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RESUMEN: Se tomaron muestras sanguineas de 150 ejemplares sanos de tortuga te-
rrestre argentina (Chelonoidis chilensis chilensis) por medio de puncién de la vena coc-
cigea superior. Las determinaciones que se realizaron incluyeron recuentos de glébulos
rojos, leucocitos y trombocitos, hematocrito, concentracion de hemoglobina, indices he-
matimétricos y formulas leucocitarias relativas, las que se compararon con otras espe-
cies de Testudinidae. No se observaron cambios estadisticamente significativos en los
parametros sanguineos como funcién de la edad o el sexo (p >0,01). En el invierno se
observ6 un aumento de los valores de glébulos rojos, hematocrito y hemoglobina (p <0,01),
mientras que en le verano aumentaron los glébulos blancos y trombocitos (p <0,01). La
formula leucocitaria no resulto afectada por los factores en estudio.
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REFERENCE HEMATOLOGICAL VALUES IN
ARGENTINIAN TERRESTRIAL TURTLE
(Chelonoidis chilensis chilensis)

ABSTRACT: Blood samples were taken from 150 healthy specimens of argentine terres-
trial turtle (Chelonoidis chilensis chilensis) by means of venipuncture of upper coccygeal
vein. The determinations red blood cells, leucocyte and thrombocyte count, hematocrit,
hemoglobin concentration, hemathimetric index and differential leucocyte count were
performed and compared with other Testudinidae species. No statistically significant
changes were observed as function as sex and age (p >0.01). In winter were observed
high values of red blood cell counts, hematocrit and hemoglobin (p<0.01), while in sum-
mer increased leucocyte and thrombocyte counts were observed ( p<0.01). The differen-
tial leucocyte counts were not affected by the studied factors.
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INTRODUCCION

El estudio de los indicadores fisiolégicos
de los animales mantenidos en cautiverio es de
importancia, ya que permite contar con una
rapida herramienta diagnostica que ofrece mu-
cha informacion referida al estado de salud de
los animales. Uno de los primeros sistemas que
deben ser examinados es el sanguineo, que
cumple importantes funciones como el trans-
porte de gases, nutrientes y eliminacion de los
desechos metabdlicos que resultan de dichos
procesos por distintas vias del organismo.

Si se compara el estudio hematoldgico de
los reptiles con los efectuados en otros verte-
brados, se encuentran pocas citas en la biblio-
grafia generada en el pais, a pesar que existe
una metodologia analitica aplicada a los mami-
feros y aves, las cuales han sido exhaustiva-
mente estudiadas.

En las especies autdctonas, esta falencia
de informacion se hace mas evidente, tal el caso
de un quelonio autdctono y considerado por
CITES como un animal en riesgo de extincion e
incluido en el apéndice | de dicha convencion.
Si bien la bibliografia consultada menciona es-
tudios hematoldgicos en testudinidos, estas es-
pecies estudiadas pertenecen a otros habitats
y las muestras no estan bien definidas en cuanto
a la cantidad de animales, su estado de salud y
otros aspectos igualmente importantes.

Los objetivos del presente trabajo son es-
tablecer los parametros hematolégicos de refe-
rencia normales para una especie autéctona de
tortuga, asi como su variacion debida a facto-
res tales como sexo, edad y época del afio.

MATERIALES Y METODOS

Durante los afios 1996 y 1997 se proce-
di6 a la toma de muestras de 150 ejemplares de
distinta procedencia y clinicamente sanos de
tortuga terrestre argentina (Chelonoidis
chilensis chilensis) pertenecientes a diferentes
sexos y edades. La toma de muestras se realizo
por medio de la puncién de la vena coccigea
superior (Richter et al., 1977) utilizando para
ese fin, material descartable. La sujecion de los
animales fue realizada manualmente evitando
el uso de anestésicos o tranquilizantes que pue-
den hacer variar los componentes cuali o cuan-
titativos de la sangre. (Duguy, 1982).

De cada animal se tomaron 2 ml de san-
gre, la cual se deposito en tubos de vidrio con
tapén de goma, conteniendo heparina como
anticoagulante a razon de 20 pl/ml de sangre.
La muestra se acondiciond en recipientes de
poliestireno con hielo molido para una mejor

conservacion. Las determinaciones que se rea-
lizaron fueron: recuentos de glébulos rojos, leu-
cocitos y trombocitos por medio de una dilu-
cién 1:200 en pipetas para recuento de globu-
los rojos en liquido de Natt & Herrick (Otis, 1974)
y recuento en la camara de Neubauer, multipli-
cando los glébulos rojos observados en cinco
campos del reticulo central por 5.000 y los leu-
cocitos tefiidos en los reticulos laterales por
1.000 para obtener la cuenta de estas células
por mm?2 de sangre. En el caso de los tromboci-
tos, el recuento por mm3, se realiz6 contando
estas células observadas en el reticulo central
de la camara y multiplicados por 2.000. Las
ventajas que tiene este método son las de per-
mitir un rapido conteo de células sanguineas
cargando la cAmaray realizando la dilucién una
sola vez.

El hematocrito se determind por el méto-
do del microhematocrito y la concentracion de
hemoglobina fue medida mezclando 20ul de
sangre entera en 5.0 ml de reactivo de Drabkin
(Wiener Laboratorios, Argentina ). Después de
la centrifugacion de los nucleos de los eritroci-
tos se midio espectrofotométricamente la con-
centracion de cianmetahemoglobina a una ab-
sorbancia de| 540 nm comparado con una so-
lucidon estandar de 15,5 g/dl de hemoglobina
(Wiener Laboratorios, Argentina). Los indices
hematimétricos (VCM, HCM y CHCM) se calcu-
laron con las formulas de Wintrobe. El recuen-
to diferencial de leucocitos se realiz6 sobre fro-
tis hechos en el momento de tomar la muestra,
secados al aire y tefiidos por la técnica pancro-
matica de May-Grunwald & Giemsa, modifica-
da por Rosenfeld (1947). La clasificacion de las
células de la serie blanca se hizo sobre la base
de la terminologia tintorial y morfoldgica pro-
puesta por Hawkey & Dennett (1994).

El andlisis estadistico de los resultados se
llevé a cabo con metodologia estadistica para-
meétrica utilizando el software Prism 2.1 (Graph
Pad Inc.). Los datos de la estadistica analitica
se expresan como media (x) = desvio estandar
(DS). La diferencia entre grupos fue analizada
por medio de un test “t” de Student y la media
entre grupos por medio de una Analisis de Va-
rianza utilizando como modelo experimental un
ensayo factorial del tipo 23.

RESULTADOS

Los resultados se expresan en las tablas
N°1 a 3, referidos como valores de referencia en
funcion de la estacidn del afio (Tabla N°1), edad
(Tabla N°2) y sexo de los animales (Tabla N°3).

El andlisis estadistico demuestra que la
época del afio es el factor que causa variacio-
nes en los componentes sanguineos. Durante
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el invierno se observa un aumento de glébulos
rojos, hematocrito y hemoglobina (p<0.01). Du-
rante el verano, descienden estos valores au-
mentan proporcionalmente los recuentos de glé-
bulos blancos y trombocitos (p<0.01). La edad
y el sexo no tienen una influencia significativa
en la variacién de los parametros sanguineos
(p>0.01). Las formulas leucocitarias relativas no
resultan alteradas por ninguna de las variables
en estudio (p>0.01).

Tabla N°1. Chelonoidis chilensis chilensis
Parametros Hematoldgicos Analizados en Fun-
cion de la Variable Epoca del afio

Determinacion Invierno Verano
(n:75) (n:75)
Recuento de Glébulos 700 £74 599 +25
Rojos (10%1)
Hematoctito (%) 25,218 21,35 43,5
Hemoglobina (g/dl) 11 837 9,4+1,3
V.C.M. (pg) 360 +36 356 +23
H.C.M. (pg) 157 +62 156 +63
C.H.CM. (%) 43,6 £32 44,6 15,7
Recuento de Gl6ébulos 9,2+1,9 11,2425
Blancos (10%1)
Recuento de 4,2+1,3 6,2 +2,5
Trombocitos (10%1)
Linfocitos (%) 26 8,6 25423
Monocitos (%6) 5+2,1 4425
Azurdfilos (%) 915 8+2
Heterdfilos (%) 28 2 29423
Eosindfilos (%) 32 18 3215
Basdfilos (%) 0 113

V.C.M.(Volumen Corpuscular Medio) H.C.M. (Hemoglobina
Corpuscular Media) C.H.C.M. (Concentraciéon de Hemoglo-
bina Corpuscular Media )

Tabla N°2. Chelonoidis chilensis chilensis
Parametros Hematoldgicos Analizados en Fun-
cién de la Variable Edad

Determinacion Juveniles Adultos
(n:75) (n:75)
Recuento de Glébulos 660 +34 658 +32
Rojos (10%1)
Hematocrito (%) 22,341,26 23 3,98
Hemoglobina (g/dI) 10,1+1,65 10 +1,84
V.C.M. (pg) 337 £32 349 #43
H.CM. (pg) 152 +67 151 +63
C.H.CM. (%) 45 +4 42,3 13,4
Recuento de Glébulos 8,9+25 91+2,6
Blancos (10%1)
Recuento de Tromboci- 4,25 +1,7 4,3+1,5
tos (10°/)
Linfocitos (%) 26+11 25+2,6
Monacitos (%) 5423 5415
Azurdfilos (%) 8124 7,2 £3,32
Heterdfilos (%) 28 +4 2924
Eosindfilos (%) 31412 32,7+3,78
Basdfilos (%) 1405 0,940,2

V.C.M. (Volumen Corpuscular Medio) H.C.M. (Hemoglobina
Corpuscular Media) C.H.C.M. (Concentraciéon de Hemoglo-
bina Corpuscular Media )
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Tabla N°3. Chelonoidis chilensis chilensis
Parametros Hematoldgicos Analizados en Fun-
cién de la Variable Sexo

Determinacion Machos Hembras
(n:75) (n:75)
Recuento de 689 £34 688 +24
Glébulos Rojos (10°/)
Hematocrito (%) 22 41,8 23 £38
Hemoglobina (g/dl) 10 +1,54 10,4 +1,49
V.C.M. (pg) 319 +42 334 £35
H.C.M. (pg) 145 £21 151 £23
C.H.CM. (%) 45,4 +4 45,2 16
Recuento de Gl6bu- 8,8+2,3 8,9+2,3
los Blancos (10%1)
Recuento de Trombo- 4,2+9 4,2+1,3
citos (10%1)
Linfocitos (%) 26 £11 26 2,36
Monacitos (%) 55+1,4 5+1,5
Azurdfilos (%) 78419 8413
Heterdfilos (%) 27,545 2821
Eosindfilos (%) 32 £14 31495
Basofilos (%) 140,8 2 10,2

V.C.M. (Volumen Corpuscular Medio) H.C.M. (Hemoglobina
Corpuscular Media) C.H.C.M (Concentracién de Hemoglo-
bina Corpuscular Media )

DISCUSION

Los valores hallados en el recuento de glé6-
bulos rojos de Chelonoidis chilensis chilensis
son menores a los descriptos para otros testu-
dinidos como Gopherus agasizii (Rosskopf,
1982), Testudo hermanii (Muro et al., 1994) y
Xerobates spp (Jacobson et al., 1991) con re-
cuentos de glébulos rojos que superan
1.000.000 glébulos rojos/mms2, mientras que
nuestra cuenta de estos elementos no supera
las 700.000 células/mm3. Otras citas para es-
pecies similares como Geochelone gigantea (Hart
et al., 1991), Geochelone geometrica (Pienaar,
1962), Testudo hermanii y Testudo graeca ibera
(Lawrence & Hawkey, 1986; Muro et al., 1994).

Los valores de hemoglobina y hematocri-
to se encuentran dentro del rango de variacion
descripto para Gopherus agasizii (Rosskopf,
1982) y Xerobates spp (Jacobson et al., 1991),
pero son mayores a aquellos descriptos para
Geochelone gigantea (Hart et al., 1991)
Geochelone geometrica (Pienaar, 1962), Testudo
hermanii y Testudo graeca ibera (Lawrence &
Hawkey, 1986; Muro et al., 1994).

Con respecto a los valores de globulos
blancos y trombocitos, estos datos se asemejan
a los reportados para algunos testudinidos como
Testudo hermanii y Testudo graeca ibera
(Lawrence & Hawkey, 1986; Muro et al., 1994),
pero son menores a los descriptos para
Geochelone gigantea (Hart et al., 1991).
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En Gopherus agasizii (Rosskopp, 1982) se
reportan valores mas altos en el recuento de
glébulos blancos, pero esta diferencia podria ser
debida a que este autor cuenta los trombocitos
cada 100 leucocitos y no por la técnica de Natt
y Herrick que utilizamos en el presente trabajo.
Los reportes de varios autores (Pienaar, 1962;
Hart et al., 1991; Rosskopf, 1982; Wood &
Ebanks, 1984; Frair, 1972; Sheeler & Barber,
1964; Semple et al., 1970; Stenross & Bowman,
1968) indican que la férmula leucocitaria de los
quelonios tiene un alto porcentaje de eosindfi-
los (31-33%) tal como lo muestran las tablas
N°1 a 3, le siguen los heteroéfilos en un porcen-
taje de 26 a 29%, luego los linfocitos 24 a 26%,
los azurdfilos, monocitos y finalmente los baso-
filos que no superan el 2% de la cuenta de leu-
cocitos. En este punto Pienaar (1962) refiere en
Geochelone pardalis de Sudafrica un recuento
de 20% de basdfilos.

La variacién de los parametros hematolé-
gicos en funcién de la época del afio se ha re-
portado por varios autores que trabajan con
reptiles y dentro de ellos especialmente los que-
lonios (Pienaar, 1962; Hart et al., 1991;
Roskopff, 1982; Wood & Ebanks, 1984;
Lawrence & Hawkey; Sheeler&Barber, 1964;
Semple et al., 1970; Stenross&Bowman, 1968).
De acuerdo a los datos encontrados en nuestro
trabajo, es posible observar un aumento de glo-
bulos rojos, hemoglobina y hematocrito en el
invierno y un aumento proporcional de glébu-
los blancos y trombocitos en el verano.

Las causas de este fendmeno aun se en-
cuentran en el &mbito de conjeturas, pero dos
teorias pretenden explicar este hecho. Por un
lado se menciona que la deshidratacion resul-
tante de la hibernacion y el menor consumo de
alimentos y agua determina una disminucion
del plasma, con secuestro de liquidos en el in-
tersticio y un aumento del recuento de globulos
rojos y hematocrito. Frair (1977) y Stenross &
Bowman (1984) mencionan un hecho similar a
nuestros hallazgos en varias especies de tortu-
gas como Chelydra serpentina, Lysemmys
punctata, Chrysemys scripta y Emydoidea
blandingii. Por otro lado, otra teoria propone que

el aumento de glébulos rojos, hematocrito y he-
moglobina en la época invernal se deberia a un
estimulo de la eritropoyetina por caida en la ten-
sion de oxigeno cuando el animal hiberna
(Gaummer&Goodnigth, 1957; Duguy, 1982).
Gilles-Baillen& Schoffeniles (1965) y Lawrence
& Hawkey (1986), por el contrario, mencionan
en Testudo hermanii una situacion diferente, con
disminucién de los valores de glébulos rojos,
hematocrito y hemoglobina en el invierno, por
secuestro de liquidos al intersticio y retencion
de agua en la vejiga. Finalmente O‘Connor et al
(1994) mencionan que la variacion de los para-
metros sanguineos debido a la época del afio
no existe, trabajando con Gopherus agasizii,
especie similar a nuestra tortuga terrestre.

La edad y el sexo no tienen una influen-
cia significativa sobre los parametros sangui-
neos, a pesar de los reportes de Wood & Ebanks
(1984), que mencionan diferencias en el recuen-
to de gldébulos rojos, hemoglobina y hematocri-
to en los adultos de Chelonia mydas compara-
dos con los juveniles (p<0.01). Hart (1991) men-
ciona una diferencia estadisticamente signifi-
cativa (p<0.01) entre los valores hematoldgicos
de machos y hembras de Geochelone gigantea,
mientras que Frair (1977) menciona variacio-
nes referidas al tamafio de los animales en
Malayemis spixii; en los animales de mayor ta-
mafio aumentan los valores de glébulos rojos,
blancos y hematocrito comparados con anima-
les de tamafio menor.

Las formulas leucocitarias no resultan
alteradas por ninguna de las variables en estu-
dio, en contraste con la opinién de otros auto-
res (Duguy, 1982) que mencionan un leucogra-
ma de invierno con aumento de linfocitos y un
hemograma de verano con aumento de los eosi-
ndfilos.

Los valores de referencia presentados en
el presente trabajo constituyen en primer re-
porte para el pais y representan el primer esca-
I6n de trabajos mas exhaustivos destinados a
evaluar el impacto de otros factores, ademas de
los estudiados, sobre los componentes sangui-
neos, por ejemplo el cautiverio o la libertad.-
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