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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo describir las estructuras histoldgicas del rifién de la tortuga
Taricaya (Podocnemis unifilis) nacida en un Centro de Conservacion en el departamento de Madre de
Dios. El estudio se realizd en la “Reserva Ecoldgica Taricaya”, que tiene un programa de incubacién
artificial y liberacidon de la tortuga Taricaya. Se conté con una muestra de 30 animales, fallecidos por
causas haturales en el primer mes de vida durante el periodo de diciembre de 2015 a febrero de 2016,
éstos fueron colectados y conservados en formol al 10% y fueron enviados a la ciudad de Lima. En el
laboratorio Central de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Alas Peruanas, se
procedid a realizar la necropsia de los individuos, se ubicé y disecciond los rifiones. Posteriormente se
elaboré la lamina histoldgica con la tincién de Hematoxilina - Eosina, luego se realiz6 la lectura de las
laminas con un microscopio optico de luz y se digitalizé las respectivas imagenes. Se realiza la primera
descripcion histologica del rifién de la tortuga Taricaya, identificando que la capsula renal formada por
tejido conectivo denso, no hubo diferenciacién entre corteza y médula, los corpulsculos renales estan en
ambas zonas y conformados por la capsula de Bowman, por espacio de Bowman y de un glomérulo. Los
tubulos contorneados distales y proximales estan compuestos de un epitelio cibico simple. Los hallazgos
muestran variabilidad a lo referente a otros reptiles, en quelonios principalmente se encuentra similitud
en la cdpsula renal, tabulos renales y corpusculos renales, pero cierta variacién en la diferenciacién de la
zona cortical y medular.

PALABRAS CLAVE: Rifién, Hematoxilina y Eosina, histologia, necropsia, microscépica.



ABSTRACT

The present research aimed to describe the histological structures of the kidney of the Yellow-spotted
Amazon River (Podocnemis unifilis) born in a Conservation Center in the department of Madre de Dios.
The study was conducted in the "Taricaya Ecological Reserve", which has an artificial incubation program
and release of the tortoise. There was a sample of 30 animals, killed by natural causes in the first month
of life during the period from December 2015 to February 2016, were collected and preserved in 10%
formaldehyde and sent to the city of Lima. In the Central laboratory of the Faculty of Agricultural Sciences
of the University Alas Peruanas, the necropsy of the individuals was carried out, the kidneys were located
and dissected. Subsequently the histological sheet was prepared with Hematoxylin - Eosin staining, then
the plates were read with light microscopy and the respective images were digitized. The first histological
description of the kidney of the Taricaya turtle was made, identifying a renal capsule formed by dense
connective tissue, there was no differentiation between cortex and marrow, renal corpuscles are in both
areas and conformed by Bowman's capsule, Bowman's space and a glomerulus. Distal and proximal
contoured tubules composed of a simple cubic epithelium are described. The findings show variability in
relation to other reptiles. In chelonians, there is mainly similarity in the renal capsule, renal tubules and
renal corpuscles, but a certain variation in the differentiation of the cortical and medullary zone.

KEY WORDS: Kidney, Hematoxylin - Eosin, histology, necropsy, microscopic



l.  INTRODUCCCION

La tortuga Taricaya (Podocnemis unifilis) es un reptil dulceacuicola que habita los rios
en las selvas amazonicas de Ecuador, Colombia, Brasil y Peru. En general, las tortugas
son fundamentales para el ecosistema porque ayudan a equilibrar la poblacién de otros
organismos acuaticos. En la actualidad, esta especie es de gran importancia ecoldgica
y reproductiva, asi como econdémica y cultural. Sin embargo, es susceptible al trafico de
fauna silvestre, ya que son criadas como mascotas y también para aprovechar el
consumo de carne y huevo que son una fuente importante de proteinas. Debido a esto
se considera como una especie en estado vulnerable. En algunos lugares de la
Amazonia peruana se realizan trabajos de incubacion artificial para asegurar y

fomentar su conservacion.

Por otro lado, los estudios sobre la anatomia en reptiles progresaron mucho en los
altimos afios, pero en algunas especies son pocas estudiadas. Las caracteristicas o
descripcion microscopica y macroscopica de los Organos brindan informacién
importante sobre la fisiologia del animal, al conocer la morfologia celular y tisular nos
ayudara a interpretacion de su funcion. Ademas, servira como herramienta diagnostica
para el reconocimiento de las estructuras histolégicas normales o anormales. En
tortugas o quelonios, existen pocas referencias respecto a la descripcion microscopica
del rindn, como el realizado en el sistema urogenital de la tortuga de rio Sabanera
(Podocnemis vogli) en Colombia; sin embargo, segun la bibliografia consultada no hay

referencia para la tortuga Taricaya (Podocnemis unifilis).



Debido a la importancia y estado de conservacion de la tortuga Taricaya, es importante
realizar estudios que brinden informacion sobre su anatomia. Por lo cual, el objetivo del
presente estudio fue describir las caracteristicas histolégicas del rindn de la tortuga
Taricaya (Podocnemis unifilis) nacida en un Centro de Conservacion, informacion
importante porque permite dilucidar y comprender la fisiologia renal, asi como
enriquecer el programa de incubacion artificial y liberacion. Ademas, se brind6 una
herramienta a manera de guia para el diagnostico de posibles anormalidades,
aportando en el manejo y medicina de este quelonio en cautiverio. Asimismo, se busco
promover investigaciones en esta y otras especies no estudiadas, favoreciendo la

conservacion de esta y otras especies en peligro de extincion y/o vulnerable.



ll.  MARCO TEORICO

2.1. Tortuga Taricaya (Podocnemis uniflis)

2.1.1. Morfologia

Es una tortuga dulceacuicola con un tamafio medio de 40 cm (longitud maxima 50 cm),
y un peso aproximado de 9 a 12 kg. Se distingue de los otros miembros de la familia
por tener el caparazén convexo y ovalado que alcanza su maxima anchura a nivel
medio y poseer una o dos barbulas bajo el mentén en las poblaciones del Orinoco y
dos en las del Amazonas. El primer escudo marginal es un poco mas ancho que largo y
es la unica dentro del género que posee los marginales posteriores levantados o
revertidos y generalmente carece de un surco entre las Orbitas. Sobre el puente se
presentan tres poros axilares y uno inguinal. Las patas son completamente palmeadas
(Anexo 1) (1).

Las crias se reconocen por las vistosas manchas amarillo-naranja sobre la cabeza y la
presencia de una carena medial especialmente agudaza sobre el segundo y tercero
escudos vertebrales. Las marcas cefalicas amarillas se distribuyen de la siguiente
manera: una mancha redondeada sobre cada margen lateral de la escama interparietal,
una sobre el extremo del rostro, otra sobre el timpano y dos sobre la ranfoteca maxilar,
como en la tortuga charapa estas manchas sélo son retenidas por los machos adultos y

se desvanecen en las hembras maduras (1).

El color del caparazon varia entre café oscuro o negro y el plastrén es grisaceo. Las
hembras son mas grandes que los machos (50 cm versus 33,5 de longitud del

espaldar), y estos ultimos retienen el patron de coloracion caracteristico de las crias y



juveniles, aunque mas apagado, ademas poseen las colas mas largas y gruesas y
tienen la muesca anal mas pronunciada. El iris es negruzco en las hembras y verde-

amarillento en los machos y juveniles (1).

En general, el macho difiere de la hembra en que: 1) es de menor tamafio; 2) tiene la
cola mas desarrollada, particularmente desde la base hasta el ano; 3) la muesca anal
del peto es mas amplia; 4) la cabeza presenta manchas amarillas; y 5) el iris del ojo es
de color verdusco (en las hembras es negruzco). Estas diferencias no se observan en

las crias y juveniles (2).

2.1.2. Taxonomia

Orden : Testudines

Suborden : Pleurodira

Familia : Podocnemididae
Género : Podocnemis

Especie : Podocnemis unifilis (2)

2.1.3. Nombres comunes e indigenas

Se la conoce comunmente como Tortuga de Rio de Pintas Amarillas, Teracay,
Taricaya, Charapa, Tracaxa, Tarricaya, Peta de agua, Terecaya, Anayuri, Charapa
pequefia, Tracaja (hembra) y Zé prego (macho) en Brasil, y en inglés Yellow-spotted
River Turtle (1, 2).

2.1.4. Distribucion geografica
La distribucion en el sistema hidrogréafico de la Amazonia y Orinoquia en Colombia,
Venezuela, Brasil, Per(, Ecuador, Bolivia y las Guayanas (Anexo 2). En Colombia se

encuentra en los Llanos orientales, y en el sistema de rios de aguas blancas de la



Amazonia como el Putumayo, el Guaviare y Guayabero, el Caquetd, el Caguan y el el
bajo Miriti-Parana, donde es muy escasa (1).

2.1.5. Habitat

La tortuga taricaya habita en los cafios secundarios tributarios de los grandes rios y no
tiene preferencia muy marcada por las aguas negras o blancas. Durante la estacion
lluviosa migra hacia los lagos y los bosques inundados donde los ejemplares
inmaduros permanecen por periodos de tiempo mas prolongados que los de su
congénere la tortuga charapa (Podocnemis expansa). Sé6lo habitan en los grandes rios

durante el verano cuando es la estacion de anidamiento (1).

2.1.6. Comportamiento

A diferencia de la charapa, la tortuga Taricaya no forma congregaciones de anidacion y
si bien anida en playas arenosas, también pone en barrancos franco arcillosos y otra
gran variedad de substratos. La temporada de reproduccién se inicia un poco mas
temprano que de la charapa, y abarca desde finales de enero hasta comienzos de
marzo en los Llanos orientales y de octubre a febrero para las poblaciones de la

Amazonia y coincide con los meses mas secos del afio (1).

Aun cuando prefiere desovar individualmente, se han evidenciado casos de hasta 20
hembras por noche anidando colectivamente en la misma playa; el tamafo de la
postura oscila entre 11 y 32 huevos de forma oblonga (44 x 30 mm) y con cascara
calcarea quebradiza que tardan alrededor de 50 — 70 dias en incubarse (1).

Las hembras maduran cuando tienen un tamafo superior a los 30 cm, en tanto que los
machos lo hacen cuando superan los 20 cm. Los ejemplares maduros suelen
congregarse en los remansos, cercanos a los lugares de desove, para asolearse en
tierra firme o encaramadas sobre los troncos que sobresalen del agua y de esta forma

ayudar a la maduracion de los huevos. Las crias pueden permanecer dentro de los



huevos hasta 7 dias después de haber roto la ciscara y esperar hasta dos semanas
dentro del nido, antes de emerger a la superficie (1).

2.1.7. Alimentacion

Es una tortuga herbivora que consume una gran variedad de plantas acuéticas
(jacintos), hierbas, frutos y todo tipo de material aldctono, ocasionalmente ingiere
pequefios animales como moluscos, crustaceos, huevos de peces e incluso carrofia.
Las crias practican la neustofagia o succion del neustrén suspendido en la superficie

del agua (1).

2.1.8. Depredadores naturales

Los huevos son facilmente localizados y consumidos por el lobo pollero o teyu
colombiano (Tupinambis teguixin), en especial cuando los nidos son ubicados cerca de
la linea de la vegetacion riberina. Las crias son depredadas por aves rapaces, garzas,

garzones, caimanes y una gran variedad de peces (1).

En tanto, los adultos son comidos por el jaguar (Panthera onca), el caiman llanero o
caiman del Orinoco (Crocodylus intermedius) y la babilla (Caiman c. crocodilus). Por
sus preferencias menos marcadas por las playas arenosas planas, la taricaya sufre una

reducida mortalidad de los nidos por efecto de las crecientes inesperadas de los rios

().

2.1.9. Estado de conservacion
La tortuga Taricaya tiene una gran importancia en la economia de los pobladores
riberefios como fuente de alimento (en forma de carne y huevos) y de ingresos, a

través del comercio local de estos productos (3).



La Taricaya (P. unifilis) registra una importante demanda comercial por lo que la
Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora Silvestres (CITES) la categoriza en su apéndice Il para controlar su
comercializacién y evitar su incompatibilidad con su conservacion (4). La Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) categoriza a este reptil en
estado vulnerable (IUCN) (5). Segun el Decreto Supremo N°04-2014-MINAGRI,
promulgado el 8 de abril del 2014, en el territorio peruano se categoriza a la tortuga

Taricaya como una especie en estado vulnerable (6).

2.2. Caracteristicas descriptivas del riidn en reptiles

2.2.1. Ubicacion anatdémica y descripcibn macroscopica

Los riflones de las tortugas se encuentran en la membrana celémica, debajo del
caparazon en el limite caudal de los pulmones (7), localizandose en la porcion
caudoventral del caparazén y son metanéfricos (8). Ubicados posterior al acetabulo,

excepto en las tortugas marinas que estan generalmente anteriores al acetabulo (9).

En las tortugas, los rifiones son grandes y lobulados, de color rojizo y estan bajo la
concavidad del caparazon, en el extremo caudal de la cavidad corporal (Anexo 3). Una
proyeccion de los riflones se encuentra bajo la linea de sutura que une la tercera y

cuarta placa pleural (10).

En la tortuga marina laid (Dermochelys coriacea), los rifiones estan emparejados, las
estructuras de color rojo lobular, elipticas que se encuentran retroperitoneal (entre el
peritoneo y la cascara). Los rifiones de tortugas marinas son metanéfrico, lo que
significa que surgen de la parte posterior de la cresta del nefron en el embrion y los

tubulos renales son drenados por los uréteres (conductos metanéfricos) (11).



El andlisis de las partes disecadas de la especie de la tortuga terrestre de patas rojas
(Geochelone carbonaria), asi como fotografias digitalizadas, pudieron comprobar que
los rifiones son oOrganos compactos, con forma piramidal, coloracién rojo oscuro,
mostrando toda su superficie un revestimiento de numerosas circunvoluciones dando
un aspecto cerebroide. El posicionamiento de los rilones en correspondencia con el
casco, puede hacer que la proyeccion externa de la misma de estar situado entre el 3°
y 4° escudos laterales, situados en la cascara y apoyados contra la porcion caudal de
la membrana celémica en el tercio distal del cuerpo, craneal al acetabulo, y las
posteriores a los ovarios de las hembras, y en los machos al estrecho contacto con el
testiculo y el epididimo con la region del hilio renal (12).

En la especie tortuga Sabanera (Podocnemis vogli), identificaron que los rifiones se
encontraron dorsalmente dentro de la cavidad celomica en contacto en su borde
craneal con los pulmones, en la zona media con la aorta descendente, y su porciéon

caudal con el caparazon, ventral a ellos se encontraron los intestinos (13).

2.2.2. Descripcidn microscopica

Hay pocas investigaciones en reptiles sobre la descripcién histoldgica del rifién, existen
algunos estudios llevados a cabo en quelonios como en la tortuga marina laud
(Dermochelys coriacea) (11) y tortuga terrestre de patas rojas (Geochelone carbonaria)
(12) y la tortuga Sabanera (Podocnemis vogli) (13); en Cocodrilianos como el realizado
en el caiman de anteojos (Caiman crocodilus) (15), y también en Saurios como el
camaledn velado (Chamaleo calyptratus) y la iguana verde (lguana iguana) (14), asi
como en la lagartija egipcia (Urommastyx microlopis) (16) y la lagartija con punta de

franja de Bosc (Acanthodactylus boskianus) (17).



Herndndez y col. realizaron un estudio con el objetivo de realizar la descripcion
microscopica de los 6rganos genitourinarios de diez individuos de la tortuga Sabanera
(Podocnemis vogli). Para esta especie describe que los riflones presentan dos zonas,
una cortical externa y una medular, en las cuales se evidencio la presencia del aparato
yuxtaglomerular, conformados por glomérulos de un tamafio reducido, y una cipsula de
Bowman también reducida. Estos glomérulos se encontraron en pocas cantidades y la
capsula de Bowman posee un epitelio plano simple. Una caracteristica importante fue
la alta presencia de tubulos contorneados estrechos con epitelio cubico simple, que

difieren de los colectores de mayor calibre y de las asas de Henle (13).

Segun Wyneken, la tortuga marina laud (Dermochelys coriacea), asi como otras
tortugas marinas, carecen de una corteza y meédula renal distinta. Las nefronas de
tortugas marinas estdn compuestos de una cépsula renal, tabulo proximal (que esta
relacionado con el transporte de agua y la sintesis de proteinas), un segmento
intermedio (funcién desconocida), tdbulo contorneado distal (responsable de la
reabsorcion de liquidos) y el tibulo colector (drenaje de los uréteres). No hay asa de
Henle como se encuentra en los nefrones de mamiferos. A diferencia de los
vertebrados superiores, tortugas marinas conservan la capacidad de formar nuevas

nefronas funcionales a medida que maduran (y tal vez en toda la vida) (11).

Segun Faria, T, observo los rifiones de la especie de la tortuga terrestre de patas rojas
(Geochelone carbonaria), presentan una capsula externa de tejido conectivo y los
glomérulos de Malpighi formado por una red capilar de meandros entre si. Al igual que
en los mamiferos, también tienen capsula de Bowman con dos folletos: el parietal y
visceral, asi como el regazo. Los tubulos que presentan como contorneado proximal
estan formadas por una sola capa de células cubicas, con luz y un pequefio borde en
cepillo tubular. En el citoplasma de las células cubicas, alli granulos mucosos neutros.

El Asa de Henle esta formada por una sola capa de células cilindricas (12).
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Bonvehi y col., describen la estructura renal del camaledén velado (Chamaleo
calyptratus) y de la iguana verde (Iguana iguana), refiriendo que el rifidén tienen pelvis ni
piramides, ni estan divididos en médula y cértex. Se componen de unos pocos miles de
nefronas relativamente cortas y con menor vascularizaciéon glomerular en comparacion
con otras especies. El glomérulo se continla con el segmento del cuello, el tubulo
proximal y el segmento intermedio, todos ellos con células cuboidales ciliadas, y el
tubulo distal, cuyas células no tienen cilios. No hay asa de Henle, por lo que los rifiones
no pueden producir orina hipertonica. Al tabulo distal le sigue el denominado segmento
sexual, cuyas células aumentan en los machos en época de celo, y a continuacion la

nefrona desemboca en el conducto colector (14).

Cabrera y Garcia realizaron la descripcion histologica de los rifiones del caiman de
anteojos (Caiman crocodilus), revelando la presencia de un parénquima lobulado con
una céapsula de tejido conectivo denso regular rodeada por tejido conectivo laxo e
infiltrada con algunos foliculos linfaticos. El parénquima estd dividido en dos
hemildbulos separados por un plexo de vasos sanguineos. La region cortical esta
constituida principalmente por tubulos rectilineos y paralelos entre si, perpendiculares a
la capsula orgénica. La regién medular se caracteriza por la presencia de porciones del
tubulo proximal descendente y tubulo distal, asi como por la abundancia de asas
intermedias que conectan a los ya citados tabulos (15).

Segun Khalef y Ata, las secciones transversales de los rifiones de la lagartija egipcia
(Urommastyx microlopis) mostraron que el rifion esta rodeado de una capsula muy fina,
compuesta de la fibra reticular y el muasculo liso, algunas pérdidas de nefronas de
Henle y tubulos urinarios, todos unidos por tejido conectivo. EI examen microscépico
revelé que los glomérulos consistian en dos polos, el polo urinario y polo vascular
rodeado con tejido conectivo, rodeado por la capsula de Bowman, que tiene dos capas:
exterior e interior. En las capas corticales y medulares no se distingue el limite entre
ellas a comparaciéon con la histologia de otros vertebrados, también se notaron muy
pocas las nefronas y la esencia de la Asa de Henley, mientras que todos los tubulos

urinarios estaban unidos por tejido conectivo (16).
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Yari y Gharzi describen el sistema excreto de la lagartija con punta de franja de Bosc
(Acanthodactylus boskianus), el cual consta de dos rifiones, dos uréteres y una cloaca,
todos los cuales contribuyen a la composicion final de la orina. Cada rifion se compone
de siete a ocho I6bulos. Las secciones transversales de los riflones mostraron que esta
rodeado por una cdpsula muy fina, compuesto de fibras reticulares y los musculos lisos.
No hay una frontera clara entre la corteza y la médula. Los resultados también
aclararon que los glomérulos tienen dos polos, urinario y vascular. Se encontraron

cuatro tipos de segmentos tubulares en cada nefrona (17).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Espacio y tiempo

El presente estudio se realizd con la colecta de tortugas fallecidas de manera natural,
dentro del “Programa de incubacion artificial de la tortuga Taricaya” llevado a cabo en el
Centro de Conservacion “Reserva Ecologica Taricaya”, ubicado al margen derecho del
rio Madre de Dios, provincia de Tambopata, departamento de Madre de Dios. El trabajo
se realizd diseccionando las muestras en el laboratorio Central de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Alas Peruanas y remitiendo las laminas
histoldgicas en el laboratorio de Patologia. Las muestras fueron colectadas de diciembre
del 2015 y febrero del 2016.

3.2. Poblacion y muestra

Los quelonios utilizados en el estudio forman parte del Programa de incubacién artificial
previamente mencionado, los cuales han eclosionado y muerto por causas naturales
durante el primer mes de edad. Debido a esto el muestreo sera no probabilistico por
conveniencia, contando con una muestra de 30 individuos cria de sexo indeterminado.
Las tortugas presentaron un peso promedio de 18,34 + 5,08 gr y una medida del largo

recto del caparazén de 3,93 £ 0,87 cm.

Al nacer las crias, fueron mantenidas en una poza de 1 m? con 0.3 m® de agua la cual
fue acondicionada con ramas y palos, cercado con malla raschel al 80% para evitar la
entrada de depredadores. Las tortugas se mantuvieron estabuladas hasta su liberacion o
colecta en caso que murieran después de eclosionar, siendo alimentadas dos veces al
dia con comida para peces (como verdolaga). El Centro reporta un 4% de mortalidad de

crias post eclosion, generalmente relacionadas con causas naturales (18).
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3.3. Disefio de la investigacion

Esta investigacion es de tipo no experimental descriptiva, se basé en describir la
histologia del rifidn de la tortuga Taricaya (Podocnemis unifilis). Este estudio se inicié
con la previa autorizacion necesaria. Luego fueron colectados y conservados en formol
al 10% en un frasco de boca ancha, y fueron enviados al departamento de Lima. Se
realizaron las necropsias, obteniéndose los rifiones con ayuda del estereoscopio y un
estuche entomoldgico, siendo registradas en una ficha de necropsia (Anexo 4) (19),
luego se remitieron las muestras en el laboratorio para la elaboracion de las laminas
histoldgicas. Siendo después interpretadas con el microscopio 6ptico para luego sacar

las conclusiones pertinentes.

3.4. Equipos y procedimientos

3.4.1. Equipos

a) Muestra bioldgica o unidad de andlisis
e RifAdN

b) Sujeto de estudio

e Tortuga Taricaya (Podocnemis unifilis)
c) Material de campo

¢ Vestimenta de trabajo
e Formol 10%

e Frascos boca ancha
e Guantes de jebe

e Caja de transporte

e 2 pinzas de diseccidén sin dientes
d) Material de necropsia

- Balde y bandeja
- Campo descartable



- Guantes de latex y mascarilla 3M

- Hojas de bisturi N°21

- Mangos de bisturi

- Tijeray pinzas entomoldgicas

- Alcohol 80%

- Frascos pequefios (30 ml) boca ancha herméticos
- Bolsas herméticas

- Lapiz, lapicero y plumon indeleble
e) Elaboracion de laminas

- Laminas portaobjeto

- Laminas cubreobjeto

- Tincién Hematoxilina y Eosina
- Tacos de parafina

- Micrétomo

- Caja porta laminas
f) Material de laboratorio

- Alcohol isopropilico

- Papel lente

- Microscopio 6ptico (Modelo Leica DM759)

- Camara intercorporada (Modelo Leica ICC50 HD)
- Estereoscopio Leica Zoom 2000

- Placas Petri de vidrio

- Pafos absorbentes

g) Material de escritorio

e Papel bond A4
e Tabla porta hojas

e Lapiceros, lapiz y plumon indeleble

h) Material de equipos electronicos
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e Camara fotografica, Laptop.

e Programa “Leica Application Suite” v. 4.1.0 Leica Microsystems® 2003-2012.
I) Servicios

e Transporte

e Impresion, copias
j) Recursos humanos

¢ Investigador

e Asesores

3.4.2. Procedimiento

3.4.2.1. Autorizacion y permisos

El estudio se dio inicio luego de la aprobacién del proyecto de Tesis por parte de la
Facultad de Medicina Veterinaria. Ademas, se contd con el permiso para captura y
colecta de especies de fauna silvestres, brindada por el Ministerio de Agricultura, con el
namero de Resolucion Directoral N°271-2014-MINAGRI-DGFFS-DGEFFS (Anexo 5).

3.4.2.2. Colecta de los individuos

En el programa de conservacion, durante el monitoreo diario hacian dos turnos para
vigilar a las crias de la Taricaya, en la mafiana y en la tarde con un intervalo entre 6 a 8
horas. Con guantes de latex y pinzas se tomaron a los especimenes que se hallaron
muertos de manera natural y se colocaron en frasco hermético de boca ancha que
contenia formol a 10% para su conservacion. Cada frasco fue rotulado con informacion

del individuo asi como la fecha de colecta.
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3.4.2.3 Envio de las muestras

Los frascos debidamente rotulados y sellados con un taper hermético (Parafim M ®),
fueron enviado por via terrestre hasta la Ciudad de Lima para su analisis.

3.4.2.4 Recepcion de las muestras

Las muestras (frascos) se recepcionaron en el laboratorio Central de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Alas Peruanas. Se procedié a cambiar el
medio de fijacion (Formol 10%) con el de conservacién con alcohol al 80 %, con el fin

de conservar de manera apropiada la muestra y evitar que se degraden los 6rganos.

3.4.2.5 Protocolo de necropsia

En el laboratorio Central, se realizd la necropsia siguiendo las medidas de bioseguridad
necesaria como la utilizacion de guantes de latex descartable, mascarilla y mandil o

chaqueta.

o Se coloco a la tortuga en posicion decubito dorsal encima de una bandeja con un
campo descartable, y se realizé el examen externo.

o Se hace una incision a lo largo de la linea que junta el plastron al caparazon (puede
hacerse con un bisturi en tortugas pequefas). Una vez que el plastron ha sido
removido, pueden verse los masculos pectorales.

o Abriendo el peto se expusieron y se cortaron los masculos alrededor de las aletas y
se retuercen las aletas anteriores desarticulandolas de su union con el caparazon.
Esto permite ver el corazoén, el higado, los intestinos, una porcion de los pulmones
y la pelvis (20).

o Para la extraccion del rifidn, se colocé a la tortuga en una placa Petri y se obtuvo

una mejor vista con ayuda del estereoscopio.
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o Observando a través del estereoscopio, se identificd los rifiones, éstos se
encontraron en la zona lumbar craneal a las gdénadas, siendo éstas de color marrén
rojizo (Anexo 6).

o Con la ayuda de una pinza y tijera entomologica se extrajeron los riflones (derecho
e izquierdo) de manera delicada.

o Finalmente a los rifiones se colocaron en un frasco boca ancha con alcohol al 80%.

o Los riflones extraidos tienen una medida promedio de 6 x 3mm (largo x ancho).

3.4.2.6 Remision de las muestras

Se tomaron muestras de ambos rifiones con cortes longitudinales (Anexo 7), luego se
remitieron a un laboratorio de Patologia particular para elaborar las laminas histologicas,

utilizando la tincion de hematoxilina y Eosina.

La tincién utilizada se eligio en base a la capacidad y practicidad de los colorantes
Hematoxilina y Eosina, que diferencian los componentes acidos y basicos de la célula
(21) encontrandose en la mayoria de las estructuras del rifién, y teniendo como
antecedentes los estudios previos sobre la descripcion histolégica del rifidn en reptiles.

La técnica histologica de tincion de Hematoxilina y Eosina se realiz0 bajo el siguiente

procedimiento:

o Desparafinado: permite eliminar el medio de inclusion, la parafina.

Xileno (2 por 10 minutos).

. Hidratacion:

Etanol 100° (2 por 10 minutos)
Etanol 96° (10 minutos)

Etanol 80° (10 minutos)

Agua destilada (10 minutos)
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. Tincion:
¢ Hematoxilina (3 minutos)
e Agua de grifo (15 minutos)
e Agua destilada (2 por 10 minutos)

Eosina (30 segundos)

Agua destilada (10 minutos)

o Deshidratacion: es necesaria porque el medio de montaje no suele ser hidrosoluble
Etanol 80° (10 minutos)

Etanol 96° (10 minutos)

Etanol 100° (2 por 10 minutos)

Xileno (2 por 10 minutos)
o Montado:
e Tras el montado y secado (evaporacion del xileno), las secciones se pueden

observar con el microscopio (22).

3.4.2.7  Observacién al microscopio

Las laminas histolégicas se observaron en el microscopio Optico con camara
intercorporada con medidas de 4x, 10x y 40x (Anexo 8). Se interpretaron las
caracteristicas histolégicas del rifbn como estructuras tubulares y glomerular, zonas
renales, tejidos de revestimiento y parénquima, descripcion de corpusculos renales,

segmentacion glomerular, entre otros.

3.5 Disefo estadistico

El estudio no cuenta con disefio estadistico, al ser puramente descriptivo.
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IV. RESULTADOS

Se realizé la descripcion macroscoépica del rifién, encontrando que estos 6rganos son
pares, en forma de frijol, pequefios, de color marrén rojizo (Fig. 1). Se localizan en el
exterior de la cavidad celdmica, debajo del caparazén en el limite caudal de los
pulmones.

Fig. 1. Rifidn derecho e izquierdo de la tortuga Taricaya (P. unifilis).

Las descripciones histologicas de las estructuras del rifion de la tortuga Taricaya
(Podocnemis unifilis), con la tincion de Hematoxilina -Eosina se observé en un

microscopio optico de luz, y se mencionan a continuacion:
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El rifdn esta formado por una fina capsula renal de tejido conectivo denso (Fig. 2).
Ademas, no se observa diferenciacion entre la zona cortical y medular, evidenciando en

todo el rifidn una minima presencia de corpusculos renales (Fig. 3).

Fig. 2. Microfotografia del rifion de la tortuga Taricaya (P. unifilis),

mostrando la capsula renal (flecha gruesa).

Coloracién: Hematoxilina-Eosina. 10x.



21

Fig. 3. Microfotografia del riibn de la tortuga Taricaya (P. unifilis),

identificando que no hay diferencia entre corteza y médula, se observan
los corpusculos renales (flechas delgadas).
Coloracién: Hematoxilina-Eosina. 4x.

En toda la zona del rifion se encontraron los corplsculos renales que estan

conformados por la cdpsula de Bowman (a), espacio de Bowman (b) y el glomérulo (c)
(Fig.4):



22

. La capsula de Bowman esté formado por células planas y epitelio plano simple,
encerrando al glomérulo, de tamafio reducido y presenta 2 capas, la capa
visceral y la capa parietal.

. El espacio de Bowman se encuentra entre las capas viscerales y parietales, con
el glomérulo, dentro de las cuales el liquido filtrado entra después de pasar a
través de las ranuras de filtracion.

. El glomérulo estd formado por capilares que son los vasos sanguineos, se
encontraron en minimas cantidades y de un tamafio reducido que se observo a

través de un corte longitudinal.

En los tubulos renales se evidencia dos diferentes tipos de tdbulos en toda la zona del
rifién: En el tdbulo contorneado proximal (a) se caracteriza por la presencia de un ribete
en cepillo que ocupa parcialmente la luz tubular, y el tibulo contorneado distal (b) es
mas estrecho que el tibulo contorneado proximal y carece de ribete en cepillo; ambos
tubulos estan conformados por epitelio cubico simple, nacleo basal redondo es basdfilo

(color azul), y el citoplasma es aciddfilo (color rojo) (Fig. 5).

Por ultimo, con respecto a la macula densa que forma parte del tubulo contorneado
distal, esta formada por células epiteliales y es mas visible ya que sus nucleos se

encuentran en compacta agrupacion (Fig. 6).
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Fig. 4. Microfotografia del rifidn de la tortuga taricaya (P. unifilis), se

identifica un corpusculo renal conformado por una capsula de Bowman

(@), un espacio de Bowman (b) y el glomérulo (c). Coloracion:

Hematoxilina-Eosina. 40x.



Fig. 5. Microfotografia del rifidn de la tortuga taricaya (P. unifilis), se

identifica los tubulos renales como el tubulo contorneado distal (a), y el
tubulo contorneado proximal (b).
Coloracion: Hematoxilina-Eosina. 40x.
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Fig. 6. Microfotografia del riibn de la tortuga Taricaya (P. unifilis),

mostrando la macula densa (flecha delgada).
Coloracion: Hematoxilina-Eosina. 40x.
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V. DISCUSION

El presente estudio, segun las referencias bibliograficas encontradas, es la primera
descripcion histologica del rifion de la tortuga Taricaya (Podocnemis. unifilis),
contribuyendo asi con informacién valiosa para la conservacion de este quelonio en
situaciéon vulnerable. A continuacion se discute las principales similitudes y diferencias

encontradas con respecto a descripciones de diversas especies de reptiles.

En el presente estudio, los rifiones de P. unifilis se localizaron en la cavidad celdmica,
craneal a los pulmones, ventral a los intestinos y caudal a las gonadas, similar a lo
descrito en la tortuga sabanera (Podocnemis vogli); sin embargo, en esta Ultima tortuga
se menciona que la porcion caudal del rifién esta junto al caparazén (13), situacién no
observada en P. unifilis. Ademés, lo hallado en P. uniflis también fue similar a lo
descrito en la tortuga terrestre de patas rojas (Chelonoides carbonaria), en donde los
rifones se localizan posterior a las gonadas y craneal al acetabulo (12). Estas
diferencias sutiles se puede deber al estado de maduracién de los individuos
estudiados (edad de las crias, juveniles y/o adultos), tamafio de muestra de cada

estudio y/o particularidades propias de la especie.

Los rifiones de P. unifilis son pequefios y en forma de frijol, de coloracion marrén rojizo
claro con la porcion caudal mas agudo que la porcidn craneal, a diferencia a lo descrito
en la tortuga Sabanera (P. vogli) donde el rifion tiene forma angular, con los angulos
craneal y caudal mas agudos (13). Asi mismo, difiere con lo descrito en la tortuga
terrestre de patas rojas (G. carbonaria), en la cual se observé que los rifiones son
organos compactos, con forma piramidal, coloracion rojo oscuro, mostrando toda su

superficie un revestimiento de numerosas circunvoluciones dando un aspecto
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cerebroide (12). Estas diferencias se puede deber al estado de maduracion de los
individuos estudiados (edad de las crias, juveniles y/o adultos) y/o particularidades

propias de la especie, como se menciond en el parrafo anterior.

En el analisis microscopico, se observo que la capsula renal de P. unifilis es una capa
fina con tejido conectivo denso, igual a lo descrito en la tortuga de latd (Dermochelys
coriacea) (11) y la tortuga terrestre de patas rojas (G. carbonaria) (12). En otros reptiles
como el caiman de anteojos (Caiman crocodilus) se observd que el tejido conectivo
esta rodeado por tejido conectivo laxo e infiltrada con algunos foliculos linfaticos (15), y
en el caso de la lagartija egipcia (Urommastyx microlopis) (16) y de la lagartija con
punta de franja de Bosc (Acanthodactylus boskianus) (17) se describieron ademas
fibras reticulares y de musculo liso en la composicion. Las fibras reticulares se
encuentran por debajo del endotelio de los capilares y le dan cierta rigidez a la capsula
renal; lo cual podria darle una ventaja a estas lagartijas ya que le brindaria mayor
resistencia (23). En general la capsula renal de los quelonios es idéntica o similar,
diferenciandose de otros reptiles, posiblemente por procesos y como mecanismos
adaptativos a diferentes habitas que representan diferentes condiciones ambientales de
temperatura y humedad, entre otras.

En P. unifilis no se pudo distinguir entre la zona de corteza y médula, similar a lo
reportado en la tortuga de laud (D. coriacea), esta no diferenciacion de ambas zonas es
una caracteristica propia de tortugas marinas (11), similar a lo descrito el camaledn
velado (Chamaleo calyptratus) y la iguana verde (Iguana iguana) (14), asi como en la
lagartija con punta de franja de Bosc (A. boskianus) (17). Sin embargo, se diferenciaron
una zona cortical externa y medular en la tortuga Sabanera (P. vogli) (13) y caiman de
anteojos (C. crocodilus) (15). Al parecer, la ausencia de diferenciacion de ambas zonas
no es exclusiva de tortugas acuaticas, tanto marinas como dulceacuicolas, a pesar de
qgue P. unifilis y P. vogli pertenecen al mismo género Podocnemis y en algunos
territorios pueden compartir territorio (1), no presentan esta similitud histologica. Lo cual

podria deberse al estado de maduracion de los individuos estudiados, ya que en P.
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vogli se estudiaron individuos adultos a diferencia del presente estudio donde los
individuos de P. unifilis fueron crias; ademas también podrian deberse a adaptaciones

propias de cada especie.

Ademas, los corpusculos renales estan conformados estan conformados por la cdpsula
de Bowman (con epitelio plano simple) y con dos capas, la parietal y visceral; el
espacio de Bowman y un glomérulo (formado por una red capilar) tienen dos polos,
urinario y vascular. Esto fue similar a lo reportado en la tortuga terrestre de patas rojas
(G. carbonaria) (12), la lagartija egipcia (U. microlopis) (16) y la lagartija con punta de
franja de Bosc (A. boskianus) (17). Segun esto, los corpusculos renales no se
diferenciarian en gran medida en los reptiles; sin embargo, en P. unifilis se encontraron
en minimas cantidades a diferencia de los otros estudios mencionados. Los individuos
de G. carbonaria (12) y U. microlopis (16) estudiados fueron adultos, en el caso de A.
boskianus no se especifica la edad de los individuos (17). A diferencias de los
individuos de este estudio que fueron crias, es posible que los corpusculos sean menos
predominantes en individuos de menor maduracion, sin embargo es necesario mayores

estudios.

Por ultimo, se observé en P. unifilis que la presencia de los tubulos contorneados
proximales se diferencia de los tubulos contorneados distales por la presencia de un
ribete en cepillo que ocupa parcialmente la luz tubular, ambos tdbulos estan
conformados por epitelio cubico simple. Similar a lo descrito en la tortuga terrestre de
patas rojas (G. carbonaria) (12) y la tortuga Sabanera (P. vogli) (13) y en el caiman de
anteojos (C. crocodilus) (15). Segun esto, los tubulos contorneados no se diferenciarian

en gran medida en los reptiles.
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VI.  CONCLUSIONES

Se realiza la primera descripcion histolégica del rifion de la tortuga taricaya

(Podocnemis unifilis) identificando las siguientes estructuras:

e La capsula renal esta formada por tejido conectivo denso regular.

¢ No hubo diferenciacion entre corteza y médula.

e Los corpusculos renales estan en ambas zonas y conformados por la capsula de
Bowman, por espacio de Bowman y de un glomérulo.

e Los tubulos contorneados distales y proximales estan compuestos de un epitelio
cubico simple.

¢ Los hallazgos muestran variabilidad a lo referente a otros reptiles, en quelonios
principalmente se encuentra similitud en la capsula renal, tubulos renales y
corpusculos, pero cierta variacién en la diferenciacion de la zona cortical y

medular.
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VIl.  RECOMENDACIONES

Continuar con las investigaciones sobre las caracteristicas histolégicas en otros

organos u visceras de la misma y otras especies que no han sido estudiadas.

Realizar estudios en otros estados de desarrollo (juvenil y adulta), para evaluar

las posibles diferencias en la maduracion de los érganos.

Elaborar articulos cientificos o un libro de investigaciones sobre las caracteristicas
histologias del género Podocnemis, ya que en la actualidad no hay referencias a
otros estudios realizados.
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ANEXO 1

Figura 7. Hembra adulta de Taricaya procedente de Colombia.

Fuente: Rueda-Almonacid y col, 2007. (1).
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ANEXO 2

e e e CEEE

Figura 8. Distribucion geogréafica en América del Sur de P. unifilis.
Fuente: Rueda-Almonacid y col, 2007. (1).
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ANEXO 3

Figura 9. Proyeccion de los riflones en quelonios.
Fuente: Beynon, P. y Cooper, J. 1999. (10)
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ANEXO 4

9

e

1.

10.Enfermedad principal:
11.Causa de muerte:

FICHA DE NECROPSIA

MN*® de registro: N® de necropsia: N*® de histopatologia:

ldentificacion del animal:
MNombre popular:

Especie:

Clase:

Familia:

Sexo

Feso:

Grupo de edad:

2. Origen del animal:

Frocedencia:

| dentificacion:

3. Otras informaciones:

Fecha de muerte:

Fechas de conservacion:

Conservacidn del cadawer: { ) S0 [ ) Enfriamignto { ) Congelamiento [ ) MNo
Condicion de muerte: { ) Matural { ) Eutanasia
Local de realizacion de la necropsia;

Fecha de la necropsia:

MNecroscopista

Historia clinica:

Suspension clinica:

Descripcion necroscopica:

Diagnostico preliminar:

Examenes complementarios:

Diagnésticos histopatolégicos:

38

Figura 10. Ficha de necropsia utilizada en Laboratorio de Patologia Comparada de

Animales Salvajes del Departamento de Patologia de Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de Sao Paulo.
Fuente: Silvino, Z. y col, 2007 (18).



ANEXO 5

RESOLUCION DIRECTORAL N° (/2 77.2014-MINAGRI-DGFFS/IDGEFFS

17 JUL. 201

Lima.

VISTA:

La solicitud presentada el 28 de abril del 2014 por el Bigo. Radl Federico Bello Santa Crnuz,
solictando aulorizacion para realizar investigacion cientifica en fauna silvestre, con colecta
temporai, fuera de Areas Naturales Protegidas, como parte del proyecio denominado
“Repoblamiento de 1a taricaya Podocnemis unifiiis (Testudines: Podocnemidae) en la parte baja del
rio Madre de Dios, sureste del Perd - 20147 y

CONSIDERANDO:

Que, el articulo 66° de la Constitucidn Politica de! Perd, establece que s recursos
naturales, renovables y no renovables, son patrmonio de la Nacion. El Estado es soberano en su
aprovechamiento, asimismo, en su articulo 68° establece que es obligacidn del Estado promover la
conservacion de ia diversidad biokigica,

Que, la Ley N° 26621, Ley Organica para el Agprovechamiento Sostenible de los Recursos
Naturales, establece en su articulo 9° referido a la investigacidn cientifica, que el Estado promueve
la investigacion cientifica y tecncldgica sobre la diversidad, calidad, composicion, potencialidad y
gestion de ios recursos naturales Asimismo, promueve ia informacidn y el conocimeento sobre los
recursos naturales. Para estos efectos, podran otorgarse permisos para investigacion en matena
de recursos naturales

Que, et Reglamento de la Ley Forestal y de Fauna Sivestre, aprobado por el Decreto
Supremo N° 014-2001-AG, establece en su articuio 328" que la Investigacion cientifica o estudio
que implique coleccién de especimenes o elementos de la flora y fauna silvestre no vedados y 1a
obtencion de datos e informacion de campo, requiera autorizacidn del INRENAC

Que, la Ley N° 29376, Ley que suspende la aplicacion de los Decretos Legisiatives
Nameros 1090 y 1064, establece en el Articulo 4° que las funciones otorgadas por la Ley N* 27308,
1| Ley Forestal y de Fauna Silvestre, 2! que fue el Instituto Nacional de Recursos Naturales (INRENA)

T/ son eprcidas por el Ministerio de Agricultura. ahora Ministerio de Agricultura y Riego. 0 ks

goblernos regionales dentro del marco de sus competencas,

Que, la Tercera Dispesicion Final del Reglamento de Acceso a los Recursos Genéticos,
aprobado por Resolucion Ministerial 087-2008-MINAM. sefiala que la obtencién de permisos,
aulerizaciones y demas documentos que otorguen entidades pablicas, tales como el Ministerio de
Agricultura y que amparen la investigacion, obtancién, provision, transferencia u otro de recursos
iologicos, con fines distintos a su utllizacion como fuente de recursos genéticos, no faculta a sus
titulares a utilizar dichos recursos como medio para acceder a loe recursos genéticos,
determinan ni presumen autorizacidn de acceso,

Figura 11. Autorizacion del Ministerio de Agricultura — INRENA.

Fuente: Ministerio de Agricultura - INRENA, 2014.
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ANEXO 6

Figura 12. Observacion a través del estereoscopio en donde se identificaron los
rifiones.

Fuente: Elaboracién propia, 2016.
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ANEXO 7

Figural3. Patrén del rifién con corte longitudinal.

Fuente: Elaboracion propia, 2017.



ANEXO 8

Figura 14. Observacion de las laminas histolégicas utilizando un microscopio.

Fuente: Elaboracién propia, 2016.
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