, una lesion de tipo tumoral como el carcinoma
renal y congestiones multifocales en rifion. En la tabla 7 se detallan los

diagndsticos con la frecuencia correspondiente y los individuos afectados.

Tabla 7.

Diagnasticos principales en rifidn, la frecuencia de presentacion y el nUmero de
identificacion.

Diagnaostico rifidn Frecuencia Identificacién

Glomerulonefritis
membranosa con nefritis
tubulointersticial,
poliquistes y congestion
multifocal de moderada
a severa

2802,2993, 2808, 2559,
8/14 2997, 2981, 2980,
29971

Glomerulonefritis
membranoproliferativa,
poliguistes multifocal y 3/14 29841, 2872, 2836
congestion multifocal
moderada

Carcinoma renal y
glomerulonefritis 1/14 628
membranoproliferativa

Indeterminado 2/14 2984, 3342
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4.2.2.1 Glomerulonefritis membranosa con nefritis tubulointersticial

En el 57.14% (8/14) se presento a nivel de los glomérulos un engrosamiento de
la membrana basal. Por otro lado, en los tubulos proximales y distales se
observd engrosamiento de la membrana basal por el aumento del nimero de
fibras y los tubulos se hallaron degenerados. La anterior lesién descrita estaba
acompafada por agregado inflamatorios basofilicos mixtos difusos por todo el
organo (Figuras 6y 7).

Se visualizaron varios quistes renales; estos estaban rodeados por epitelio
simple o cubico, e internamente se localizé liquido difuso basofilico; esto
corresponderia a rifiones poliquisticos (Figura 8). Otro hallazgo relevante fue la

presentacion de congestiones multifocales de moderadas a severas en el rifidon.

Figura 6. Glomerulonefritis membranosa moderada. Engrosamiento de la membrana basal de
los glomérulos multifocal moderada con degeneracion de los tubulos y el intersticio
generalizado severo. Esta lesibn se encuentra acompafiada por agregados inflamatorios
basoéfilos difusos mixtos moderados y congestion multifocal de leve a moderada.
Microfotografia de rifion (E y H). Atelopus limon 2997-3. 20x. Fuente: Alvear-Santos, 2018.
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Alteraciones a nivel de glomérulos pueden estar asociados a infecciones
persistentes, farmacos, toxicos, metales pesados, isquemia, entre otros. Estos
agentes activan los complejos inmunes selectivos C3a, C4a y Cba que se
encuentran presentes en los capilares glomerulares y son quimiotacticos para
neutrofilos (Jubb et al., 2007; Zacary & McGavin, 2012).

Estos complejos inmunes selectivos producen alteraciones en la membrana
basal de los glomérulos y si la lesion se prolonga, también se proliferaran
linfocitos y monocitos, haciendo que los complejos C5 a C9 se activen
causando dafio en la base de la membrana y proliferaciéon de las células

mesangiales (Zacary & McGavin, 2012).

La glomerunefritis membranosa se caracterizd por presentar un engrosamiento
en la base de la membrana glomerular y es producida por complejos
inmunitarios que presentan agregados inflamatorios basofilicos mixtos y en el
caso de ser de tipo crénico, estos complejos inmunitarios predominaran en el
subendotelio hasta originar cambios graves de la matriz membranosa como
son la esclerosis y la fibrosis glomerular; por lo que, esta patologia se relaciona
directamente con insuficiencia renal crénica (Jiménez et al., 2008; Jubb et al.,
2007; Trigo, 2011; Zacary & McGavin, 2012).

La alteraciéon anteriormente relatada coincide con los hallazgos presentados en
el 57.14% (8/14) de los individuos, en donde, las lesiones como el
engrosamiento de la base de la membrana de los glomérulo y los agregados
inflamatorios mixtos son similares, pero a diferencia de la descripcion realizada
por los textos, en los rifiones de los Atelopus no se observd esclerosis ni

fibrosis glomerular.

Otra alteracion presente en los Atelopus fue la nefritis tubulointersticial, esta
lesion generalmente se encuentra como secundaria a la insuficiencia renal
cronica (Zacary & McGavin, 2012). En los tdbulos y al intersticio, se puede

presentar atrofia, presencia de agregados inflamatorios mixtos, degeneracion,
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proliferacion de fibroblastos, miofibroblastos y finalmente fibrosis (Border et al.,
2010; Jubb et al., 2007)

Podemos comparar que las alteraciones que se observaron en los tabulos de
los ejemplares que forman parte del estudio, son similares a las que se
describen en la literatura. Ya que, se presentd agregados inflamatorios mixtos
basofilicos, degeneracion, proliferacion de fibroblastos que causaron el

aumento en el numero de fibras en el intersticio y por consecuencia fibrosis

multifocal.
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Figura 7. Nefritis tubulointersticial. Se presencia fibrosis multifocal de moderada a severa
(flechas negras), degeneraciéon de los tlbulos y el intersticio generalizado severo. La lesion
esta acompafada por agregados inflamatorios basofilos mixtos difusos severos. Microfotografia
rifién (E y H). Atelopus limon 2981-5. 10x. Recuadro inferior izquierdo. Fibrosis en los tabulos y
en el intersticio focal severo. 20x. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

Los rifiones poliquisticos estaban presentes en casi toda la poblacién de
Atelopus. La manifestacion de los rifiones poliquisticos puede ocurrir por
producirse por una displasia renal o por defectos de los genes autosomales
dominantes (PKD1 y PKD2); los cuales desarrollan poliquistes bilaterales en la

porciéon proximal y distal del rindn. Estos quites pueden crecer progresivamente
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y producir una nefritis tubulointersticial cronica e insuficiencia renal en la vida
adulta (Jubb et al., 2007).

Entre las principales causas de muerte en cautiverio en Atelopus limosus, se ha
descrito la enfermedad renal poliquistica. Esta lesion principalmente present6
dilatacion severa y cambios vacuolares de los tubulos renales, causando a
largo plazo una nefritis intersticial crénica y nefropatologia degenerativa
(Pessier et al., 2014).

Segun lo descrito anteriormente, se podria relacionar que la nefritis
tubulointersticial y la insuficiencia renal en los Atelopus limon se desarrollaron a
causa de un nefropatologia degenerativa debido a los poliquistes presentados
en los rifiones (Pessier et al., 2014).

Se han caracterizado los poliquistes mediante histopatologia en Procyon lotos,
los quistes estaban rodeados por epitelio simple e internamente se presenta
material liquido proteico basofilico multifocal (Hamir & Klein, 1996; Zacary &
McGavin, 2012).

A diferencia de los hallazgos presentes en Procyon lotos, en la poblacion de
Atelopus limon muertos en el afio 2014, los quites se observaron revestidos
con epitelio simple y cubico, pero el contenido interno era similar; liquido
basofilico difuso.
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Figura 8. Poliquistes. Se presentan multiples quistes de diferentes diametros de manera
generalizada. Los quistes estan rodeados por epitelio cubico y simple, e internamente se
observa material basdfilo; este es compatible con liquido. Microfotografia de rifién (E y H). 4x.
Atelopus limon 2980-4. Recuadro superior izquierdo. Quiste recubierto por epitelio simple plano
y liquido basofilo internamente. 4x. Fuerte: Alvear-Santos, 2017.

4.2.2.2 Glomerulonefritis membranoproliferativa con nefritis

tubulointersticial

En el 21.43% (3/14), se determiné en los glomérulos proliferacion de las células
mensagiales con engrosamiento de la membrana basal. A nivel de los tubulos e
intersticio el numero de fibras estaban aumentadas y los tubulos se hallaron
degenerados. La lesién anteriormente descrita se encontré6 acompafiada por

agregados inflamatorios basofilicos mixtos (Figura 9).

Se presencié multiples quistes renales; estos estaban rodeados por epitelio
simple o cubico, e internamente se localizé liquido difuso basofilico; esto
corresponderia a rifiones poliquisticos (Figura 8). Otro hallazgo relevante fue la

presentacion de congestiones multifocales moderadas en el riiidn.
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Figura 9. Glomerulonefritis membranoproliferativa. En los glomérulos se observa proliferacion
de las células mesangiales y engrosamiento de la membrana basal generalizada severa.
Mientras que, el intersticio y los tdbulos se presenta fibrosis multifocal severa con degeneracién
generalizada severa. Este hallazgo esta acompafiado por agregados inflamatorios mixtos
difusos severos. Ademas, se presentaron multiples quistes rodeados de epitelio simple y cubico
e internamente se halla material baséfilo; compatible con liquido. Microfotografia de rifién (E y
H). 4x.Atelopus limon 29841-6. Recuadro superior izquierdo. Glomérulo con proliferacion de
células mesangiales y membrana basal focal severa. 20x. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

Las alteraciones presentes en los glomérulos se describirdn a continuacion y
estas coincidieron con las encontradas en el 21.43% (3/14) de los individuos

gue son parte del estudio.

La glomerulonefritis membranoproliferativa se caracteriz6 por presentar una
hipercelularidad de las células mesangiales del endotelio y la membrana se
encontr6 engrosada, esta lesidbn se acompafia con células inflamatorias
baséfilas mixtas difusas (Zacary & McGavin, 2012). La descripcién de esta
alteracion en los rifiones es compatible con insuficiencia renal cronica (Aresu
et al., 2007)

Las alteraciones secundarias a insuficiencia renal cronica como es la nefritis

tubulointersticial y poliquistes se encuentran descritas anteriormente.
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4.2.2.3 Carcinoma renal

En el individuo 628 se observé lesiones primarias compatibles con carcinoma
renal. Se localizo en la corteza renal estructuras de forma papilar y proliferativa.
Los nucleos eran poco diferenciados; algunos tenian forma cubica, redonda,
ovalada y otros se encontraban en mitosis, mientras que, el citoplasma tenia

una coloracién eosindfila (Figura 10).

La anterior lesion se hall6 acompafiada por la presencia de glomerulonefritis

membranoproliferativa; la cual se describié anteriormente.

También, se localizaron varios quistes renales, estos estaban rodeados por
epitelio simple o cubico, e internamente se localizé liquido difuso basofilico;
esto corresponderia a riflones poliquisticos. Otro hallazgo relevante fue la

presentacion de congestiones multifocales moderadas en el riiidn.
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El carcinoma renal es un tumor primario que proviene de las células tubulares y
se localiza predominantemente en la corteza renal. Este tumor es concurrente
en animales adultos y geriatricos, siendo mas propensos a adquirir esta
enfermedad individuos que presentaron poliquistes renales (Kumar, Habbas, &
Aster, 2013).

El ejemplar 628 era un adulto de 5 afios de edad y presentd rifiones
poliquisticos, estos factores segun lo relatado anteriormente, hacen que este
individuo sea un excelente candidato a padecer este tipo de tumoraciones en

rinoén.

Esta lesion a nivel macroscépico coincidié con la presentada en el individuo
628, ver hallazgo en anexo 5, en donde se pudo observar una masa esférica u
ovoide localizada en un polo del rifion y la coloracién podria ser gris o amarillo
palido con area negras por presencia de necrosis y hemorragia (Jubb et al.,
2007; Trigo, 2011).

Mientras que, la lesidbn microscOpicamente presenta estructuras en forma
papilar y tubular en la corteza renal, esto ocasiona la presencia de espacios
pequefios lineales quisticos y a nivel celular. Hay una proliferacién de nucleos,
los cuales tienen una variedad de formas. El citoplasma es eosindfilo y en
varias areas se encuentran vacuolas multifocales (Jubb et al., 2007; Zacary &
McGavin, 2012).

Esta alteracion ha sido caracterizada en anuros hibridos entre Bufo japonicus y
Bufo raddei, se visualiz6 crecimiento celular papilar en la corteza renal, en
donde se predominaron diferentes patrones de los ndcleos celulares e incluso
mutaciones germinales de los mismos. Ademas, se presencié vacuolas en el
citoplasma eosindfilo multifocal. Acompafiando a esta lesion se hallaron rifiones
poliquisticos y los tubulos se encontraron dilatados severamente (Masahito
et al., 2003)
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Las caracteristicas presentadas en la lesion tumoral en los anuros hibridos son
idénticas a los hallazgos encontrados en el individuo 628 e incluso la
localizacion es la misma, por lo tanto, se podria confirmar el diagnostico

mediante la comparacion de estos dos resultados.
4.2.3 Diagnosticos principales en pulmoén

Las alteraciones principales en los pulmones afectaron al 85.71% (12/14) de
los individuos, estas lesiones son no infecciosas de tipo crénico. Se determind
neumonia proliferativa crénica, enfisema pulmonar, hemorragia pulmonar y
alteraciones congestivas con presencia de edema pulmonar. En la tabla 8 se
detallan los principales diagnosticos encontrados en pulmoén, la frecuencia y la

identificacion de los individuos.

Tabla 8.

Diagnosticos principales en pulmon, la frecuencia de presentacion y el nimero

de identificacion.

Diagnostico pulmén Frecuencia Identificacién

Neumonia proliferativa 2802, 2997, 2980,

cronica, congestion y 10/14 2984,2808, 29841,
edema 2872, 2836, 2981, 3342

Enfisema alveolar,
congestion multifocal y 1/14 628
edema difuso

Hemorragia pulmonar y

. 1/14 2559
edema generalizado

Indeterminado 2/14 29971, 2993
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4.2.3.1 Neumonia proliferativa crénica, congestion y edema

En el 42.86% (6/14) se diagnostic6 neumonia proliferativa en el epitelio
alveolar, se visualiz6 agregados inflamatorios basofilicos mixtos y proliferacion
de neumocitos, mientras que, en los capilares alveolares se localiz6 congestion

de moderada a severa que ocasion6 edema pulmonar severo (Figura 12).

Por otro lado, se aprecid en el individuo 29841 neumonia proliferativa
bacteriana leve, se presentaron alteraciones en los alveolos similares a las
relatadas en la neumonia proliferativa cronica, pero en este ejemplar se suma
la presencia de estructuras pequefias, redondas, agrupadas en racimos y de
coloracion basofilica multifocal; estas son compatibles con bacterias (Figura
14).

Y en el 21.43% (3/14) se presencid congestion y edema generalizado severo,
esto ocasiond una proliferacién celular en los alveolos leves; similares a la
neumonia proliferativa cronica descrita anteriormente y se encontré también
desprendimiento del epitelio alveolar en zonas en donde se localizaba el

edema multifocal (Figura 13).
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Figura 12. Neumonia proliferativa. Se observa proliferaciéon de neumocitos y de agregados
inflamatorios basofilicos mixtos en el epitelio alveolar y desprendimiento del mismo (flechas
negras) este hallazgo ocasiona que se presente un engrosamiento en el revestimiento y en el
intersticio alveolar generalizado moderado (flecha negra). Microfotografia de pulmén (E y H).
20x. Atelopus limon 2802-5. Fuente: Alvear-Santos, 2018.
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Figura 13. Edema pulmonar. Se observa en la luz alveolar la presencia de edema eosindfilo
generalizado severo (flecha negra). En el epitelio alveolar se observa proliferacién de
neumocitos y agregados inflamatorios baséfilos mixtos generalizado moderado (flecha negra).
Microfotografia de pulmén (E y H).10x. En el recuadro superior izquierdo. Se encuentra edema
eosinofilo severo. 10x. Atelopus limon 2836-8. Fuente: Alvear-Santos, 2018.
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La congestion pulmonar se puede encontrar relacionada directamente con los
diagnosticos obtenidos en corazén en el 92.86% (13/14) de la poblacién que

murio en el 2014 y que presentan insuficiencia cardiaca congestiva.

La congestion severa en los individuos pudo ocasionar la activacion de los
macréfagos pulmonares ubicados en los alveolos; estos son encargados de
realizar eritrofagocitosis para contrarrestar la lesion, ademas se produce una

proliferacion de células de defensa basofilas (Jubb et al., 2007).

Con el tiempo la congestion pulmonar progresiva causa una permeabilidad
vascular y por consecuencia el edema pulmonar; el cual se describe como la

presencia de liquido proteico en la luz alveolar (Trigo & Elizondo, 2004).

Posteriormente, el edema es reconocido por el sistema inmunitario como un
agente extrafio y se produce una proliferacion de células inflamatorias de
polimorfonucleares, mononucleares y células endoteliales como neumocitos
tipo Il (Jubb et al., 2007; Kumar, Habbas, et al., 2013; Trigo, 2011; Zacary &
McGavin, 2012). La activacién de las células de defensa por presencia de la
congestion y el edema son indicadores para la determinacion de una neumonia

proliferativa; como es el caso de los individuos que formaron parte del estudio.

Microscépicamente, el edema pulmonar que se observo en el pulmén fue igual
al definido en la literatura. Este se describe como un liquido edematoso y
fibroso, esta lesibn se presentd acompafiada por fibroblastos, macréfagos,
monocitos, polimorfonucleares, proliferacion e hiperplasia de los neumocitos
(Lee et al., 2007; Zacary & McGavin, 2012).

Hay autores que aseguran que la congestion y edema cronico se pueden
extender hacia el intersticio y producir abundante membrana hialina en los
alveolos y bronquiolos (Buergelt, Hines, Cantor, & Wilson, 2000; Szeredi &
Szentimai, 2008). Descrito lo anterior, se podria relacionar con el
engrosamiento que se presentd en el epitelio alveolar se relaciona con la

congestiéon y el edema presentes.
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Por otro lado, en el individuo 29841 se diagnosticO neumonia proliferativa con
agregados bacterianos focales. Este hallazgo es muy comun en bovinos y es
posible que las bacterias provengan de la misma flora bacteriana del sistema
respiratorio. Se puede visualizar la presencia de las bacterias en la luz alveolar
agrupadas en racimos basofilicos multifocal. A futuro es esta lesion podria y
convertirse en neumonia supurativa bacteriana (Camargo, 2010; Trigo, 2011,
Vallejo, Chaves, Morillo, Astaiza, & Melo, 2016). La proliferacién bacteriana no

fue representativa por lo que se tomo un hallazgo secundario a la neumonia.

Figura 14. Neumonia proliferativa. Se presentan agregados inflamatorios baséfilos mixtos en la
luz alveolar generalizada severa y edema basofilo difuso severo. A este hallazgo, se suma la
presencia de agregados redondos baséfilos pequefios en forma de racimos, estos son
compatibles con bacterias (flecha blanca). Microfotografia de pulmén (E y H).20x. Atelopus
limon 29841-9. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

4.2.3.2 Enfisema alveolar

En el individuo 628 se observo enfisema alveolar. Esta alteracion se caracterizo
por presentar aumento en el tamafio de los alvéolos multifocal e incluso se
ocasiono ruptura de las paredes de los mismos y en la luz alveolar se localiz6

edema con desprendimiento del epitelio focal (Figura 15).
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Figura 15. Enfisema alveolar. Los alveolos presentan aumento del tamafio multifocal severo y
ruptura de las paredes. En la luz alveolar se observa edema focal moderado. Microfotografia de
pulmén (E y H) 4x. Recuadro inferior izquierdo. Aumento del didmetro del alveolo severo y
desprendimiento de tejido. 10x. Atelopus limon 628-9. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

El enfisema alveolar observado en el individuo 628 es similar al descrito en los
textos, en donde, se present6 aumento del tamafio de los alveolos,
acompafado por destruccion de las paredes, edema y ausencia de fibrosis.
Esta lesion se caracteriza como irreversible (Jubb et al., 2007; Kumar, Habbas,
et al., 2013; Woods et al., 2006).

Otros autores aseguran que se podria presentar apoptosis celular acompafiada
de una proliferacion de leucocitos, haciendo de esta una alteracion de tipo
cronico (Demedts, Demoor, Bracke, Joos, & Brusselle, 2006; Hogg & Senior,
2002). Pero en los hallazgos encontrados en el individuo 628 no se presencio

agregados inflamatorios leucocitarios.

Este hallazgo ha sido caracterizado en medicina forense como un hallazgo post
mortem que se encuentra normalmente durante la necropsia e histopatologia
(Cooper & Cooper, 2007).
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4.2.3.3 Hemorragia pulmonar

Se determiné hemorragia pulmonar el individuo 2559, se observé hemorragia
en los sacos pulmonares generaliza, siendo esta mas marcada en los alveolos
pulmonares. La lesion anteriormente descrita se encontr6 acompafada con

edema y se presencio desprendimiento del epitelio alveolar (Figura 16).

Figura 16. Hemorragia pulmonar. Se observa hemorragia generalizada en el pulmén, se
encuentra edema difuso baséfilo y desprendimiento del epitelio alveolar multifocal.
Microfotografia pulmén (E y H). 10x. Atelopus limon 2559-8. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

La presencia de hemorragia pulmonar puede encontrarse asociada a varios
factores internos y externos como son las congestiones pulmonares severas,
traumatismo, septicemias, alteraciones en los factores de coagulacion,
coagulacion intravascular diseminada, infartacién, ruptura de aneurisma,
ruptura de la vena caudal, necrosis, toxicos, abscesos y el estrés (Specks,
2001; Trigo, 2011; Zacary & McGavin, 2012).

Las hemorragias generalmente se presentan en la porcion dorsocaudal de los
I6bulos del pulmén; coincidiendo con los hallazgo observados en el individuo
2559, en donde se pudo observar macroscOpicamente el pulmén de color rojo,
café o gris focal y se presentd una palidez en el resto del érgano (Jubb et al.,
2007; Zacary & McGavin, 2012).
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A nivel microscopico, se ha descrito en la hemorragia alveolar la presencia de
abundantes macrofagos alveolares fagocitando hemosiderina y esta lesion se
encontré acompafada por una ligera fibrosis en las paredes alveolares (Zacary
& McGavin, 2012).

En los hallazgos microscépicos que se observaron en el individuo 2559, se
encontr6 hemorragia y edema multifocal, acompafiando a esta lesion se
aprecio desprendimiento del epitelio alveolar. A diferencia de lo relatado en la
literatura, en este ejemplar no se presentd fibrosis en el intersticio ni

macréfagos fagocitando hemosiderina, ya que esta lesion no fue croénica.
4.2.4 Diagnosticos principales en higado

Las alteraciones principales en higado afectaron al 71.43% (10/14) de los
individuos, estas lesiones son de tipo congestivo crénico con presencia de
edema vy fibrosis focal en la triada portal. En la tabla 9 se detallan los
diagndsticos con la frecuencia correspondiente y los individuos afectados.

Figura 9.

Diagnosticos principales en higado, la frecuencia de presentacién y el nimero

de identificacion de los animales afectados.

Diagnostico higado Frecuencia Identificacién
Congestion generalizada 2997, 29971,29841,
y edema hepético 9/14 628, 2980, 2984, 2559,
moderado a severo 2872, 2802

Congestion generalizada
hepatica y una fibrosis
en la porcién de la triada
porta

1/14 2993

Indeterminado 4/14 3342, 2836, 2981,2808
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4.2.4.1 Congestion y edema hepético

En el 71.43% (10/14) se observé congestion generalizada principalmente en los
sinusoides y vena centro lobulillar, mientras que, el edema se encontraba
mayoritariamente en la periferia y capsula hepéatica (Figura 17). En el individuo
2993 se aprecié congestion generalizada acompafiada de fibrosis focal en la
triada porta (Figuras 18 y 19).

Figura 17. Congestion hepatica. A nivel de los sinosoides se localiza congestion multifocal
severa. Microfotografia de higado (E y H). 10x. Atelopus limon 29841-1. Fuente: Alvear-Santos,
2018.
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Figura 18. Fibrosis hepatica. Se visualiza fibrosis focal hepética severa en el vaso de la triada
porta, esta lesidon se encuentra acompafiada con congestién multifocal severa. Microfotografia
de higado (E y H). 10x. Atelopus limon 2993-1. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

Figura 19. Edema hepatico. Se observa edema eosindfilo difuso severo en la porcidon capsular
del higado. Ademas, se presenta degeneracion de los hepatocitos generalizada severa.
Microfotografia de higado (E y H). 10x. Atelopus limon 2997-1. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

Las caracteristicas principales presentes en esta lesion, es el edema que se
ubicado en la porcién capsular del higado provocando engrosamiento y fibrosis

del tejido conectivo, mientras que, la congestiébn pasiva cronica se localizo
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principalmente en los sinusoides causando fibrosis en la triada porta, la vena
centro lobulillar y otros vasos, a esto se podrian sumar agregados inflamatorios
basofilicos como respuesta a la lesion (Jubb et al., 2007; Trigo, 2011). En la
poblacidn estudiada no se presento la proliferacion de células inflamatorias en

el higado.
4.3. Principales hallazgos de los 6rganos secundarios

En los hallazgos encontrados en los Organos secundarios, se presentaron
lesiones principales y secundarias, estas permitieron completar la informacién
para la clasificacion de las causas de muerte y se pudo conocer el estado

sanitario de la poblacién.
4.3.1 Sistema respiratorio
4.3.1.1. Diagndésticos principales en traquea

Las lesiones principales en traquea afectaron al 7.14% (1/14) de los individuos.
El diagnéstico principal fue hipoplasia traqueal. En la tabla 10 se detallan los
principales diagndsticos presentes en traquea, la frecuencia y el nimero de

identificacion.
Tabla 10.

Diagnosticos principales en traquea, la frecuencia de presentacion y el nimero

de identificacion de los animales afectados.

Diagnostico traquea Frecuencia Identificacion

Hipoplasia traqueal 1/14 29971

2802,2997, 29841,628,
2981, 2984, 3342, 2559,
2872, 2836, 2980,
2993,2808

Nada relevante 12/14
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4.3.1.1.1 Hipoplasia traqueal

En el individuo 29971 se observo discontinuidad en la conformacion de uno de
los anillos del tejido cartilaginoso; este estaba dividido en dos porciones y estas
estaban sobrepuestas la una sobre la otra, esta fraccion estaba recubierta por
epitelio y en punto de la union entre las dos partes una capa de epitelio los
mantenia unidas. Esta alteracion causé disminucion en el didmetro la trdquea.
En la porcibn superior se aprecid necrosis focal y esta se encontrd
acompafiada por agregados inflamatorios basofilicos mixtos moderados,
congestion multifocal en la ldmina propia y edema focal leve en la zona del

epitelio (Figura 20).

Figura 20. Hipoplasia traqueal. Se encuentran los anillos de cartilago sobrepuestos y estan
unidos por un revestimiento de epitelio traqueal. En la porcidn superior se observa necrosis del
tejido cartilaginoso con presencia de congestion, edema difuso y agregados inflamatorios
basofilicos mixtos moderados. Microfotografia de traquea (E y H). 10x. Atelopus limon 29971-7.
Fuente: Alvear-Santos, 2018.

Las anomalias congénitas a nivel de trdquea son comunes en animales
domésticos y la alteracion que se presenta con mas frecuencia es la hipoplasia
traqueal (Jubb et al., 2007; Zacary & McGavin, 2012). Este tipo de alteracién se
encuentra afectando directamente a las vias respiratorias superiores,
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presentando obstruccion y estenosis traqueal; esta lesion no permite que haya
una adecuada oxigenacion en los individuos (Herrera et al., 2007; Pink, Doyle,
Hughes, Tobin, & Bellenger, 2006).

En veterinaria se ha caracterizado a nivel de histopatologia la hipoplasia
traqueal en caninos de razas braquicéfalas y estos parametros seran tomados
como referencia para ser relacionados con los presentados en anfibios; ya que

en estos no hay casos reportados.

Los aros de cartilago pueden estar completamente cerrados o sobrepuestos y
disminuyen el didmetro luminal traqueal (Jubb et al., 2007). Mientras que, en el
tejido traqueal se observd una pérdida del epitelio normal ciliado, también se
observo hipertrofia de la mucosa, fibrosis dentro de la submucosa y necrosis de
las glandulas. La lesion anteriormente relatada se encontr6 acompafiada por

agregados inflamatorios mononucleares (Pink et al., 2006).

La hipoplasia en trdquea de caninos difiere de la de anfibios. En el individuo
29971 no se presentod fibrosis en la submucosa, hipertrofia de la mucosa y
necrosis en las glandulas, pero en este animal se presencié necrosis en el
tejido del cartilago a diferencia del caracterizado en la literatura. Los hallazgos
en comuan fueron, la disminucién el diametro luminal, pérdida del epitelio y la
presencia de agregados inflamatorios  basofilicos;  posiblemente

mononucleares.
4.3.2 Sistema gastrointestinal
4.3.2.1 Diagnosticos principales lengua

Las lesiones principales en lengua afectaron al 64.28% (9/14) de los individuos.
Los diagndsticos principales fueron congestion y edema. En la tabla 11 se
detallan de forma resumida los principales diagndsticos presentes en legua, la

frecuencia y el numero de identificacion.
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Tabla 11.

Diagnésticos principales en lengua, la frecuencia de presentaciéon y el nimero

de identificacidn de los animales afectados.

Diagndstico lengua Frecuencia Identificacién

2980, 2872, 2997, 2993,

Congestion y edema 9/14 29971, 29841, 2984,
2802, 2981
Nada relevante 5/14 628, 2836, 3342, 2808,

2559

4.3.2.1.1 Congestién y edema en lengua

En el 64.28 % (9/14) se localiz6 congestion en el epitelio papilar y en el tejido
muscular de moderado a severo con la presencia de edema multifocal. Estas
alteraciones anteriormente descritas, se encontraron acompafadas por

agregados inflamatorios basofilicos difusos y leves (Figura 21).
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Figura 21. Congestion y edema. Se presencia congestion focal severa en el tejido muscular de
la lengua y edema focal moderado en el epitelio papilar (flecha negra), esta lesion se encuentra
acompafiada por agregados inflamatorios difusos leves. Microfotografia de lengua (E y H). 10x.
Atelopus limon 2981-5. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

La congestion severa y el edema presente a nivel de lengua, es reconocida
como una lesién, por lo tanto, el sistema inmunitario envia al tejido afectado

agregados inflamatorios mixtos (Jubb et al., 2007).

La congestion y el edema moderado a severo presentado en los Atelopus,
pueden hacer que los procesos de masticacion y deglucion de los animales
sean dolorosos, ademas que, esto podria ocasionar inapetencia y letargica
(Zacary & McGavin, 2012).

4.3.2.2 Diagnésticos principales eséfago

En esé6fago no se encontré nada relevante que puede ser tomado en cuenta
para el estudio sanitario de la poblacién en cautiverio. En la tabla 12 se
encuentra resumidos los principales diagnésticos encontrados, la frecuencia y
namero de identificacion.
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Tabla 12.

Diagndsticos principales en eso6fago, la frecuencia de presentacion y el nimero

de identificacion de los animales afectados.

Diagnostico de

- Frecuencia Identificacion
esofago
2802, 2981,2993, 2980,
Nada relevante 14/14 2984, 3342, 2872,

29841, 2836, 2808,
25592997, 29971, 628

4.3.2.3 Diagnésticos principales estbmago

Las lesiones principales en estdbmago afectaron al 42.86% (6/14) de los
individuos. El diagnéstico principal fue gastritis leve. En la tabla 13 se hallan de
manera resumida los principales diagndsticos encontrados en estémago, la

frecuencia y nimero de identificacion.

Tabla 13.

Diagnosticos principales en estémago, la frecuencia de presentacién y el

numero de identificacién de los animales afectados.

Diagnostico estobmago Frecuencia Individuos
iy 29971, 628, 2981, 2993,
Grastritis leve 5/14 2084
2872, 2997, 29841,
Nada relevante 9/14 3342, 2980, 2802, 2559,

2808, 2836

4.3.2.3.1 Gastritis leve

En el 35.71% (5/14) se determind la presencia de agregados inflamatorios

basofilicos difusos en el epitelio y en lamina propia. La anterior lesion se
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encontré acompafiada por congestion multifocal leve en las fosas gastricas, en

lamina propia y en la serosa.
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Figura 22. Gastritis leve. Se presencian agregados inflamatorios baséfilos difusos moderas a
severos en la mucosa del estbmago y en la lamina propia. Microfotografia de estomago (E y H).
4x. Recuadro superior izquierdo. Se observan agregados inflamatorios basoéfilos difusos
moderados en la lamina propia (flecha) y engrosamiento leve de la misma. 10x. Atelopus limon
2980-3. Fuente: Alvear-Santos, 2017.

La gastritis se relaciona con inflamacion de la mucosa gastrica por una
irritacion quimica, sobre produccion de gastrina, gastritis urémica y la presencia
de parésitos (Jubb et al., 2007).

Esta gastritis leve presente en los anfibios, se podria relacionar con el estrés en
cautiverio y con la gastritis urémica; por la presentacion de insuficiencia renal

cronica.

En la gastritis leve se puede observar agregados inflamatorios leucocitarios
difusos y cambios vasculares por la inflamacion (Jubb et al., 2007; Martineau,
Thompson, Taylor, Road, & Glasgow, 2009). Esta descripcion coincide con los
hallazgos encontrados en la mucosa del estbmago de los Atelopus limon

muertos en el 2014.
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4.3.2.4 Diagndsticos principales intestino delgado

A nivel intestino delgado el 28.57%(4/14) el diagnostico fue indeterminado a
causa de una mala conservacion de los 6rganos. En la tabla 14 se encuentran
de manera resumida los principales diagnésticos encontrados en intestino

delgado, la frecuencia y numero de identificacion.

Tabla 14.

Diagndsticos principales en intestino delgado, la frecuencia de presentacion y

el nimero de identificacion de los animales afectados.

Diagnostico intestino

Frecuencia Individuos
delgado
. 29971, 29841, 2980,
Indeterminado 4/14 3342
2802, 2997, 2836, 2559,
Nada relevante 10/14 2872, 2997, 628, 2836,

2559, 2872

4.3.2.5 Diagnostico intestino grueso

A nivel del intestino grueso, las lesiones afectaron al 14.28%(2/14) de los
individuos. El diagnostico principal fue enteritis parasitaria severa. En la tabla
15 encuentran de forma resumida los principales diagndsticos encontrados en

intestino grueso, frecuencia y niamero de identificacion.
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Tabla 15.

Diagnésticos principales en intestino grueso, la frecuencia de presentacion y el

numero de identificacion de los animales afectados.

Diagnostico intestino

Frecuencia Individuos
grueso
Enteritis parasitaria 2/14 628, 2993
. 29841, 2836,
Indeterminado 6/14 3342,2997, 2808, 2872
Nada relevante 5/14 29971, 2981, 2980,

2984, 2559,

4.3.2.5.1 Enteritis parasitaria

En el 14.28 %(2/14) se determind enteritis parasitaria, se observé a nivel del
intestino grueso multiples formas redondas basofilicas con nulcleos excéntricos;
gue recuerdan a diferentes estadios parasitarios, estas estructuras se ubicaron
en mucosa, lamina propia y musculo. En la mucosa y lamina propia causaron

areas de necrosis multifocal.

Acompafando a esta alteracién se observé agregados inflamatorios basofilicos

difusos severos en la lamina propia.

Secundario a la lesion principal, en la ldmina propia se encontré6 congestion

multifocal leve.
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La enteritis parasitaria severa que afecto al 14.28% (2/14) de la poblacion, fue
producida por la Entamoeba spp., este es un protozoario intracelular obligatorio
que habita en la luz del epitelio intestinal. Este parasito tiende a colonizar con
mayor especificidad el epitelio del intestino grueso; en el cual ocasiona colitis
sanguinolenta y mucoide de manera aguda o crénica severa. Posteriormente
inician a migrar hacia la submucosa y lamina propia; produciendo necrosis del
tejido (Zacary & McGavin, 2012). Los hallazgos descritos anteriormente son

similar a los caracterizados en los Atelopus limon.

Se ha diagnosticado Entamoeba spp. en Boa constrictor, estos parasitos se
han ubicado en el intestino grueso produciendo inflamacion, hiperemia y
necrosis y en alguno de los casos conduce a la muerte de los individuos; a
causa de la hemorragia aguda presente en las heces y la deshidratacion
severa (Schmidt, Richter, Kubber-Heiss, & Weissenbock, 2008). Este hallazgo
se tomara en cuenta como una causa de muerte por ser una lesion severa y

compromete la vida de los animales en cautiverio.

En la lesion por Entamoeba en Boa constrictor, se observo necrosis en el
epitelio, pseudomembrana y lamina propia (Hirashima, Manchanayake, Yano,
Kitahara, & Shibahara, 2017). El hallazgo anteriormente descrito se visualizé
agregados de neutréfilos activados en la lamina propia de tipo severo
(Matsubayashi et al., 2016). Los hallazgos caracterizados en serpientes y
anfibios fueron similares, por lo que, se podria confirmar que la forma de

parasitar de la Entamoeba es igual en las dos especies.

La caracterizacién del parasito coinciden con varios autores, la Entamoeba
spp.se puede ver en los tejidos como un parasito pequefio redondo, no ciliado,
con un nucleo excéntrico; este se encuentra conformado por plaguetas de
cromatina y pequefios endosomas (Gardiner, Payer, & Dubey, 1988; Genoy-
Puerto et al., 2016; Matsubayashi et al., 2016; Schmidt et al., 2008).
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4.3.3 Glandulas adosadas al sistema gastrointestinal
4.3.3.1 Diagnésticos principales vesicula biliar

A nivel de la vesicula biliar se encontro afectado el 50% (7/14) de los 6rganos y
el diagnadstico principal fue fibrosis en la submucosa y subserosa. En la tabla 16
encuentran de forma resumida los principales diagnésticos encontrados en la

vesicula biliar, la frecuencia y numero de identificacion.

Tabla 16.

Diagnosticos principales en vesicula biliar, la frecuencia de presentacion y el

numero de identificacién de los animales afectados.

Diagnostico vesicula

L Frecuencia Individuos
biliar

Fibrosis submucosa y 2802, 29971, 628,

7/14

subserosa 2981,2984, 2559, 29841
Indeterminado 1/14 2808
Nada relevante 6/14 2997, 2836, 2993, 2980,

3342, 2872

4.3.3.1.1 Fibrosis en la lamina propia

En el 50% (7/14) de la poblacion en el epitelio de la vesicula biliar se
caracterizo hipertrofia leve de las células cubicas epiteliales y fibrosis severa en
la subserosa y submucosa. Internamente se localizaron estructuras
pleomdérficas, en donde prevalecen las formas redondas, pentagonales y
ovaladas. El estroma de estas formas es fibroso y de coloracion eosindfila;
estas estructuras recuerdan a cristales de colesterol. Por lo que, este hallazgo

es compatible con colelitiasis. (Figura 25).
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Figura 25. Colelitiasis. Se observa el tejido vesicular extendido, en la submucosa y subserosa
se presencia fibrosis generalizada severa. Mientras que, en el epitelio las células presentaron
hipertrofia focal leve. Internamente se encontraron multiples estructuras pleomorficas baséfilas
y eosindfilas de varios tamafios, el estroma de estas formas es fibroso y son compatibles con
célculos biliares de colesterol (flecas negras). Microfotografia de vesicula biliar (E y H). 4x.
Recuadro superior izquierdo. Célculo de colesterol y fibrosis de la lamina propia (flecha negra)
y un aumento del grosor moderado. 10x. Atelopus limén 2802-1. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

La presencia de colelitiasis o célculos biliares es infrecuente y poco
diagnosticada en veterinaria; a menos que se presente una obstruccion de los
conductos biliares. Estos célculos biliares se encuentran conformados por
colesterol, pigmentos biliares, sal de acidos biliares, sales de calcio y de matriz
proteinacea. Estos elementos hacen que en histologia los calculos presenten
pigmentacion eosindfilas y las formas sean irregulares (Jubb etal., 2007;
Zacary & McGavin, 2012).

La formacion de los calculos biliares es incierta, pero se cree que se debe a la
presentacion de una colecistitis crénica o una sobreproduccion, saturacion de

las sales biliares o por una dieta alta en lipidos. (Jubb et al., 2007).

Ocasionalmente, los célculos pequefios pueden producir obstruccion de los
conductos biliares causando ictericia, mientras que los calculos de mayor

tamafio presionan la vesicula biliar y se puede producir ulceracion y necrosis
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de la mucosa (Jubb et al., 2007). En el grupo de los animales que presentaron
colelitiasis no se observd ninguna de estas alteraciones anteriormente
descritas, pero estos parametros deberian ser tomados en cuenta en futuras

investigaciones.

Macroscopicamente, los calculos biliares presentan una coloracion mixta, de
amarillo oscuro y verde oscuro, estos colores se dan por la presencia de
bilirrinato de calcio (Kumar, Abbas, et al., 2013; Memon, Khanzada, Samad, &
Kumar, 2011; Zacary & McGavin, 2012). La descripcion de la coloracion
macroscopica explicada anteriormente de los célculos biliares fue similar en

anfibios, estos se presentaron abundantes y midieron entre 0.2 a 0.5 mm.

En una colelitiasis crénica, la mucosa de la vesicula biliar se presenta
extendida o de tamafio normal; con presencia de calculos biliares internos. No
hay presencia de inflamacion, la ulceracion de la mucosa es infrecuente y
posiblemente la submucosa y subserosa se pueden estar engrosadas por la
presentacion de una fibrosis (Kumar, Abbas, etal., 2013). Esta alteracion
coincide con la caracterizacion histopatologica presentada el 50% (7/14) de la
poblacién de Atelopus limon, por lo que, esta lesion cronica puede ser incluso
asintomatica en algunos casos; cuando no se presenta, obstruccion,

inflamacion, ulceraciones o necrosis.
4.3.3.2 Diagnosticos principales pancreas

A nivel de pancreas el diagnéstico fue indeterminado a causa de una mala
conservacion de los tejidos. En la tabla 17 se encuentran de manera resumida
los principales diagndsticos encontrados en pancreas, la frecuencia y numero

de identificacion.
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Tabla 17.

Diagndsticos principales en pancreas, la frecuencia de presentacion y el

numero de identificacion de los animales afectados.

Diagnoésticos pancreas Frecuencia Individuos

29971, 29841, 3342,
2802, 2997, 628,
2993,2980, 2808, 2872,
2836, 2981, 2984

Indeterminado 14/14

4.3.3.3 Diagnésticos principales bazo

A nivel de bazo se encontré afectado el 100% (14/14) de los 6rganos, los
diagnésticos principales fueron, deplecién de la pulpa blanca, pulpa roja y
congestion. En la tabla 18 se encuentra de manera resumida los principales

diagndsticos presentes en bazo, la frecuencia y el numero de identificacion.

Tabla 18.

Diagnosticos principales en bazo, la frecuencia de presentacion y el nimero de

identificacion de los animales afectados.

Diagnostico bazo Frecuencia Individuos

. 628, 2802, 2997, 29971,
Deplecion severa de la

i 9/14 2984, 2836, 2559, 2872,
pulpa roja 2081
Deplecion de la pulpa
blanca y roja moderada, 5/14 2993, 3342, 29841,

congestion multifocal 2980, 2808
moderada
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4.3.3.3.1 Deplecion de la pulpa roja

En el 100% (14/14) de los individuo se determiné deplecion de la pulpa roja
generalizada y en los individuos 3993, 628 y 2981 esta alteracion fue

acompafada por congestion multifocal leve a moderada.

Figura 26. Deplecidn de pulpa roja. Se encuentra disminucién generalizada severa de la pulpa
roja. En las arterias centrales y vasos periféricos se observa congestion multifocal leve.
Microfotografia de bazo (E y H). 10x. Atelopus limon 628-2. Fuente. Alvear-Santos, 2018.

La disminucién de la pulpa roja en el bazo, se puede relacionar directamente
con un estrés crénico; por la vasoconstriccion que se produce constantemente
(Hill, Wyse, & Anderson, 2006; Trigo, 2011). Si la situacién de estrés continua
prolongandose, es necesario obtener mayor cantidad de sangre y esta puede
provenir de las reservas de médula 6sea y bazo (Trigo, 2011; Zacary &
McGavin, 2012).La fisiopatologia del estrés crénico puede encontrarse
relacionada con la presentaciéon una contraccién esplénica en animales que
estan en cautiverio por varias afios, como es el caso de los Atelopus limon.

Este tipo de alteracion se ha observado en animales en cautiverio de la especie
Gastrotheca riobambae, en donde se ha caracterizado contraccién esplénica y

por consecuencia una disminucion de la pulpa roja. Esta respuesta puede
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relacionarse al estrés por el cautiverio o por huida cuando son manipuladas por

el personal (Quishpe, 2016).

El resultado obtenido en el estudio de Quishpe (2016), se puede comparar con
los hallazgos de la caracterizacion histopatoldgica de los Atelopus limon, ya
que los animales provienen del mismo centro de conservacion y el manejo es
similar, por lo que, se puede confirmar que el estrés y las patologias
cardiovasculares estan provocando una disminucion de pulpa roja en el bazo

en estos ejemplares.

4.3.3.3.3 Deplecién linfoide

En el 35.71% (5/14) se presentd una deplecion de la pulpa blanca de leve a
moderada y en el individuo 2993, esta alteracion se visualiz6 congestion

multifocal en arterias centrales y vasos periféricos.

200 pm

Figura 27. Deplecion de pulpa blanca y roja severa. Se observa disminucion de la pulpa blanca
y roja generalizada severa e incluso se visualiza en algunas zonas espacios vacios.
Microfotografia de bazo (E y H). 4x. Atelopus limon 2984-2. Fuente. Alvear-Santos, 2018.

La deplecion linfoide se aprecia como una disminucion de la pulpa blanca a

comparacion de la roja y esto se puede producir cuando hay presencia de
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inflamaciones severas o cronicas (Jubb etal.,, 2007; Kumar, Habbas, et al.,
2013). Esta alteracion se presentd en el 35.71% (5/14) de la poblacién y los
hallazgos coinciden con los descritos en los textos de patologia. Por otro lado,
la disminucién de la pulpa blanca se puede relacionar con las diferentes
patologias inflamatorias encontradas en los Atelopus limon, como son la

insuficiencia renal crénica, miocarditis, amebiasis, entre otros.

En histopatologia se ha caracterizado esta alteracion en anuros de la especie
Gastrotheca riobambae, en esta se observo disminucion de la pulpa blanca con

relacion a la pulpa roja en el bazo (Quishpe, 2016).
4.3.4 Sistema musculo-esquelético
4.3.4.1 Hueso

Las lesiones principales en hueso afectaron al 92.85% (13/14) de los
individuos, encontrandose como diagnéstico principal osteodistrofia. En la tabla
19 se detallan los principales diagndsticos de manera resumida en hueso, la

frecuencia y el numero de identificacion.

Tabla 19.

Diagnosticos principales en hueso, la frecuencia de presentacion y el nimero

de identificacion de los animales afectados.

Diagndostico hueso Frecuencia Individuos

2802, 2997,29971,
29841, 628, 2836, 2981,
2993, 2984, 2808, 2559,

2872, 2980

Osteodistrofia 13/14

Nada relevante 1/14 3342




72

4.3.4.1.1 Alteraciones en tejido 6seo vertebral

Estas alteraciones que afectan al tejido désea se presentaron en el 85.71%
(12/14) de la poblacion.

En los individuos 2802, 2997, 29841, 2984, 2993, 2808, 2872, 628, 2836, 2981,
se presencio discontinuidad 6sea, disminucion de los osteocitos, canaliculos y
osteonas. Mientras que, las lagunas de osteoclastos y las trdbeculas se

encontraron con un aumento de diametro severo.

En el individuo 2559 se visualizé en el tejido 6seo una disminucién de los
osteocitos generalizado severo y en individuo 2808 se observo reparacion 6sea

focal en el periostio.

Figura 28. Osteomalacia. Disminucién de los osteoblastos, osteoclastos y osteocitos
generalizado severo. Ademas, se presenta deficiente tejido osificado, por lo que, se encuentra
discontinuidad del tejido éseo generalizado severo. Microfotografia de hueso vertebral (E y H).
20x. Atelopus limon 2872-10. Fuente: Alvear-Santos, 2018.



Figura 29. Osteodistrofia. Se visualiza un aumento de las lagunas de osteoclastos y aumento
del tamafio de las trdbeculas generalizado severo (flechas negras), este hallazgo es compatible
con reabsorcion dsea. En la porcion superior se observa una regeneracion del periostio focal
(flecha blanca). Microfotografia de hueso vertebral (E y H). 4x. Atelopus limon 2808-15. Fuente:

Alvear-Santos, 2018.

4.3.4.1.2 Alteraciones en agujero vertebral y médula

En los individuos 2802, 2872 y 628, en el agujero vertebral se presentd un

aumentado del diametro.

En los ejemplares 2836 y 2808, se observo una discontinuidad del tejido éseo
que conforma el agujero vertebral, esto ocasiond que el tejido nervioso y
medular se desborde hacia la periferia y limita directamente con el tejido

muscular.

El tejido medular se encontré disminuido de manera moderada a severa en
todos los individuos.



Figura 30. Osteodistrofia en el agujero vertebral. Se observa una discontinuidad en la
conformacion del agujero vertebral que ocasiona un aumento de tamafo del mismo. La médula
0sea se encuentra disminuida generalizada moderada. Microfotografia de hueso vertebral (E y
H). 4x. Atelopus limon 2802-11. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

Figura 31. Osteodistrofia en el agujero vertebral. Se presencia ausencia del tejido éseo que
conforma el agujero vertebral generalizado severo, esta alteracion ocasiona que el tejido
nervioso y medular limiten directamente con el musculo paravertebral (flecha negra).
Microfotografia de hueso vertebral (E y H). 4x. Atelopus limon 2808-15. Fuente: Alvear-Santos,

2018.
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4.3.4.1.3 Alteraciones en el cuerpo vertebral

En el individuo 2802 y 2993, se presentdé en el cuerpo vertebral una
discontinuidad en el grosor; dandole forma de media luna, por otro lado, el

cartilago se ubicé excéntricamente.

En el ejemplar 628 se visualiz6 un aumento en el tamafo del cuerpo vertebral.

Figura 31. Osteodistrofia en el cuerpo vertebral. Se determina aumento del tamafio del cuerpo
vertebral severo. El tejido 6seo presenta discontinuidad del grosor y en algunas zonas hay
deficiencia de tejido y salida del tejido cartilaginoso multifocal severo (flechas negras).
Microfotografia hueso vertebral (E y H). 4x. Atelopus limon 628-11. Fuente: Alvear-Santos,
2018.
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Figura 32. Osteodistrofia en el cuerpo vertebral. Se observa discontinuidad en el grosor y
conformacion del cuerpo vertebral, esta alteracion le da una forma de media luna y el tejido
cartilaginoso se ubicO excéntricamente, ademas el cartilago esta disminuido (flecha negra).
Microfotografia hueso vertebral (E y H). 4x. Atelopus limon 2802-11. Fuente: Alvear-Santos,
2018.

4.3.4.1.4 Alteraciones en apofisis transversas

En las apofisis transversas de los individuos 2808 y 2559, se localizé
reparacion del tejido 6seo con la presencia de una proliferacion de condrocitos

focal.



Figura 33. Regeneracion 6sea en apdfisis. Se observa proliferacion de condrocitos focal e inicio
de osificacion. Microfotografia de hueso vertebral (E y H). 20x. Atelopus limon 2808-15. Fuente:
Alvear-Santos, 2018.

4.3.4.1.5 Alteraciones en musculo paravertebral

Se determind en los individuos 2802 y 2993 a nivel del tejido muscular, un
aumento en el endomisio generalizado. En esta alteracibn se estaba

acompafiada por degeneracién y necrosis muscular.
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Figura 34. Degeneracion muscular paravertebral. Se aprecia aumento en el endomisio de
manera generalizada. Las fibras musculares se encuentran degeneradas generalizadas
severas con necrosis multifocal. Microfotografia mdsculo paravertebral (E y H). 10x. Atelopus

limon 2802-11. Fuente: Alvear Santos, 2018.

Las alteraciones 6seas pueden ser producidas por una variedad de
anormalidades genéticas, ademas se pueden producir durante la etapa
embrionaria, en el desarrollo juvenil y en la vida adulta; por la presencia de
enfermedades metabdlicas. Estas lesiones se caracterizan por presentar en los
huesos una corta estatura, anormalidades en la forma o el incremento de la
fragilidad y se localizan cominmente en la columna vertebral como escoliosis,
sifosis y lordosis (Jubb et al., 2007; Witzmann et al., 2014).

Varias de las alteraciones definidas anteriormente se diagnosticaron en los
ejemplares que forman parte es este estudio, se pudo confirmar la presencia de
estas mediante el examen fisico. Mientras que, anomalias especificas de la

conformacién ésea se observaron por diagndstico histopatologico.

En anfibios la presentacion de enfermedades 6seas es muy concurrente, ya
que en las poblaciones en cautiverio es muy comln que haya una carencia en
el organismo de estas especies de calcitrol. Esto ocurre cuando la vitamina D
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exdgena no puede ser sintetizada por deficiencia de luz ultravioleta para la
produccioén de calcitrol. Por lo tanto, se desencadena la enfermedad metabdlica
nutricional. Esta patologia ademas, ocasiona problemas reproductivos y
disminucién en el funcionamiento del sistema inmunitario (Antwis & Browne,
2009)

La enfermedad nutricional metabodlica se desencadena por los desequilibrios
metabdlicos de calcitrol, vitamina D, calcio y fosforo. El calcio no puede ser
asimilado por la falta de calcitrol y esto hace que las reservas de calcio en los
huesos se agote y se produzcan las osteodistrofias severas al activarse la
parathormona (Antwis & Browne, 2009).

Por otro lado, las enfermedades metabodlicas Oseas, también se pueden
producir por insuficiencia renal crénica; como las presentadas en los Atelopus.
La hiperfosfatemia produce una hipocalemia y consecuentemente esto provoca
la activacion de la paratohormona; para el equilibrio sérico de calcio-fésforo y
esta hormona inicia a retirar e calcio de las reservas 0seas mediante los
osteoclastos (Klaphake, 2010; Talmage & Mobley, 2008; Zacary & McGavin,
2012).

Las lesiones microscopicas en las osteodistrofias se caracterizan por una
inadecuada mineralizacion, disminucién del numero de los osteocitos,
osteoblastos, las lagunas de osteoclastos y las trabeculas estan aumentadas
de tamafio y la conformacién de los huesos es irregular. (Jubb et al., 2007;
Trigo & Elizondo, 2004; Zacary & McGavin, 2012).

En salamandras gigantes chinas juveniles, se ha caracterizado por medio de
histopatologia una escoliosis. Se present6 irregularidad en la conformacion del
agujero vertebral; este se encontré comprimido lateralmente. (Liu, Niu, Wang,
Chen, & Li, 2016). Esta alteracion puede ser similar a la observada en los
individuos que formaron parte del estudio, pero hay que tomar en cuenta que
este tipo de lesiones pueden presentar variaciones infinitas y nunca las

lesiones van a ser iguales en los individuos afectados.
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En las mismas salamandras, se presentd en el tejido 6seo una diminucién de
canaliculos y osteocitos severa. Ademas, se localizaron varios espacios vacios
entre los osteocitos y las lagunas de osteclastos. Por otro lado, el musculo
paravertebral se presenté desordenado, con una hiperplasia de los miocitos y

aumento en el tamafio del endomisio (Liu et al., 2016).

A nivel del cuerpo vertebral se ha realizado la caracterizacion en anuros de la
especie Agalychnis spurrelliy, en estos se encontro irregularidad en el grosor,
conformacién y tejido cartilaginoso se localiz6 de forma excéntrica (Ortega,
2016).

La presencia de debilidad y fragilidad 6sea, ocasiona que los animales sean
mAas propensos a presentar fracturas, por lo tanto, en histopatologia la
regeneracion y remodelacion 6sea se pueden observar como una proliferacion
de condrocitos y osteoblastos en la zona afectada (Jubb et al., 2007; Zacary &
McGavin, 2012). Esta regeneracion se pudo encontrar en las apdfisis
transversas y el periostio, ya que estas areas estas mas expuestas a sufrir

golpes.

Finalmente, todas las displasias esqueléticas presentes perjudican al bienestar
de los animales. Estas alteraciones dificultan la movilidad para el escape;
cuando hay depredadores, ocasiona problemas en la movilidad para cazar las
presas para alimentarse. Este tipo de lesiones son dolorosas y terminan siendo

semi-letales o letales en algunos casos (Jubb et al., 2007; Liu et al., 2016).
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4.3.4.2 Mlsculo

A nivel de masculo se encontrd afectado el 71.43% (10/14) de los 6rganos. El
diagnéstico principal fue miopatia. En la tabla 20 se encuentran de manera
resumida los principales diagnosticos encontrados en musculo, la frecuencia y

numero de identificacion.

Tabla 20.

Diagnosticos principales en musculo, la frecuencia de presentacion y el nimero

de identificacion de los animales afectados.

Diagnoéstico musculo Frecuencia Individuos
29841, 628,
Miopatia 10/14 2936,3342,2808, 2559,

2872, 2802, 2997,29971

Nada relevante 4/14 2981, 2993, 2980, 2984

4.3.4.2.1 Miopatia

En el 71.42% (10/14) se determin6d degeneracion de las fibras musculares
generalizada severa y en algunas zonas del tejido se visualizé necrosis

multifocal. Ademas, el endomisio se observdé aumentado de tamafio severo.

Acompafiando a la degeneracion muscular, se localizo regeneracion del tejido
multifocal. Este se caracterizdé por la presencia de miotubos, los cuales se
conformaron por una proliferacion de células satelitales, fibroblastos y
mioblastos. La anterior alteracion se encontr6 acompafada por agregados
inflamatorios polimorfonucleares multifocales leves y melanoméacrofagos

activos multifocales.
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Figura 34. Miopatia. Se presencia degeneracion, necrosis y regeneracion muscular. La
degeneracion se localiza generalizada severa, esta lesién causa necrosis multifocal y esta
alteracion estd acompafiada por agregados baséfilos mixtos difusos severos y agregados de
melanomacrofagos activos multifocales. Mientras que, en las zonas afectadas con
degeneracion muscular, se observa regeneracion multifocal; conformada por miotubos y se
caracterizan por la proliferacion de células satelitales, fibroblastos y mioblastos. Microfotografia
de musculo (E y H). 10x. Recuadro superior derecho. Se encuentra degeneracion muscular, un
miotubo y necrosis. 100x. Atelopus limon 2872-9. Fuente: Alvear-Santos, 2018.

La miopatia se puede encontrar asociado a un excesivo ejercicio, estrés post
captura, degeneracibn muscular por deficiencia de vitamina D, reabsorcién
muscular por estrés cronico o mala nutricion (Bartoszewska & Kamboj, 2010;
Herra, Sierra, Arbelo, Jaber, & Ferna, 2007; Herrdez et al., 2013; Hill et al.,
2006).

Se ha caracterizado miopatia en Stenella coeruleoalba que ha sufrido estrés
severo. Se pudo observar agregados inflamatorios con degeneracion de las
fioras moderadas a severas y acompafiado a este hallazgo, se encontro
necrosis multifocal. Esta alteracion se puede relacionar directamente por el la
elevada presentacion de los corticoides y el acido lactico (Herrdez et al., 2013)

La regeneracién muscular solamente se puede realizar si las células satelitales
sobrevivan al dafio, por lo que, en las zonas de necrosis esta alteracién no se

encontré presente.
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Microscopicamente, se puede observar a las fibras segmentadas y onduladas,
posteriormente se rodearan de células satelitales; las cuales permiten la
division mitética, luego de 12 horas; se observa la migracion de macrofagos;
que vienen a retirar la debris y estos vienen acompafiados por neutrofilos y
eosinofilos (Jubb et al., 2007; Zacary & McGavin, 2012).

Cuando la regeneracibn se realiza sin complicaciones los agregados
inflamatorios desaparecen y los mioblastos incrementan el nUmero hasta forma
un fuso y en 5 dias se crean los miotubulos; con nudcleos gigantes, que
posteriormente se van dividiendo y finalmente en 15 dias se crea un sarcomero
con fibras elongadas (Jubb etal., 2007; Zacary & McGavin, 2012). En el
musculo de los Atelopus se presentd regeneracion, por lo que, la miopatia en

estos animales seria una lesiéon cronica.
4.3.5 Sistema tegumentario
4.3.5.1 Piel

A nivel de piel se encontr6 afectado el 21.43%(3/14) de los oOrganos. El
diagnéstico principal fue hiperqueratosis e hiperplasia multifocal. En la tabla 21
se encuentran de forma resumida los principales diagndsticos en piel, la

frecuencia y nimero de identificacion.
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Tabla 21.

Diagndsticos principales en piel, la frecuencia de presentacion y el nUmero de
identificacion de los animales afectados.

Diagnostico piel Frecuencia Individuos

Hiperplasia difusa e
hiperqueratoris 3/14 2802, 2872, 2836
multifocal leve

Indeterminado 3/14 29841, 3342, 2808

2997,29971, 628, 2981,

Nada relevante 8/14 2993, 2980, 2984, 2559,

4.3.5.1.1 Hiperplasia difusa e hiperqueratosis multifocal leve

En la capa cornea de la piel se visualizaron estructuras redondas basofilicas
puntiformes compatibles con estadios de zoosporangios de Batrachochytrium
dendrobatidis. Mientras que, en la capa granulosa y espinosa se localizan
multiples estructuras redondas vacias o con vestigios, en donde anteriormente
se encontraban algunas estructuras de las zoosporas. Acompafando al
anterior hallazgo, se aprecié una hiperplasia en la epidermis difusa, con una
leve queratinizacién multifocal e hipertrofia focal de la capa cornea. Ademas, en
la dermis se localiz6 congestion multifocal moderada a severa y una leve

presencia de neutrdfilos.
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20 ym

Figura 35. Hiperplasia difusa e hiperqueratosis multifocal. Se presencia zoosporangios de
Batrachochytrium dendrobatidis multifocal (flechas negras). Microfotografia de piel (E y H). 40x.
Atelopus limon 2802-9. Fuente: Alvear-Santos, 2017.

La quitridiomicosis ha sido descrita como una enfermedad emergente de la piel
de los anfibios, esta se ha presentado en cautiverio y vida silvestre. Esta
patologia se ha diseminado a nivel mundial, por lo tanto, ha ocasionado

declives poblacionales importantes (Mutschmann, 2015; Pessier, 2014).

El agente causal es el hongo Batrachochytrium dendrobatidis, este hongo
generalmente se ubica en la epidemis; produciendo una marcada hiperplasia
en la misma y acomparfada por un hiperqueratosis (Martel et al., 2013; Pessier,
2014).

La presencia del hongo en histopatologia, se puede ubicar en la capa de
gueratina y en la epidermis, estos esporangios pueden estar desarrollados y se
observan como estructuras redondas basofilicas incrustadas, en otros casos,
se encuentran vacios y se pueden localizar saliendo de la epidermis al exterior;

con presencia de un desprendimiento de la misma.

Esta patologia altera el intercambio gaseoso de la piel en los anfibios

produciendo acidosis respiratoria y toxemia por las toxinas del mismo hongo;
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solamente cuando la cantidad presente es muy severa, pero en otros casos

esta alteracion no es representativa (Pessier, 2014).

La caracterizacion del hongo Batrachochytrium dendrobatidis coincide con los
hallazgos presentados en los individuos 2802, 2872 y 2836, por lo que, se
puede confirmar el diagnostico de la presentacion de este patégeno en
cautiverio y que podria estar afectando la salud de los animales dentro del

Centro de conservacion.
4.4 Causas de muerte

Los resultados se obtuvieron a partir de los diagnésticos principales de cada
individuo. En el 71.43% (10/14) la causa de muerte se relacion6 con un choque
cardiogénico; relacionado a la una insuficiencia cardiaca congestiva por una
compensacion fisiolégica a una hipoxia ambiental, mientras que, en el 21.43%
(3/14) se produjo un choque hipovolémico debido a una hiperemia, hemorragia
y presencia de protozoarios y el 7.14% (1/14) no se pude determinar la causa
de muerte por mala conservacion de los tejidos del individuo. En la figura 36 se
presenta de forma porcentual los diagnésticos de las cusas de muerte y en la

tabla 22 se detalla la frecuencia y el nimero de identificacion.
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 Choque cardiogénico
Choque hipovolémico

M Indeterminado

Figura 36. Porcentaje de las causas de muerte en el 2014 de los animales en
cautiverio.
Tabla 22.

Frecuencia en que se presentan el choque cardiogénico, hipovolémico,

indeterminado y el numero de identificacion de los individuos.

Causas de muerte Frecuencia Identificacion

2802, 2997, 29971,
Choque cardiogénico 10/14 29841, 2981, 2980,
2808, 2872, 2836, 2984

Choque hipovolémico 3/14 2559, 628, 2993

Indeterminado 1/14 3342
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4.4.1 Choque cardiogénico

El grupo que se compone por el 71.43% (n=10) presentaron insuficiencia
cardiaca congestiva como diagnostico principal, pero se relaciondé que el
57.14% (8/10) también se presentd insuficiencia renal crénica y neumonia
proliferativa cronica, por lo que, en estos individuos se produjeron fallas
multioganicas, mientras que en el 14.28% (2/10) solamente se sumé la
neumonia proliferativa cronica y se diagnosticaron como colapsos
cardiorespiratorios. La presencia de la insuficiencia cardiaca congestiva
desencadena multiples alteraciones como hiperemia, hipertension, fallas
renales, pulmonares y hepaticas, estas estarian ocasionandose por una
compensacion fisiolégica a una hipoxia ambiental que desencadenarian la

muerte por choque cardiogénico.

En la figura 37 se detallan los diagndsticos que se desencadenan en choques
cardiogénicos con el porcentaje correspondiente y en la tabla 23 se detalla la
frecuencia y el nimero de identificacion. Mientras que, en la tabla 24 Se
encuentran los diagndsticos de los 6rganos afectos por grupo, individuo y

frecuencia.

M Falla multiorganica

Colapso
cardiorespiratorio

Figura 37. Principales diagnoésticos de los mecanismos que desencadenan la

muerte por choque cardiogénico en porcentaje.
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Tabla 23.

Principales diagndsticos de los mecanismos que desencadenan la muerte por

choque cardiogénico, frecuencia e identificacion de los individuos afectados.

Causas de muerte Frecuencia Identificaciéon

2802, 2997, 29971,

Falla multiorganica 8/11 29841,628, 2981, 2980,
2808, 2872
Colapso 2111 2836, 2984

cardiorespiratorio
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Tabla 24.

Resumen de los diagndsticos especificos de las fallas multiorganicas y
colapsos cardiorespiratorios que ocasionaron el choque cardiogénico, con su

frecuencia y numero de identificacion

Diagnosticos principales de los mecanismos que desencadenan la
muerte por choque cardiogénico

Fallas multiorganicas

Diagnoésticos Frecuencia Identificacién

Insuficiencia cardiaca
congestiva, insuficiencia 2/10 2997,29841, 2980, 2808,
renal crénica, neumonia 2981, 2802, 29971

y proliferativa cronica

Rabdomioma,
insuficiencia cardiaca
congestiva e 1/10 2872
insuficiencia renal
crénica

Colapsos cardiorespiratorios

Diagnosticos Frecuencia Identificacién

Insuficiencia cardiaca
congestiva,
hidropericardio,
congestion y edema
pulmonar moderado a
severo

1/10 2836

Insuficiencia cardiaca
congestiva y neumonia 1/10 2984
proliferativa crénica
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La muerte que ocurre comunmente en cautiverio es generalmente natural. En
medicina forense, esta defuncion se puede relacionar etiolégicamente a una
falla cardiaca, ya que estas producen una muerte subita (Carter-monroe &
Virmani, 2011).

Mediante histopatologia comparada, se determind insuficiencia cardiaca
congestiva en el 85.72% (12/14) de la poblacién y este diagndstico estaria

desencadenandose en una muerte por choque cardiogénico.

Este choque cardiogénico se relaciona con la insuficiencia cardiaca congestiva,
por presentar un bajo bombeo del corazon, debilidad en la contractibilidad del
miocardio, insuficiencia cardiaca diastélica, desordenes de la conduccion y

finalmente el desarroll6 arritmias cardiacas (Zacary & McGavin, 2012).

En los Atelopus limon, la insuficiencia cardiaca pudo desencadenar una
hipotensién; esto ocasiona que el flujo sea menor hacia los rifiones, sistema
gastrointestinal y o6rganos secundarios, para asi lograr mantener el flujo

correcto en cerebro y corazén (Trigo, 2011).

Se relata que en varios textos, que la hipotensién produce una eritropoyesis
proveniente de la médula 6sea o el bazo para el incremento de la viscosidad en
la sangre, lo que ocasiona un sobre trabajo del musculo cardiaco y
produciendo la insuficiencia del mismo (Trigo & Elizondo, 2004; Zacary &
McGavin, 2012).

Entre los hallazgos encontrados en el tejido medular y en el bazo de los
Atelopus limon, se presenté una disminucién de la pulpa roja de moderada a
severa y esta alteracion puede coincidir con el mecanismo compensatorio
presentado para el aumento de la viscosidad de la sangre a causa de la

hipotensién por cardiopatias.

La activacion de la cadena renina-angiotensina-aldosterona y la eritropoyesis
logran el aumento de la volemia para compensar el retorno venoso, pero

inmediatamente se presenta una hipervolemia y el corazon derecho podria
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comenzar a fallar; al no poder recibir un volumen extra de sangre. Esta
detencidén de sangre causaria congestion generaliza (Trigo, 2011). En toda la
poblacion de Atelopus limon que formaron parte del estudio, se observo
congestion generalizada y esta alteracion podria coincidir con la hipervolemia

presentada como compensacion de la falla cardiaca.

La sangre presente en las congestiones generalizadas severas no se pueden
mantener en los vasos e inicia a extravasarse y se produce la ascitis
subcutanea, hidrotérax e hidropericardio (Trigo & Elizondo, 2004). Se confirmé
la presencia de este tipo de alteracion en la poblacion que murié en el 2014. Se
encontraron afectados por ascitis el 85.71% (12/14) y por hidropericardio el
14.28%(2/14) de los individuos.

Si los individuos afectados no reciben tratamiento, el bombeo continuara
descendiendo y la filtracion glomerular sera reducida al extremo, causando
insuficiencia renal crénica y la volemia continua elevandose (Jubb et al., 2007;
Trigo, 2011).Se podria relacionar que la presencia de la insuficiencia renal
cronica en los Atelopus limon se debe a la presentacién de la insuficiencia
cardiaca y los mecanismos de compensacion desarrollados para lograr el

correcto retorno venoso.

El objetivo de la constante retencion de liquido, es el incremento del retorno
venoso al corazon derecho y asi lograr incrementar el bombeo del corazén
izquierdo, pero al no poder el corazon afrontar el volumen extra, finalmente se
puede presentar una taquicardia ventricular que desencadena una fibrilacion
ventricular y en otros casos una bradiarritmia que terminan en una muerte
subita (Formiga, Manito, & Pujol, 2006; Luna et al., 2007; Zacary & McGavin,
2012).

La descripcion detallada de como se podria desencadenar la muerte por
choque cardiogénico en anfibios que presentaron insuficiencia cardiaca
congestiva, se realiz6 en base una recopilacién de fisiopatologia comparada,

pero actualmente no hay estudios que se hayan realizado en estos ejemplares
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en donde se puede afirmar si el mecanismo es igual que el presentado en

mamiferos.

4.4.2 Fallas multiorganicas y colapso cardiorespiratorio que

desencadenan muerte por choque cardiogénico

A continuacion, se relatard como se relaciona la insuficiencia renal crénica y la
neumonia proliferativa con la insuficiencia cardiaca congestiva y como estas

patologias influyen en la muerte de los individuos por falla cardiogénica.

Se relatd anteriormente que la insuficiencia cardiaca congestiva produce
insuficiencia renal cronica (Jubb et al., 2007; Kumar, Habbas, et al., 2013). Esto
se podria confirmar, ya que en el 81.82% (9/11) se encontré insuficiencia
cardiaca, insuficiencia renal cronica y en algunos casos también se
encontraron acompafados estos diagnésticos con presencia de neumonia

proliferativa.

En la insuficiencia renal crénica se presenta un sindrome nefrético, el cual se
caracteriza por un el descenso en la filtracion y un aumento de la permeabilidad
vascular glomerular. Ademas, este sindrome se encuentra acompafiado por
una grave proteinuria, hiperfosfatemia, azotemia, disminucion de produccion de
eritropoyetina y edema generalizado (Jubb et al., 2007; Zacary & McGavin,
2012)

Relacionando las alteraciones renales anteriormente mencionadas, el edema
gue se presentd en los animales en cautiverio pudo ser muy marcado, debido a
la proteinuria, la disminucién de la eritropoyetina y la congestion cardiaca
presente. El peso ganado por liquido almacenado pude producir un sobre

esfuerzo del corazon y aceleraria la muerte de los animales (Jubb et al., 2007).

En la fisiopatologia de la insuficiencia renal crénica, se ha descrito que la
hiperfostatemia puede desarrollar de enfermedades cardiovasculares; debido a
la disminucién de calcio sérico, la pérdida de receptores para calcio y vitamina

D. Estos son necesarios para la contractibilidad del miocardio (Block & Port,
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2000; Jubb et al., 2007; Nieto, Mahecha, & Villacencio, 2005). La insuficiencia
cardiaca presentada en la poblacién que muri6é en el 2014, pudo acelerarse o
desarrollarse mas, debido a la insuficiencia renal; por el debilitamiento extremo

de la contractibilidad de miocardio por falta de calcio.

Finalmente, en la etapa terminar de la insuficiencia renal, hay una sobre
produccion de fésforo-calcio que provocaria una acidosis metabdlica, a la cual
se suma la presencia de la azotemia y toxicos urémicos. Estos factores
estarian produciendo una acidosis metabdlica y el deterioro de las células del
miocardio y acelerando la muerte de los animales con insuficiencia cardiaca
(Einhorn et al., 2009).

En los individuos que presentan congestion y edema por fallas cardiacas son
propensos a presentar neumonias proliferativas (Jubb et al., 2007; Zacary &
McGavin, 2012). En el 71.43% 10/14 de la poblacién se diagnosticO heumonia
proliferativa crénica, esta lesion estaba causando problemas para lograr un

correcto intercambio gaseoso (Jubb et al., 2007).

La disminucién de oxigeno, produce una acidemia por el aumento de la presion
parcial de CO, (PPaCO,) lo que ocasiona acidosis respiratoria, ademas una
disminucién del pH y la presién arterial (Pietro-de-Paula et al., 2012).

Se ha podido comprobar que una neumonia proliferativa crénica con
presentacion de edema produce una acidosis severa, la cual disminuye la
frecuencia cardiaca y finalmente una disnea severa que termina en una muerte
subita (Peter et al., 2006; Prabhakaran et al., 2003).

La acidosis respiratoria se puede combinar con otro tipo de alteraciones, como
las que se presentan en las insuficiencias renales y cardiacas; anteriormente
descritas, pero en la fisiopatologia de anfibios no se ha relatado este tipo de
causas de muerte, por lo que, esta alteracion podria estar desencadenando
una falla multiorganica o un colapso cardiorespiratorio y terminar con la muerte

de los animales por un choque cardiogénico.
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4.4.3 Choque Hipovolémico

En el 21.43% (n=3) la causa de muerte se determiné6 por un choque
hipovolémico. Un individuo present6 una hipovolemia por hemorragia pulmonar
7.14% (1/3) y los dos restantes 14.28% (2/3) tuvieron una enteritis parasitaria
severa ocasionada por Entamoeba spp., este agente hizo que se clasifique la

causa de muerte en este grupo como infecciosa.

La enteritis mencionada se presenté en el intestino grueso; por lo que este
organo secundario se tomo6 en cuenta como diagndstico para las causas de

muerte.

En la figura 38 se presenta de forma porcentual los diagndsticos de las cusas
de muerte del choque hipovolémico y en la tabla 26 se detalla los diagndsticos

principales, la frecuencia en que se presentan y el nimero de identificacion.

M Enterritis parasitaria

Hemorragia

Figura 38. Principales diagndsticos porcentuales de las causas que produjeron
la de muerte por choque hipovolémico.
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Tabla 26.

Principales diagnésticos causantes del choque hipovolémico.

Diagnosticos
relacionados a
choques
hipovolémicos

Frecuencia Identificacion

Hemorragia pulmonar
severay edema,
insuficiencia cardiaca
congestiva cronica,
insuficiencia renal
cronica

1/14 2559

Enteritis parasitaria
severa, enfisema
pulmonar, neumonia
proliferativa,
insuficiencia cardiaca 2/14 628, 2993
congestiva, insuficiencia
carcinoma e
insuficiencia renal
crénica

El choque hipovolémico presentado en el individuo 2559, se relaciona
directamente por la hemorragia pulmonar, que causa una disminucion del

bombeo cardiaco debido a la pérdida de sangre (Kumar, Habbas, et al., 2013).

Mientras que, en los individuos 628 y 2993 se determind un enteritis parasitaria
severa producida por el protozoario Entamoeba spp., este parasito se
caracteriza por producir problemas gastrointestinales a nivel de colon, se
producen diarreas hemorragicas que causan una rapida deshidratacion e
incluso este agente puede ocasionar alteraciones circulatorias y se relacionan
con la presentaciéon de edema y liquido en la cavidad celémica (Klaphake,
2009; Richter, Kiuibber-Heiss, & Weissenbdck, 2008).
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En Boa constrictor se han reportado como causas de muerte por la presencia
de este parasito debido a la pérdida de sangre en las heces y la deshidratacion

severa de los animales.(Richter et al., 2008).

La hipovolemia producida por hemorragia o perdida de liquido; como es el caso
de los individuos 2559, 628 y 2993, se inicia con la disminucién del retorno
sanguineo hacia el corazon derecho, lo que ocasiona una baja de la diastole
cardiaca y de la presion arterial a 60mmHg; esto se ha presentado en reptiles
(Lichtenberger, 2004). En anfibios no hay informacién sobre la cantidad
porcentual que deberia perder para que estos animales presenten una muerte

por choque hipovolémico.

Durante la etapa compensatoria del choque, se detecta la disminucion del
bombeo cardiaco, se activa el sistema parasimpatico; para contrarrestarla baja
de la presion mediante una vasoconstriccion de la circulacion periférica y asi
lograr incrementar la contraccién del corazén (Kumar, Habbas, et al., 2013;
Lichtenberger, 2004). En este periodo, también se activa la cadena renina-
angiotensina-aldosterona; para elevar la presion por la reabsorcion de liquidos
(Hill et al., 2006; Lichtenberger, 2004).

Por otro lado, en esta etapa de compensacion, se secretan catecolaminas para
optimizar el bombeo cardiaco y se liberan glucagén; para compensar al gasto
energético. Pero si la hemorragia no se detiene, las reserva se agotan e inicia
actuar el metabolismo anaerobio; mediante la produccion de &cido lactico y que
a su vez ocasiona una acidosis metabdlica y se produce una disfuncion
multiorganica (Kumar, Habbas, etal., 2013; Lichtenberger, 2004; Zacary &
McGavin, 2012).

La etapa final e irreversible del choque hipovolémico, se produce cuando las
respuestas neuroendocrinas no se restauran, ni se mantiene la perfusion
sanguinea, en esta etapa se ha perdido el 40-60% de sangre; esto se ha

descrito en aves (Markov et al., 2013; Zacary & McGavin, 2012).
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Finalmente se manifiesta un colapso circulatorio; el volumen arterial es
insuficiente para llegar a 6rganos importantes como cerebro y corazon. En el
cerebro no llega suficiente sangre con oxigeno y se deprimen los centros
neuronales respiratorios y simpaticos, mientras que, en corazon la frecuencia
cardiaca se encuentra disminuida al extremo y se produce vasodilatacion, asi
esto ocasiona una reduccion del volumen sanguineo y el miocardio pierde el
ritmo cardiaco, produciendo una falla multisistémica y la muerte de los
individuos (Jubb et al., 2007; Lichtenberger, 2004; Markov et al., 2013).

No se encontré casos similares en anfibios que presenten hemorragia severa,
pero se puede relacionar que las fallas multiorganicas que produce la
hipovolemia son las encargadas de desencadenar la muerte por choque

hipovolémico en estos individuos.
4.4.4 Causa de muerte indeterminada

En 7.14% de la poblacion que corresponde al individuo 3342, la causa de
muerte fue indeterminada, ya que la conservacion de los érganos no de 6ptima
en este ejemplar y solamente se pudo reconocer congestion y edema en el

pulmon; esto no seria representativo para el diagndstico.
4.5 Limitantes

Durante la realizacion de la necropsia se complicé el reconocimiento de los
hallazgos macroscopico, ya que las muestras no eran frescas y en algunos
casos la conservacion no era la correcta. Este procedimiento fue realizado por

el centro de conservacion y los protocolos no fueron 6ptimos en algunos casos.

Este mismo aspecto influencié en la caracterizacion completa de histopatologia
realizada en 270 placas que impidio la observacion en detalle algunos 6rganos

y dificulté el diagnaéstico final.

El reconocimiento y la caracterizacion de los hallazgos histopatoldgicos, se

dificultaron en algunos 6rganos, debido a las variaciones histologicas que se
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presentan; estas se deben la evolucibn que han tenido los anfibios y las
diferencias que hay entre especies. A esta problematica se sumoé la poca

informacion que hay sobre la clinica y patologia especializada en anuros.
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5. CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

En los hallazgos encontrados en los o6rganos principales y secundarios,
prevalecieron alteraciones circulatorias; como congestion, edema y hemorragia,
de tipo degenerativas; como celulares e inflamatorias. Estas alteraciones se
pueden relacionar principalmente con problemas circulatorios; como es la

insuficiencia cardiaca congestiva severa que produce fallas multisitémicas.

Para la realizacion de este estudio post mortem, la informacién fue tomada de
las historias clinicas, registros, examen fisico y hallazgos histopatol6gicos. Sin
embargo, los hallazgos macroscépicos no fueron relevantes, ya que los
individuos permanecieron en formol al 10% durante un largo periodo de tiempo
y esto podria estar alterando algunos resultados para el diagndstico

anatomopatologico.

El mayor porcentaje de las causas de muerte son debido a un choque
cardiogénico, esto se relaciona con la presentacion de la insuficiencia cardiaca
congestiva compensatoria fisiolégica a una hipoxia ambiental presentada por
una de mala adaptacion en el cautiverio; debido a la diferencia de altura entre
el oriente y la sierra ecuatoriana. En algunos individuos la insuficiencia cardiaca
estaba acompafiada por otro tipo de alteracion como insuficiencia renal cronica
y neumonias proliferativas acompafiadas de edema, lo que desencadenarian
fallas multiorganicas y colapsos cardiorespiratorios. La insuficiencia cardiaca
congestiva se encontré relacionada directamente con la presentacion de la
insuficiencia renal crénica y neumonia proliferativa; estas patologias
secundarias estarian acelerando el deterioro del corazén y la muerte de los
individuos por choque cardiaco. Por lo que, estas causas de muerte son de
origen no infeccién de tipo croénico, mientras que, en el higado solo se pudo

presenciar lesiones secundarias debido a las fallas cardiacas.
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El choque hipovolémico de origen hemorragico en pulmén se presenté de
forma aguda, pero el causante podria haber sido de tipo crénico, por otro lado,
las lesiones en drganos secundarios ocasionados por agentes infecciosos
como la Entamoeba spp. se consideran severas y este agente desencadena
hipovolemia por perdidas sanguineas Yy electrolitos; causando fallas
multisistémicas de manera aguda y la muerte de los ejemplares. Por lo tanto se

catalogo a este grupo como una causa de muerte de tipo infeccioso.

Se debe sefalar que, se tom6 como positiva la hipoétesis planteada, ya que, las
causas de muerte fueron de origen infeccioso y no infeccioso y se

desencadenaron de forma aguda y crénica.

Otro tipo de agente infeccioso determinado fue el hongo Batrachochytrium
dendrobatidis presente en la piel de los anfibios, este podria afectar el estado
de salud de los animales, pero no se relacionaron directamente como causa de
muerte, ya que su presencia no afecto a érganos vitales y la carga no fue

representativa.

La caracterizacion de todos los Organos nos permitid conocer estado de
sanitario en que se encontraba la poblacién de Atelopus limon que murié en el
aflo 2014 en cautiverio a través de una linea temporal y como estas

alteraciones inciden con el bienestar animal.
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5.2 Recomendaciones

Aplicar un protocolo de cuarentena de los animales antes del ingreso al centro
de conservacion y realizar examenes generales para verificar el estado de
salud antes del ingreso al cautiverio y evitar al mismo tiempo la entrada de
patégenos externos. En el estudio se puedo observar la presencia del hongo
Batrachochytrium dendrobatidis y el protozoario Entamoebas spp. que pueden
ser fuente contaminate para otros individuos, produciendo problemas de salud
e incluso la muerte en especies endémicas que se encuentran en

conservacion.

Hacer que la alimentacién sea similar a la de vida libre con los requerimientos
establecidos por especie e incluso por la etapa en la que se encuentren los
individuos. Se recomienda continuar con presas vivas que sean apropiadas de
acuerdo al tamafio de los individuos y realizar exdmenes bromatoldgicos
peribdicamente del alimento, especialmente para verificar de cOmo se

encuentra el balance de fésforo, calcio, proteina y lipidos.

Mejorar las condiciones en cautiverio relacionadas con la luz ultravioleta o
bafos de sol, para evitar en lo posible deficiencia de calcitrol y asi prevenir el
desarrollo de enfermedades metabdlicas 0seas.

Establecer como protocolo obligatorio de la realizacién de necropsias, toma de
muestras y conservacion de tejidos de todos los animales que mueren en el
Centro, para conocer en qué condiciones sanitarias se encuentran las
poblaciones en cautiverio, asi poder aportar con informacion clinica y

patolégica de anuros; la cual es escasa.

Mejorar las condiciones sanitarias del cautiverio mediante examenes generales
fisicos y clinicos como pruebas de sangre, orina y aplicar calendario de

desparasitaciones.

Con respecto a los terrarios, se recomienda controlar a humedad y oxigenacion

periodicamente, asegurarse que la purificacion del agua utilizada para
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abastecer a los terrarios sea minimo del 10%, realizar enriquecimiento

ambiental de los terrarios y evitar la manipulacion innecesaria de los animales.

Se recomienda que los programas de conservacion de animales originarios del
neotropico que viven en alturas menores a 800 msnm se realicen en
localidades que no sobrepasen esta altura, para asi evitar los problemas que
se desencadenan por una hipoxia ambiental debido a una mala adaptacion, ya
que esta adaptacion fisiolégica compromete gravemente el bienestar y la vida

de estos ejemplares endémicos ecuatorianos en cautiverio.
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ANEXOS



Anexo 1. Patente de manejo de vida silvestre 2017, no. 007-2017-fau-dpap-
ma.

MINISTERIO DEL AMBIENTE
DIRECCION PROVINGIAL DEL AMBIENTE PICHIMCHA \
Ministaric
clel Ambiente

PATENTE DE MANEJO DE VIDA SILVESTRE
- 2017

T Muamaro: T Lugar y Fecha: =
00720 7-FAU-DPAP-MA |  Cuito, 27 de marzo de 2007

La Direccion Provincial del Ambiente Pichincha del Minislerio del
Ambiente, en usc de las alrbucionss que le confiers la Ley Forestal y
de Conservacion de Areas Maturales y Vida Silvestre, autoriza a
Fernanda Panca Ledn, Representante legal de la Pondificia Universidad
Caldlica del Ecuador, con C.C. N® 180ME67476, para que realice e
maneje en cauvliverio de especimenas de anfibios sivesires en el
Centro de Investigacién y Conservacion de Anfibios (CICA), bajo la
calegoria de Centro de Rescate, sin fines comerciales, de acuendo
con el siguiente detalle

1. Solicitud de rencvacion de paterts presentada por Andrés

| Merino-Vitari, Fh.D. Director del Centro de [Investigaciin y
Consarvacion de Anfibics, de la PUCE, mediante comunicacion
den 18 da arara de 2017,

2. Valoracidn dal informe: Ing. Diego Morillo &,

1. Inspaccion realizada el 24 de febrera de 2017 por Ing. Chaga
Marilla G

4, Complementos de manejo autcrizadas: investigacidn, educaciin
¥ COMSEryacHn.

5. Contraparte institucioral y responsabilidad técnica delegada &
Unidad de Pafrimonio Matural, de la Direccidn Pravincial cel
Ambilente Pichincha. MAE

fi. Durackn: 27 de marzo de 2017 al 26 de marzo de 2018,

7. Obligaciones del baneficiario:

a) Llevar un registro completo, aciualizado de las eapecies de
anfiblos silvestres manejadas, |

b) Facilitar informacitn ¥ permitir e accese de los funcionarios |
del Ministeria del Ambienfe a sus instalaciones para = |
respactive contred,

¢} Presentar el mforme de actividades v plan opeeative anual
para la ranovackn de la patenls fy.-a-%ﬁella gue  Tudra
requerida por la avtoridad en al tra

dy Cumplir las especificaciones I'E| nadas con \l.q, patants,

que se detallan al reverse. 5 Qj k-
[\ __,.-—F"_Jl_w-r ﬁ' -ff:m -:'
- i ﬁI:—'- i
- ABIENTE P1ithidci e
i era DL. i,

DIRECTOR F'HDMMDELME ENTE FICHINCHA - Encargado.

qu-. Proningdal dal Arinisnls P‘Ir."-m:ha i Muun:shﬁd 106 ¥ cala Lur! Caidang,
Edilizia CONTEMPD, 37 pisa. Cuitn - Epusdar
Tabalax (593-2) 381 6-Z30
wvay sirbignie gob.ec




10,

11,

MINISTERIO DEL AMBIENTE "
DIRECCION PROVINGIAL DEL AMBIENTE PICHINCGHA .
Ministena
ce! Ambiente

ESPECIFICACIONES DE LA PATENTE DE MAMEJO DE VIDA SILVESTRE
007-2017-FAU-DPARP-IA

Be goriza & manejo de especimenes de anlibios de B fauna slivestre ecuatonana, en el

"Centro de Investigacién y Conservacién de Anfibios (CICAY, bajo la categoria de
Centro de Rescate, ain fines comercialas.

Se autoriza el manajo de los aspecimenes de anfibios, corresponden a la base de datos
presantada, mediante solicitud de renovacion da patente de manajo de vida slivestra del
CICA, de fecha 1% de enere de 2017, Cualquier cambio deberd ser comunicado & b Direccdn
Provincial del &mbienta Pichincha, del Menisterio del Ambienta.

. Se suioriza el maneje de especimenss de anfibios silvesires, excluswamente con fines de

Investigacidn, educacian y consasvacion [ reinlroduceion al medio natural en coordinacidn con
[ Direceidn Provingial del Ambiente Pichincha, del Ministerio del Ambionts.

. B UCICA", MO estd auforizedo & comercializar, especimenes de anfieos silvestres que se

encuentran bajo su mantenimlentos v manss,

S auloriza la coleccidn de especimenas, provia presentacion de un programa de colecckdn o
solicitud de investigacidn.

EI"CECA", podra realizar intercambios de los especimenss que se enceeniran bajo su mangjo,
con ofros centros de rescabe similares del pals, con fines de investigacion y consenvacidn,
previa aprobacidn de la Direccion Provincial del Ambiente Pichincha, emibda por escito,

La mowlizacidn de especimenes que realice & “CICAT, referente a las colecciones que
manliena, mquariran avtorizacion & la Direcsion Provincial del Ambiente Pichincha del MAE.

Laz Inveshgaciones y lesis que se realicen con los especimenas manejadas an el "CICAT,
ragquarnran autorizackn def Ministerio del Ambiente. Para el efecto deberd cumplic con b
establecido en las normativas legales vigentes,

Les ospacimenes manejados no podran ser ubdzados como recurso gendtico, ni para
achvidades de bloprospecaion.

El incumplimigenlo de las disposiciones kgales, (cnicas v administrativas, por parie del "CICA®,
serd motivo de suspension de 3 presente patente y la aplicacién de las sanciones previatas en
Iz Ley Forestad y de Conservacian de Areas Naturales y Vida Silvestre,

Fara la emision de la presenie paben!e, el Ceniro de Fescale ostd exonarado del pago da taza
ambiental conformo al Libro B ded Texts Unificads de Legislacion Secundaria dal Ministerio del
Ambiente, Edicidén Especial Mo, 2, publicado en &l Registro Oficial de 31 de marzo del 2003,

Direceion; Ay, 12 de Ocbubre 1078 v Roca
Apartado postal.  17-01-2184 B
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Anexo 2. Informe para la recoleccion de datos durante la realizacion de las

necropcias.

INFORME DE NECROFP S1A

DATOS GEMERALES

Parsona que realiza la necropsia:

Especia: SEX0;
Identificacion del animal:

Fecha de realizacion de las necropsia:

Fecha de muerte del animal:

Codigo de identificacion de la muestra:

Lugarde hallszgo:

ANTECEDENTES

Estados de descompaosicion: (13 (2} (3) (4)
+ Longitud rostro-cloaca:
» Circunferencia tordcica (por detras de las axilas):
+ Otras medidas:

ESTADC GEMERAL: [Estado nutricionsl, fisico, maformacionss).

CARACTERISTICAS PIEL

SISTEMA MU SCULO-ESQUELETICO
Hues=so:

Articulaciones:

Misculo:

CAVIDADES CELOMICA
Husvos:

Ligumdio:

UAnos:

SISTEMA HEMOLINFATICO
Bazo:




3 STEMA RESPIRATORIC

Cavidad nasal:

Tragues:

Pulmones:

SISTEMA CARDIOVASCULAR

Corazon:

Pencardio:

Wasos grandes:

S STEMA DIGE STWD

Boca:

Lengus:

Esafago:

Estornago:

Cuodeno y pancreas

Intestino delgado:

Intestino gruesa:

Higado:

Vesicula biliar

S STEMA URINARID

Rifnon demrschao:

Rifon lzquierdo:

Wejiga:

S| STEMA REFRODUCTIVO

Huevos:

leshiculos:
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Anexo 4. Hallazgo macroscopico del corazén que corresponde a rabdomioma
multifocal. Se observan multiples masas de superficies lisas, incrustadas y
circunscritas en el miocardio (flechas negras). Fotografia de corazén. Atelopus
limon, individuo 2872. Fuente: alvear-santos, 2017.




Anexo 5. Hallazgo macroscopico del rifion que correspode a carcinoma renal.
Se aprencian masas esfericas y ovoides y se localizan en los extremos del
riion; su coloracion es amarillo palido (flechas negras). Fotografia de rifiones.
Atelopus limon, individuo 628. Fuente: alvear-santos, 2017.




Anexo 6. Muestras. Los animales que murieron el 2014 se encontraron
embazados en recipientes de vidrio y en la tapa se encontraron los datos de la

especie, numero de terrario y fecha de muerte. Fuente: alvear-santos, 2016




Anexo 7. Pesaje de los animales. Se colocan los animales en embaces de
plastico para el pesaje en la balanza. Fuente: alvear-santos, 2016.
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Anexo 8. Toma de parametros biométricos. Se utiliz6 una cinta métrica para
tomar los valores de la distancia rostro-cloaca, celémica y circunferencia

toracica. Fuente: alvear-santos, 2016.
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Anexo 9. Necropsia. Durante la necropsia se utilizé el estereoscopio, caja
pedri, equipo de diseccidn y un soporte para el tomar fotos para el registro de

las mismas. Fuente: genoy-puerto, 2017.




Anexo 10. Lectura de las ldminas histoldgicas. Para la lectura de las placas se

utilizé el microscopio de luz y una computadora para el almacenamiento de

informacion en la base de datos. Universidad de las américas, 2017.







