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| estudio hematoldgico en reptiles es
un campo poco explorado a pesar de
que se cuenta con la metodologia
necesaria, y se reconoce que la san-
gre es responsable de importantes funciones como
la respuesta inmunologica, transporte de nutrien-
tes, gases y desechos metabolicos para ser elimi-
nados a través del higado y rifidon, entre otros.!

En reptiles, y en el resto de los vertebrados,
resulta de vital importancia la correcta evaluacion
del hemograma, incluyendo el frotis de sangre,
ya que la morfologia de los eritrocitos y el por-
centaje de los leucocitos pueden variar por esta-
dos fisiologicos (edad, sexo, periodo reproducti-
vo, etc.), nutricion, parasitosis, enfermedades
inflamatorias y otros cuadros patoldgicos,”* o por
factores ecoldgicos (altitud, habitat, estacion del
ano).’

El estudio de la hematologia de reptiles se ini-
cia a mediados del siglo XIX.%" A partir de esta
fecha han aparecido numerosas publicaciones
sobre los tipos celulares especificos de la serie
leucocitaria de especies de la clase reptilia, hacien-
do hincapié en sus relaciones filogenéticas, o en
los valores cuantitativos de los indices hematolos-
gicos,’ pero el perfil leucocitario es, ademds, una
herramienta para medir el estrés en vertebrados,
ya que los niveles de glucocorticoides incremen-
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tan el nimero de neutréfilos, mientras disminu-
yen los linfocitos.’

Para el grupo de ofidios se han reportado los
siguientes tipos de leucocitos: linfocitos,
monocitos, azurdfilos, heterofilos, eosindfilos y
basofilos. Y se reporta a los linfocitos como célu-
la predominante.®®*

Los eritrocitos en serpientes son nucleados y
con forma oval, la longitud en su eje mayor es de
16 micras,'® en lagartijas de 13.5 micras,” y en
tortugas de 19.5 micras.!®

La especie estudiada en el presente trabajo es
la serpiente de cascabel hocico de puerco (Crotalus
polystictus, Cope 1865), endémica de México; su
distribucion abarca la porcion sur del altiplano
mexicano, desde el oeste centro de Veracruz pa-
sando por el centro de Puebla, Distrito Federal,
norte de Michoacan, suroeste de Querétaro, sur
de Guanajuato, centro y este de Jalisco y sur de
Zacatecas, a una altitud de 1450 a 2600 msnm.'"'8
La Secretaria del Medio Ambiente del Distrito
Federal refiere a esta especie en el estatus de suje-
ta a proteccion especial.!”

* Laboratorio de Histologia, FCB-UANL.

** Laboratorio de Herpetologia, FCB- UANL.

***Departamento de Biologia Animal y Ecologia Campus
Fuentenueva, 18071 Granada, Espana.
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Metodologia

Las serpientes muestreadas son de una poblacion
herpetologica silvestre que se localiza en el muni-
cipio de Jocotitldn, a 67 Km noroeste de la capi-
tal del Estado de México. En esta region, Crotalus
polystictus se asocia a la poblacién de roedores que
provienen de las poblaciones humanas cercanas
y de los extensos maizales, que juegan un rol im-
portante en el equilibrio ecologico, controlan las
poblaciones de roedores que son problematicas
porque se alimentan de las cosechas y son un im-
portante vector de enfermedades como la rabia.
Se realizaron dos colectas, en junio de 2006, y se
obtuvo un total de 20 ejemplares (diez hembras y
diez machos), con una longitud promedio de 623
mm, y peso promedio de 230 gr. En agosto de
2007 se capturaron catorce serpientes (trece ma-
chos y una hembra), con una longitud promedio
de 637 mm, y un peso promedio de 241 gr.

Se realizo una auscultacion para verificar el
estado de salud de los ejemplares, encontrando-
se sanos. Solo se trabajo con hembras no prefadas.

Cada serpiente fue sedada para tomar la mues-
tra de sangre, introduciéndolas dentro de un tubo
de acrilico con tapa de goma removible a cada
lado, se colocd algodon impregnado del anestési-
co Isoflurane USP, cerrandose ambos lados del
tubo durante cinco minutos.

Las muestras sanguineas de las serpientes fue-
ron aproximadamente de 19%; conforme al peso
del animal, se extrajo con una aguja calibre 23,
por puncion cardiaca en los primeros ocho ejem-
plares de 2006, y el resto de la vena coccigal.

El frotis de sangre se realizd conforme al mé-
todo estandar, se fijo en alcohol metilico absolu-
to por cinco minutos. Se tifileron con un kit de
hemocolorante rapido (marca Hycel, Cat. 548)
que da por resultado una tincion clasica del tipo
Romanowsky. Las observaciones se hicieron con
objetivo de inmersién (100 X) y ocular de 10X.
El recuento diferencial se realizd con el método
estandar.
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El recuento indirecto de trombocitos se calcu-
16 sumando los encontrados en diez campos a
1000 aumentos, el valor se dividié entre 10 y se
multiplico por 21.000, y se reportaron los
trombocitos por unidad en microlitros (U/.pl).
Las células se midieron con micrometro ocular
Ziess.

La determinacion del tamafio promedio de los
eritrocitos se realizd de la siguiente forma: se sumo
la longitud del eje mayor y del eje menor de la
célula, y se obtuvo el promedio. Se realizaron cien
observaciones por ejemplar.

A los datos obtenidos a partir de estos conteos
y mediciones se les determino la estadistica des-
criptiva y el analisis de varianza correspondiente
para cada célula, con el programa estadistico
SPSS.

Resultados
Eritrocitos

La célulay el nucleo presentaron forma elipsoidal,
el citoplasma es acidofilo, en menor proporcion
se presentaron células de forma esférica, y cito-
plasma basofilo. Ocasionalmente se observaron
eritrocitos policromaticos, que se caracterizan por
una cromatina nuclear més densa, el citoplasma
presenta zonas tanto acidofilas como basofilas y
menor tamano (figura 1).

Fig.1. Eritrocitos maduros (a), eritrocitos inmaduros (b), y un

azurdfilo (c).
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El tamano de los eritrocitos promedio es de
17.26 x 9.76 mm, y el nucleo 6.45 x 3.73 mm. La
estadistica descriptiva mostré que la media de los
eritrocitos para ambas colectas con base en la
curva de PriceJones fue de (13.51 + 1.06mm),
minimo 5.50 mm y maximo 18.50mm vy para el
nucleo (5.09 + 0.58 mm), minimo 3.0mm y maxi-
mo 7.0 mm. No hubo diferencia significativa en-
tre una colecta y otra, ni entre hembras y ma-
chos.

Leucocitos

Para la realizacién del recuento diferencial fue
necesario definir el tipo de célula: linfocitos,
heterdfilos, eosindfilos, aséfilos, monocitos y
azurofilos.

Linfocitos

Son células generalmente esféricas, algunas veces
irregulares. Poseen un citoplasma débilmente
basofilo, nucleo central o excéntrico fuertemen-
te basofilo, abarca casi toda la célula, de marge-
nes bien definidos y de cromatina homogénea.
Las medidas promedio de esta célula fueron de

(8.88+1.85) x (7.68+1.51) mm (figura 2)
Monocitos

La forma de este tipo de célula varia de redonda
a ameboidea, el citoplasma se tifie azul-grisiceo y
contiene vacuolas o finos granulos eosinofilicos.
Posee un nucleo que puede ser esférico, elipsoide
o lobulado. Las medidas promedio para esta cé-
lula fueron (10.76£1.92) x (8.28+1.30) um (figu-
ra 3).

Azuréfilos
Son células de forma redonda a ameboidea, con
citoplasma que toma un color azul-gris y posee

finos granulos que se tifien fuertemente basofilos,
éstos se denominan granulos azurdfilos. Las me-
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didas promedio para esta célula fueron de

(8.48+1.85) x (6.84+0.98) um (figura 4).

Heterofilo

Son células débilmente acidofilas, generalmente
esféricas, con granulos fusiformes débilmente

Fig.3. Monocito.

Fig.4. Azurofilo.
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Fig.6. Eosindfilo.

Tabla I. Recuento diferencial de leucocitos de sangre de
Crotalus polystictus. Considerando el total de individuos
analizados de la colecta de 2006 y 2007 (n=33).

Colecta Colecta Total
2006 2007
Célula Media Media Media
(+D.S) | D.S) | D.S)
Linfocito 68.05 77 (6.42) | 71.84
(5.34) (7.28)
Monocito 8.94 7.92 8.51
(3.62) (2.99) (3.36)
Azuroéfilo 4.10 5.07 451
(2.15) (3.02) (2.56)
Heterofilo 8.10 5.57 7.03
(3.57) (2.84) (3.47)
Eosinofilo 9.68 5.14 775
(6.70) (2.82) (5.8)
Basofilo 0.94 0.35 0.69
(0.84) (0.63) (0.80)
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eosinofilos. El citoplasma es transparente. Posee
un nucleo tipicamente redondo u ovalado en
posicion excéntrica, con cromatina densa. Las
medidas promedio de esta célula fueron: largo
13(£2.17)p, y de ancho 10.16(+2.23)W, como se

muestra en la figura 4a.
Eosinéfilo

Son células esféricas que poseen granulos
citoplasmaticos eosinofilicos, su ntcleo general-
mente esférico. Las medidas promedio de esta
célula fueron: (10.2+£1.77) x (8.24+0.96)um, (fi-
gura 6).

Baséfilo

Son células esféricas con granulos color violeta
que encubren el citoplasma, el nucleo se distin-
gue por su gran tamafio y el color purpura de la
tincion. Las medidas promedio de esta célula fue-

ron (10.78+2.84) x (8.34+1.43)um, (figura 2b).
Trombocitos

Son células de forma eliptica a fusiforme con un
citoplasma débilmente basofilo, un nucleo cen-
tral de color violeta, por lo general se encuentran
agrupados. Las medidas promedio de esta célula
fueron: largo 10.78(+2.84) y de ancho
8.34(+1.43)W, como se observa en la figura 4b.
Los datos del recuento diferencial de leucocitos
se reportan en la tabla I, la cual muestra la
predominancia de linfocitos con una media de
72%, mientras que los basofilos se encuentran
en menor proporcién, siendo menor de 1% (ta-

bla I).
Discusion

La descripcion de las células blancas realizadas
en este trabajo resultaron congruentes con la
morfologia detallada en la bibliografia para dis-
tintas especies de reptiles,'” pero las dimensiones
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encontradas para otras especies de serpientes!"?

fueron superiores a las de Crotalus polystictus. El
conteo diferencial de leucocitos mostro que el tipo
de célula mds abundante son los linfocitos, segui-
do de monocitos, eosindéfilos, heterofilos,
azurofilos y basofilos para ambas colectas. Estos
resultados se encontraron en el mismo orden, pero
en diferente proporcidon para otros tipos de ser-
pientes que tienen una estrecha relacion filoge-
nética porque pertenecen a la misma familia.® Sin
embargo, para otras especies de serpientes los lin-
focitos se encontraron dentro del rango reporta-
do,*!%2y fueron mayores para la serpiente acudti-
ca.l!

De igual manera, se compararon los valores
entre cada colecta utilizando la Distribucidn z; se
observo que el porcentaje de linfocitos, monocitos
y azurofilos se conservo entre un afio y otro, pero
los valores para heterofilos, eosinofilos y basofilos
fueron significativamente distintos, siendo mayo-
res para la colecta de 2006.

Se realiz una comparacién por sexo para la
colecta 2000, y se encontrd una diferencia signifi-
cativa para eosinofilos y basofilos. La colecta 2007
no se realizd debido a que solo se capturd una
hembra.

El recuento de trombocitos para ambas colec-
tas fue de 34,809.09+16,215.88 U/ul; asimismo,
se realizaron comparaciones de medias entre co-
lectas y por género. No se observé diferencia sig-
nificativa entre colectas, y tampoco entre machos
de ambas colectas, pero si se observo diferencia
significativa entre hembras y machos de la colec-
ta 2006, siendo mayor para machos, lo cual con-
cuerda con el analisis realizado para Iguana igua-

na.?°

Conclusiéon
Se reportaron por primera vez el perfil leucocitario
y las caracteristicas morfologicas y cuantitativas

de eritrocitos y trombocitos para la serpiente de
cascabel hocico de puerco Crotalus polystictus.
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El tamafo de los globulos rojos en muestras
de Crotalus polystictus reveld diferencia significati-
va entre machos y hembras de la colecta de 2006.

La descripcion morfoldgica de los linfocitos
resultd congruente con la descrita por diversos
autores para reptiles.

En el recuento diferencial solo se encontrd
diferencia significativa en el porcentaje de linfo-
citos, siendo mayores los de Crotalus polystictus
en comparacion a otras especies. También se ob-
servo una diferencia significativa para los valores
de heterdfilos, eosindfilos y basofilos de un afo
a otro. A su vez se mostré diferencia significativa
de eosindfilos y basofilos entre machos de ambas
colectas. En cuanto a las comparaciones hechas
entre machos y hembras de la colecta 2000, se
encontro diferencia significativa en los valores de
eosindfilos y basofilos, siendo mayor para los
machos.

El recuento total de trombocitos para Crotalus.
polystictus se encontrd dentro de los rangos re-
portados para otros reptiles, pero fue significati-
vamente mayor para machos de la colecta 2000,
en comparacion a las hembras.

Estos valores seran de gran utilidad para esta-
blecer rangos de referencia, y asi evaluar el esta-
do de salud, estrés, desnutricion y otras condi-
ciones ambientales que impacten en forma nega-
tiva a esta especie, para preservarla y hacer un
mejor manejo de la misma.

Resumen

Se llevé a cabo la morfometria de las células san-
guineas de la serpiente de cascabel hocico de
puerco Crotalus polystictus, especie de importan-
cia ecologica, y endémica de México. Se realiza-
ron dos colectas en verano del 2006 y 2007, cap-
turando un total de 34 ejemplares. Se analizé el
tamano de los eritrocitos, el conteo diferencial y
el numero de trombocitos (U/pl). Los leucocitos
reportados fueron: linfocitos (72%), monocitos

(8%), heterofilos (7%), azurdfilos (4%), eosindfi-
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los (8%), y basofilos (<1%). Se encontré que no
habia diferencia significativa del tamafio de los
eritrocitos entre colectas (muestras) o por sexo.
Pero se encontr¢ diferencia significativa para eosi-
nofilos, basofilos y heterdfilos.

Palabras clave: Crotalus polystictus, Eritrocitos,
Leucocitos, Trombocitos.

Abstract

We conducted a morphometric analysis of blood
cells from the Mexican Lance-headed Rattlesnake
Crotalus polystictus, an important ecological and
endemic species of Mexico. Two collections were
made in the summer of 2006 and 2007, capturing
a total of 34 specimens. We analyzed the size of
erythrocytes, differential counting, and the
number of thrombocytes (U / pnl). Leukocytes
were reported as: lymphocytes (72%), monocytes
(8%), heterophils (7%), azurophils (4%),
eosinophils (8%), and basophils(<1%). We found
no significant differences in the size of
erythrocytes between samples or sex; but were
significantly different for eosinophils, basophils,
and heterophils.

Keywords: Crotalus polystictus, Erythrocytes, Leu-
kocytes, Thrombocytes.
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