Revisla

2022; mayo-agosto. 27(2):e2256

Revista MVZ Cérdoba ,.)
https://doi.org/10.21897/rmvz.2256

Journal Wz Cordoba

Medicina Veterinaria y Zootecnia

Original

Consideraciones para la obtencion
de sangre en tortugas: sitios de
venopuncion y anticoagulantes

Cristian C. Rodriguez-Almonacid'* ®¢; Carolina M. Vargas-Le6n? =©;
Carlos A. Moreno-Torres? ®®; Nubia E. Matta C*&=

1Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias, Departamento de Biologia, Grupo de Estudio Relacion Parasito-
Hospedero. 111321 Bogotda, Colombia

2Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Medicina, Departamento de Microbiologia. Bogota, Colombia.

3Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, Departamento de Salud Animal. Bogota
D.C., Colombia.

*Correspondence: crrodrigueza@unal.edu.co

Recibido: Marzo 2021; Aceptado: Diciembre 2021; Publicado: Mayo 2022.

RESUMEN

Objetivo. Evaluar diferentes puntos de venopuncién y el uso de dos anticoagulantes para la
obtencién de muestras sanguineas en tortugas. Materiales y métodos. Se muestrearon 82
individuos de las especies Trachemys callirostris, Podocnemis unifilis y Chelonoidis carbonaria. Los
puntos de venopuncién evaluados fueron: seno venoso subcaparacial, vena coccigea dorsal y vena
yugular; y se compararon dos anticoagulantes: heparina de sodio y EDTA. Resultados. A partir de
la vena yugular se obtuvieron muestras sanguineas sin hemodilucidon y en un volumen suficiente
para realizar analisis hematoldgicos. Por el contrario, a partir de los otros sitios de venopuncidn se
obtuvieron mayoritariamente muestras hemodiluidas. Las muestras de sangre obtenidas a partir de
C. carbonaria se hemolizaron tras su almacenamiento en EDTA (40 ul/ml de sangre), lo que no se
evidencid al utilizar heparina de sodio (100 UI/ml de sangre) como anticoagulante. Conclusiones.
La vena yugular es el sitio de venopuncion mas recomendable para la extraccién de muestras
sanguineas con fines clinicos. La heparina de sodio fue el anticoagulante de eleccién para almacenar
dichas muestras al no inducir hemdlisis en estas.

Palabras clave: Anticoagulante; Quimica sanguinea; Hematologia; Chelonoidis carbonaria;
Podocnemis unifilis; Trachemys callirostris (Fuente: CAB).

ABSTRACT

Objective. Evaluate different venipuncture points and the use of two anticoagulants to obtain
blood samples in turtles. Materials and methods. Eighty-two turtles of the species Trachemys
callirostris, Podocnemis unifilis and Chelonoidis carbonaria were sampled. Three venipuncture
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points were evaluated: subcarapacial venous sinus, dorsal coccygeal vein, and jugular vein. Two
anticoagulants were tested: sodium heparin and EDTA. Results. The jugular vein was the best
place to practice venipuncture as the blood samples obtained were free of hemodilution and enough
volume to carry out a blood profile. In contrast, samples from the other venipuncture points were
usually hemodiluted. Blood samples from C. carbonaria stored with EDTA (40 ul/ml of blood) showed
haemolisis, which was not observed using sodium heparin (100 UI/ml of blood) as anticoagulant.
Conclusions. The jugular vein is the most recommended venipuncture site for the extraction of
blood samples for clinical purposes. Sodium heparin was the best anticoagulant to store blood
samples due to the fact that it does not induce haemolisis in any sample.

Keywords: Anticoagulants; Blood chemistry; Hematology; Chelonoidis carbonaria;, Podocnemis

unifilis; Trachemys callirostris (Source: CAB).

INTRODUCCION

Las tortugas, junto con los crocodilios, son
los grupos de reptiles mas amenazados
en Colombia, ya que algunas especies son
usadas como fuente de alimento, mascotas
0 para aprovechamiento de sus pieles (1);
esto sumado al impacto por la pérdida de
habitat, contaminacion ambiental, trafico
ilegal y enfermedades infecciosas que afectan
generalmente a los reptiles, contribuyendo a la
drastica disminucion de sus poblaciones (2). De
acuerdo con The Reptile Database, Colombia
posee 36 especies de tortugas, de las cuales el
94.4% poseen habitos acuaticos. Para 2015, el
37% de las especies de tortugas en Colombia se
encontraban bajo alguna categoria de amenaza
y, desafortunadamente, varias especies no se
encuentran catalogadas (1).

Dada a la alta diversidad de tortugas presentes
en Colombia y a la amenaza constante del trafico
ilegal, es comun encontrar un gran nimero de
estos especimenes resguardados en centros de
rescate de fauna silvestre. La Unidad de Rescate
y Rehabilitacion de Animales Silvestres (URRAS)
de la Universidad Nacional de Colombia realiza
la valoracién clinica y, de ser necesario, el
respectivo tratamiento. La valoracion médica de
estos reptiles se realiza a través de examenes
fisicos, imagenologia, pruebas hematoldgicas
y de bioquimica sanguinea (3). Idealmente se
debe contar con valores de referencia para los
especimenes analizados; sin embargo, existe
una carencia de rangos y valores normales
para gran parte de las especies de tortugas en
Colombia, pues la Unica especie en este pais
que cuenta con parametros hematoldgicos
de referencia es Trachemys callirostris (4,5);
mientras que a nivel de neotrdpico, sdélo se
cuenta con reportes hematoldgicos para
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tortugas de las especies Podocnemis expansa,
Phrynops geoffroanus, Eretmochelys imbricata,
Chelonoidis chathamensis y C. denticulata
(6,7,8,9,10,11,12).

A nivel clinico, la calidad de la muestra sanguinea
se convierte en un factor determinante para
obtener informacion confiable a partir de las
pruebas de laboratorio; sin embargo, obtener
muestras sanguineas en tortugas puede ser
complicado, debido a variaciones anatdmicas entre
especies, la presencia de estructuras dérmicas
de proteccion como caparazén y escamas, la
dificultad de manipulacion debido a la fuerza de
los individuos, la dificil localizacion y visualizacion
de venas y senos venosos y la proximidad de
los sitios de venopuncion a diferentes vasos
linfaticos (13). La hemodilucién con linfa es uno
de los obstaculos mas frecuentes cuando se trata
de obtener muestras para procesamiento en el
laboratorio clinico (14); asi mismo, otro factor
extrinseco que afecta la calidad de la muestra es
el anticoagulante utilizado (15).

Con base en lo anterior, el presente articulo
tiene como objetivo evaluar diversos puntos
de venopuncion, asi como el anticoagulante
adecuado para la extraccién y conservacion
de muestras sanguineas de quelonios de
las especies Podocnemis unifilis, Trachemys
callirostris y Chelonoidis carbonaria; de tal forma
gue permitan un optimo analisis de parametros
hematoldgicos y de quimica sanguinea.

MATERIALES Y METODOS

Aspectos éticos. La Facultad de Ciencias, a
través del comité de ética, estudido y avalo el
presente estudio mediante el acta 03-2019 del
01 de abril del 2019 y el muestreo se realizd
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bajo la supervision de médicos veterinarios
especialistas en el area, garantizando la
seguridad de los individuos muestreados.
Adicionalmente, esta investigacion se llevd a
cabo siguiendo la ley 84 de 1989 del congreso
de la republica de Colombia, por la cual se
adopta el estatuto nacional para la proteccién
animal; de igual forma, se siguieron los
lineamientos estipulados en la resolucion 8430
de 1993 del ministerio de salud, la cual regula
la investigacién biomédica en donde se ven
involucrados animales.

Muestra. Se efectud un muestreo a conveniencia
de tortugas de las especies Podocnemis unifilis
(N=8), Trachemys callirostris (N=43) y Chelonoidis
carbonaria (N=31). El tamafio muestral vy
las especies elegidas estuvieron dadas por la
disponibilidad de individuos presentes en la Unidad
de Rescate y Rehabilitacién de Animales Silvestres
(URRAS), adscrita a la Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Bogota (2.555 msnm,
temperatura promedio: 14°C). Las tortugas se
encontraban acondicionadas a una temperatura
ambiental artificial promedio de 30°C.

Evaluacion de los puntos de venopuncion.
La venopuncién fue realizada siguiendo las
recomendaciones propuestas por Naguib (13)
y Perpifian (16) para la toma de muestras
sanguineas de tortugas. En todos los casos, se
usaron jeringas sin anticoagulante acopladas
a agujas de calibre 25 y de una pulgada
de longitud. Cada uno de los puntos fue
previamente desinfectado usando Clorhexidina.
El volumen de sangre tomado se calculd a partir
del peso del individuo y no supero el 1% de la
relacion peso/volumen (p/v). Una vez obtenida
la muestra, se aplicd presiéon moderada a los
sitios de venopuncidn para evitar la formacién
de hematomas. Los puntos de venopuncion
evaluados se exponen a continuacion:

(A) El seno venoso subcaparacial es un punto de
convergencia de numerosos vasos, éste se ubica
sobre la linea media del animal en el punto en
el cual la octava vértebra cervical se une con el
caparazoén (17) (Figura 1A). Para acceder a este
punto, se puede inducir la retraccion de la cabeza
delindividuo en el caparazon o extender la misma
y cuidadosamente doblarla hacia abajo (17). La
aguja debe ser introducida sobre la linea media
dorsal del cuello cerca del limite entre la piel y
el caparazon en angulo caudodorsal (Figura 1B).
Si la vértebra es tocada, la aguja debe moverse
ligeramente en direccién craneal (16).
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(B) La vena coccigea dorsal se encuentra en la
linea media de la cola del animal (Figura 1C),
por lo que se debe efectuar la puncién sobre
este plano inclinando la aguja entre 45° y 60°
(17). Dado que estas venas se encuentran
adyacentes a la vértebra, se recomienda
introducir la aguja hasta tocar la vértebra y
luego retirarla lentamente, ejerciendo presion
negativa en la jeringa hasta lograr extraer
sangre (Figura 1D) (18).

(C) La vena yugular se encuentra recorriendo el
cuello del animal de forma antero-posterior, a
la altura del timpano (Figura 1E) (19). La aguja
debe insertarse superficialmente, paralela al
cuello en direccidon caudal (Figura 1F) (16).

Almacenamiento de muestras
sanguineas. Una vez tomada la sangre,
esta fue depositada en viales plasticos que
contenian el anticoagulante. Se probaron dos
anticoagulantes correspondientes a Heparina de
sodio (Liguemine®, Roche), a una concentracion
de 100 UI/ml de sangre (20), y Acido
etilendiaminotetraacético (EDTA, Quimicos
Albor), a una concentraciéon de 40 pl/ml de
sangre, recomendada por la casa comercial. La
sangre fue conservada a 4°C previo a su analisis
hematoldgico. Las muestras sanguineas fueron
procesadas en un periodo maximo de 18 horas.
La evaluaciéon del anticoagulante fue realizada
a través de la observacion macroscépica de la
sangre y de la determinacion de la integridad de
las células sanguineas a nivel microscépico, al
observarse extendidos sanguineos de muestras
almacenadas en ambos anticoagulantes
transcurridas 12 horas a partir del muestreo.

Analisis hematologico. Con el fin de evaluar
la influencia del sitio de venopuncién en la
calidad de la muestra tomada, 15 ejemplares
de Trachemys callirostris fueron muestreados a
partirdelos tres puntos evaluados. Se analizaron
tres variables hematoldgicas: hematocrito,
hemoglobinay recuento de glébulos rojos (RGR).
El porcentaje de hematocrito se determiné
mediante centrifugaciéon de la sangre en un
microhematocritoa 12.000 g durante 5 minutos.
Por otro lado, la cuantificacién de hemoglobina
se realizd por medio de espectrofotometria
usando el equipo BTS-350 (BioSystem S.A.,
Barcelona - Espana) y el recuento de globulos
rojos se efectué de forma manual en camara de
Neubauer utilizando la solucién de Natt-Herrick
a una dilucién 1:100 (21).
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A Seno Venoso
Subcaparacial

Vena Coccigea
Dorsal

Vena yugular

Figura 1. Sitios de venopuncion evaluados. A. Localizacion del seno venoso subcaparacial, B. Extraccién de
sangre a partir del seno venoso subcaparacial en tortuga de la especie Chelonoidis carbonaria. C.
Localizacion de la vena coccigea dorsal, D. Extraccion de sangre a partir de la vena coccigea dorsal
en tortuga de la especie Podocnemis unifilis, E. Localizacién de la vena yugular (Modificado de
Innis & Knotek (17)), F. Extraccién de sangre a partir de la vena yugular en la tortuga de la especie
Trachemys callirostris.
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Analisis estadistico. El analisis estadistico de
los datos obtenidos se realizd usando el paquete
R commander versién 2.6-2 del software R
version 4.0.3 (2020). Se implementd la prueba
de normalidad Shapiro-Wilk y posteriormente
se efectud un analisis de varianzas mediante
el uso de ANOVA de un factor, tomando una
significancia del 95%, para la comparacién
de las variables dependientes: hematocrito,
hemoglobina y RGR, en los diferentes grupos
que conformaban la variable independiente
sitio de puncién.

RESULTADOS

Evaluacion de los puntos de venopuncion:
Los sitios de venopuncion evaluados mostraron
las siguientes caracteristicas:

Seno venoso subcaparacial. Punto de
facil acceso para la obtencion de sangre,
especialmente en individuos muy activos
donde la manipulacion de extremidades o de
la cabeza se dificultaba. No obstante, dada
su cercania a vasos linfaticos se incrementd
la probabilidad de hemodiluciéon con linfa;
esto fue evidente macroscépicamente, ya que
las muestras hemodiluidas presentaron una
coloracién rojiza palida y clara, a diferencia de
la sangre sin hemodilucion, la cual present6 un
color rojo oscuro. Dicha dilucién conllevd a que
las muestras no fueran iddéneas para analisis
hematoldgicos o de quimica sanguinea.

Vena coccigea dorsal. Este punto de muestreo
permitioé extraer sangre de diversos individuos;
sin embargo, su manipulacién es algo compleja
dada la movilidad y fuerza que poseen en esta
extremidad. Adicionalmente, cerca del 50% de
las muestras analizadas a lo largo del estudio se
encontraron hemodiluidas en alguna proporcion
(Figura 2).

Vena yugular. La accesibilidad a esta vena fue
compleja a causa de la naturaleza retractil de la
cabeza de las tortugas, especialmente aquellas
pertenecientes al suborden Cryptodira, y la gran
fuerza que ejercen para ello. A pesar de esto,
una vez se tenia el control sobre la cabeza,
la vena era facilmente observable y palpable.
Las muestras sanguineas obtenidas a partir de
este punto fueron de buena calidad y en raras
ocasiones la sangre se diluyd con linfa, lo cual
pudo ser evidenciado tras el RGR y el analisis
de concentracion de hemoglobina, donde los
valores obtenidos a partir de este punto de
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venopuncion fueron significativamente mayores
que los de los demas sitios (Figuras 3 y 4). La
vena yugular mostré gran flujo sanguineo y
facil localizacidn, esto favorecid la formacion de
hematomas, por lo que, para evitar su aparicion,
fue necesario aplicar presion moderada en el
punto de puncion durante aproximadamente
dos minutos posteriores a la extraccién de la
sangre. Algunas de las ventajas y desventajas
observadas en cada sitio de venopuncién se
resumen en la tabla 1.

Hematocrito

304

Porcentaje
ha
=

104

=

v T T
Yugular Subcaparacial Coccigea

Punto de venopuncién

Figura 2. Porcentaje de hematocrito de las muestras
obtenidas de cada sitio de venopuncidon en
T. callirostris. ***: p<0.001

Tras efectuar la prueba de normalidad Shapiro-
Wilk, se evidencié que los datos se comportan
de manera normal (p>0.05), por tanto, se
implementd un ANOVA para contrastar el
comportamiento de las variables en los diferentes
puntos de muestreo. La prueba ANOVA mostro
una diferencia significativa entre los sitios de
puncién evaluados (p<0.01). Al efectuar la
prueba post-hoc se observd que los resultados
de laboratorio obtenidos a partir de la vena
yugular difieren tanto de seno subcaparacial
como de vena coccigea en las tres variables
analizadas (Figuras 2, 3 y 4), a excepcion de la
hemoglobina, en donde no se observé diferencias
significativas entre las muestras tomadas a
partir de la vena yugular y el seno subcaparacial
(Figura 3). Adicionalmente, las Figuras 2, 3y 4
muestran coémo los resultados obtenidos a partir
del seno venoso subcaparacial (Ht: 16.6% =+
8.8; Hb: 5.6 mg/dL = 2.2; RGR: 3.96 x 10° =
2.0) y vena coccigea (Ht: 18.6% =+ 8; Hb: 4.4
mg/dL £ 2; RGR: 4.42 x 105 £ 1.9) tienden a ser
menores que los obtenidos a partir de la vena
yugular (Ht: 30% £ 3.6; Hb: 7.5 mg/dL + 2.7;
RGR: 6.97 x 10° + 0.9).

5/11


https://doi.org/10.21897/rmvz.2256

Rodriguez-Almonacid et al - Consideraciones para la venopuncién en quelonios

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los sitios de venopuncion evaluados en las tres especies de tortugas.

Sitio de
venopuncion

Especie

Trachemys callirostris

Podocnemis unifilis

Chelonoidis carbonaria

Vena yugular

Ventajas
Vena facilmente observable.
Nula hemodilucion
Desventajas
Dificil manipulacion de la

cabeza (Cryptodira)
Es una especie agresiva.

Ventajas

Buen volumen de sangre.
Nula hemodilucion.

Desventajas

Posee una piel gruesa, lo que
dificulta la visualizacién de la
vena.

Ventajas

Piel del cuello delgada.
Vena facilmente observable.
Nula hemodilucion

Desventajas

Dificil manipulacién de la cabeza
(Cryptodira).

Posee gran fuerza en el cuello.

Se pueden formar hematomas.

Ventajas

Punto de facil acceso.

Desventajas

Vena coccigea dorsal 5|gunas muestras presentan

hemodilucion.
La cola es generalmente
pequefia.
La vena no es visible.

Ventajas
Punto de facil acceso.
La cola es generalmente grande.
Desventajas
Algunas muestras presentan

hemodilucién.
La vena no es visible.

Ventajas
La cola es manipulable en
individuos grandes.
Punto de facil acceso.

Desventajas
En individuos pequefios se dificulta

la manipulacién de la cola.
La vena no es visible.

Podria causar trauma en la espina Podria causar trauma en la espina

Seno venoso
subcaparacial

Podria causar trauma en la dorsal dorsal
espina dorsal
Ventajas Ventajas Ventajas

Punto de facil acceso.
Desventajas
La mayoria de las muestras

presentan hemodilucion.
El seno venoso no es visible.

Punto de facil acceso.
Desventajas
La mayoria de las muestras

presentan hemodilucién.
El seno venoso no es visible.

Punto de facil acceso.
Desventajas
La mayoria de las muestras

presentan hemodilucion.
El seno venoso no es visible.

levemente

observandose

Almacenamiento de muestras sanguineas:
A pesar de haberse usado jeringas sin
anticoagulante, durante el procedimiento no se
evidencié una rapida coagulacién de la sangre,
lo que permitié dividir la muestra a posteriori
en los diferentes contenedores, ya fuese en
microtubos con gel para separacion de suero
(andlisis bioquimicos) o viales con EDTA o
Heparina de sodio (andlisis hematoldgico).

El EDTA causo lisis en todas las muestras
de sangre de las tortugas de la especie C.
carbonaria, lo cual impidid su procesamiento.
A nivel microscépico, transcurridas 12 horas a
partir del muestreo, se evidencio la presencia de
nucleos libres y eritrocitos en avanzado proceso
de muerte celular en las muestras almacenadas
en EDTA, indicadores de lisis celular (Figura
5A). Por el contrario, tras el almacenamiento en
heparina de sodio, los extendidos sanguineos
mostraron que la integridad morfologica de los
eritrocitos de dichas muestras se encontraba
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comprometida,
bordes citoplasmaticos y nucleares irregulares
y coloracion deficiente (Figura 5B).

20- Hemoglobina

%

151

T

I—

° 1

—_—

Subca[;aracial Coct;igea

Punto de venopuncién
Figura 3. Concentracion de hemoglobina de las

muestras obtenidas de cada sitio de
venopuncion en T. callirostris. **: p<0.01

T
Yugular

6/11


https://doi.org/10.21897/rmvz.2256

Rodriguez-Almonacid et al - Consideraciones para la venopuncién en quelonios

105 celulas/uL
i

T T
Yugular paracial Coccig
Punto de venopuncion

Figura 4. Recuento de glébulos rojos (RGR) de
las muestras obtenidas de cada sitio de
venopuncion en T. callirostris. ANOVA vy
Test Post-hoc:***:p<0.001

A® ~ e E_LT9S _,
| ge o 2% %l

k) '
@ ® . v -
e P o
a 6w % T o
Figure 5. Chelonoidis  carbonaria’s  blood 12

hours after sampling. A. Blood was
anticoagulated with EDTA, B. Blood
anticoagulated with sodium heparin. Bar:
20 pm

DISCUSION

De los sitios de venopuncidon evaluados, la
vena yugular fue el punto mas favorable, ya
que permitié obtener las muestras sanguineas
sin hemodilucién y en cantidad suficiente para
analizar los perfiles sanguineos (Figura 2, 3 y
4). La restriccion al movimiento de la cabeza
puede ser una labor dificil debido a que estos
animales poseen gran fuerza; adicionalmente,
esta accidon puede ser peligrosa, ya que algunos
individuos, como los pertenecientes a la especie
T. callirostris, son muy agresivos e imprimen
gran fuerza en su mandibula; se han reportado
casos de amputacién de extremidades a causa
de mordeduras de quelonios y las infecciones
subsiguientes también son un riesgo para
el operador (22). Este sitio de venopuncién
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resulté favorable, ya que es posible observar
la vena con facilidad y el flujo de sangre
permitié la obtencién de una muestra de un
volumen suficiente y de calidad éptima para los
propositos de diagndstico de laboratorio; por lo
gue se recomienda este sitio de extraccion de
sangre sobre los demas. De manera general,
se observd que la vena yugular del costado
derecho poseia un mayor tamafo, por lo cual
se detectd con mayor facilidad, esto también
habia sido reportado por Redrobe y MacDonald
(18); adicionalmente, la vena se hace mas
visible al inclinar la parte anterior del cuerpo de
la tortuga cerca de 45° hacia abajo.

Previos reportes, como el trabajo de Redrobe y
MacDonald (11), exponen que algunas ventajas
de extraer sangre a partir de la vena yugular en
quelonios, son: la velocidad de recoleccién de la
muestra, el buen volumen que se logra obtener
y el bajo riesgo de inducir una infeccion (18,23).
Adicionalmente, en estudios como los de Naguib
(13), Perpifian (16), Mans (19) y Eatwell et al
(24), se recomienda dicho sitio dada la baja
o nula posibilidad de hemodilucién con linfa,
caracteristica que también fue evidenciado en
este estudio.

La vena coccigea dorsal puede ser una buena
alternativa cuando se trabaja con individuos
de gran tamafio, ya que estos poseen una
gran fuerza de retraccién en su cabeza, lo
que dificulta el acceso a la vena yugular. Sin
embargo, la vena coccigea puede resultar un
sitio problematico de venopuncidén, ya que su
cercania a vasos linfaticos puede aumentar
el riesgo de hemodiluciéon. Adicionalmente,
es necesario mencionar que esta opcion no
es recomendable con individuos de poca
envergadura, ya que el escaso tamafio de la cola
dificulta su manipulacién; sin mencionar que una
puncion incorrecta puede conllevar a un trauma
en la espina dorsal, pérdida de sensibilidad
y movilidad de la cola y riesgo de introducir
infecciones en el espacio epidural (18).

Estudios previos también evidenciaron los
inconvenientes de usar la vena coccigea como
sitio de venopuncién en tortugas. Por ejemplo,
Lopez-Olvera et al (25) observaron una marcada
hemodilucién en muestras obtenidas a partir
de este punto, en comparacion con aquellas
obtenidas de la vena braquial en la tortuga
griega (Testudo marginata), lo cual incidid
negativamente en parametros hematoldgicos
y de quimica sanguinea analizados. Medeiros
et al (26) también evidenciaron una marcada
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hemodilucién de las muestras obtenidas a
partir de vena coccigea dorsal de T. scripta
elegans, frente a muestras obtenidas a partir
de seno occipital, que produjo una disminucién
significativa en el conteo de leucocitos y
la concentracion de proteinas plasmaticas
totales. Por el contrario, estudios como el de
Perpifian et al (27), resaltan que no existen
diferencias  estadisticamente  significativas
entre los resultados hematoldgicos y de quimica
sanguinea de las muestras obtenidas a partir
de la vena coccigea dorsal y el seno venoso
subcaparacial de la tortuga de caparazéon blando
espinosa (Apalone spinifera).

El seno venoso subcaparacial mostré como
ventaja su facil acceso, sin embargo, al igual que
conlavenacoccigeadorsal, seobservéunamayor
probabilidad de hemodilucién en comparacién
con lavena yugular. En algunos casos, se extrajo
en primera instancia un liquido cuya coloracién
variaba entre incoloro a levemente amarillo,
probablemente correspondiente a linfa o liquido
intersticial, sin rastros de sangre, por lo que
era necesario intentar obtener nuevamente la
muestra, sometiendo al individuo a un mayor
estrés. En este sentido, teniendo en cuenta
que la presencia de linfa afecta los parametros
hematoldgicos y bioquimicos (14,25), no se
recomienda obtener muestras sanguineas a
partir de este punto si se desea realizar pruebas
hematoldgicas o bioquimicas; por otro lado, si
la muestra sanguinea es requerida para analisis
genéticos, donde la presencia de linfa o liquido
intersticial no afecta la calidad del analisis, este
punto resulta muy favorable para la extraccion
de sangre, debido a la facilidad en el manejo
de los individuos y en la obtencidon de muestra
sanguinea.

Ademas del sitio de puncién y la calidad de
la muestra obtenida, es importante tener
en cuenta el anticoagulante usado durante
el periodo de almacenamiento de la sangre,
de tal forma que se garantice una apropiada
conservacion de esta. Bajo esta premisa, se
analiz6 la pertinencia del uso de heparina de
sodio y EDTA como anticoagulantes, con el fin
de mantener la sangre en condiciones éptimas
para la realizacion de andlisis hematoldgicos.
Aunque de manera deneral, el EDTA es
comunmente usado como el anticoagulante de
eleccion para estudios hematolégicos, en ciertas
especies de quelonios se ha determinado que
este anticoagulante causa lisis de las células
sanguineas, por lo cual, algunos autores
recomiendan la heparina de litio para conservar
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sangre de tortugas (15). Los resultados aqui
obtenidos, muestran la hemdlisis de células
sanguineas de C. carbonaria cuando estas
eran almacenadas con EDTA, lo que impidid
la medicion de parametros hematoldgicos;
sin embargo, el almacenamiento de muestras
sanguineas de P. unifilis y T. callirostris en EDTA
no conllevd a la hemdlisis de las muestras,
lo que permitid los andlisis hematoldgicos
subsiguientes.

Nuestros hallazgos coinciden con los reportados
por Muro et al (15) y Perpifidn et al (27), donde
también se observé que el EDTA presentaba
efectos hemoliticos en tortugas de las especies
Testudo hermanni 'y Apalone spinifera,
respectivamente (15,27). Estudios llevados a
cabo por Lyman (28) mostraron la importancia
del calcio en la permeabilidad de eritrocitos de
la tortuga Chelydra serpentina (Chelydridae),
determinando que, a bajas concentraciones de
este ion, se observaba una mayor permeabilidad
de cationes al interior de los eritrocitos, lo que
conllevaba a hemdlisis (28). El EDTA, al ser un
agente quelante del calcio, podria causar la
permeabilidad de cationes que conllevarian a la
hemdlisis, sin embargo, esto no sucede en todas
las especies. Lyman indica que C. serpentina es
considerado como un quelonio primitivo, cuyos
eritrocitos son dependientes del calcio para el
control idnico de la permeabilidad, mientras
que otros géneros pueden haber perdido esta
dependencia en el curso de su historia evolutiva
(28), lo que podria explicar el comportamiento
hemolitico observado en C. carbonaria.

La mayoria de los estudios mencionan a la
heparina de litio como el anticoagulante de
eleccién para almacenar sangre de quelonios.
A pesar de esto, la heparina de sodio utilizada
en este estudio mostrd resultados favorables
al mantener las muestras sanguineas de todas
las especies analizadas en 6ptimas condiciones
para analisis hematoldgicos. Estos resultados
apoyan diferentes reportes donde también
se ha usado a la heparina de sodio para la
medicion de parametros hematoldgicos de
tortugas de las especies T. scripta elegans, T.
dorbingyi, Podocnemis expansa, Chelonoidis
chathamensis, Caretta caretta y Geochelone
radiata (11,29,30,31,32,33) semidrido
nordestino brasileiro, visando estabelecer
valores sanguineos basicos de saude e gerar
dados uteis na fisiologia comparativa de
Testudines. Apds 120 dias de adaptacdo e
jejum de 24 horas, 2,5 mL de sangue foram
coletados do seio occipital dorsal e depositados
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em tubo com heparina sddica para a avaliacéo,
na sequéncia, dos niveis hematologicos. A
contagem total de eritrécitos (CTE. A diferencia
del EDTA, la heparina actlia inhibiendo la
trombina, por lo cual se disminuye el riesgo
de hemdlisis a causa del secuestro del calcio;
sin embargo, se ha reportado que este
anticoagulante puede interferir con tinciones
Romanowsky, al promover la aglutinacion de
trombocitos y leucocitos, asi como generar un
efecto azulado en los extendidos (24,33). Asi
mismo, tras 12 horas de almacenamiento, las
células sanguineas de C. carbonaria mostraron
una leve alteracion morfoldgica, lo cual puede
estar acentuado por el lapso y los efectos de la
heparina en la tincidn usada. En este sentido, Se
recomienda efectuar los extendidos sanguineos
a partir de la sangre sin anticoagulante y en
el menor tiempo posible, con el fin de evitar
alteraciones morfoldgicas. Adicionalmente,
acorde alo planteado previamente por diferentes
autores, se recomienda el uso de la heparina
de sodio para el almacenamiento de muestras
sanguineas de tortugas, con propositos de
analisis hematoldgicos.

El presente reporte refiere estrategias para la
obtencion de muestras sanguineas que permitan
el desarrollo de investigaciones orientadas
a establecer parametros hematoldgicos y de
quimica sanguinea, tanto en especimenes de
vida silvestre como en cautiverio; para ello se
recomienda la extraccién de sangre a partir
de la vena yugular y el uso de heparina de
sodio para su posterior almacenamiento, en
el caso de muestras requeridas para analisis
hematoldgicos. Adicionalmente, se propone
la extraccion de sangre a partir del seno
subcaparacial para estudios orientados hacia
la genética en poblaciones silvestres, donde se
puede obtener tejido sanguineo de forma poco
invasiva, la manipulaciéon de los individuos se
facilitay la calidad del analisis no se vera afectada
por la hemodilucidon con linfa. Este trabajo
se realizd a partir del muestreo tres especies
de tortugas: Podocnemis unifilis, Trachemys
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callirostris 'y Chelonoidis carbonaria, pero
creemos que, dadas las diferencias anatdomicas
y de habitat de estas, estos resultados pueden
llegar a ser extrapolables a una amplia gama de
tortugas continentales.

En conclusion, para las especies de tortugas
estudiadas, el sitio de venopuncion que
presenta el menor riesgo de hemodilucién es la
vena yugular, lo que permite obtener muestras
de optima calidad que puedan ser usadas en
la evaluacion de parametros hematoldgicos y
valoracion clinica de estos individuos. Asi mismo,
el EDTA no mostré efectos hemolizantes sobre
células sanguineas de tortugas de las especies
T. callirostris y P. unifilis, sin embargo, esto
si fue observado en las muestras sanguineas
obtenidas a partir de C. carbonaria. Por otra
parte, las muestras sanguineas con heparina
de sodio se conservaron adecuadamente en las
tres especies de tortugas evaluadas, facilitando
su posterior analisis en el laboratorio. Nuestros
datos proveen informacion basica util para
investigadores de fauna silvestre y médicos
veterinarios de centros de rehabilitacion poco
familiarizados con variables metodoldgicas
asociadas a la obtencidon de muestras sanguineas
de quelonios para analisis de laboratorio.
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