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Abstract.—The aim of this study was to determine the hematology values for the Xochimilco axolotl (Ambystoma mexicanum), using
30 clinically healthy individuals, born and kept in captivity. The axolotls were restrained by the use of diluted isoflurane (3 mg/L)
in order to get the blood samples from the brachial plexus. The reference values for total red blood cell and white blood cell count,
hemoglobin, hematocrit, mean globular volume, mean corpuscular hemoglobin, mean corpuscular hemoglobin concentration,
differential count of leukocytes, thrombocytes and morphological evaluation were obtained. This is the first report of hematological
parameters in Xochimilco axolotls, which may serve as a basis for future research, as well as for its application in the medical
management of the species.

Key words.— Amphibian, hematology, reference values, blood analysis, laboratory diagnostic methods.

Resumen.— El ajolote de Xochimilco se encuentra en peligro de extincién, debido a diversos riesgos, tanto fisicos, quimicos, como
biolégicos y una estrategia para su conservacién es el resguardo por humanos, que permite el desarrollo de programas para su
preservacion, investigacién y educacién. El objetivo de este estudio fue la estimacién de pardmetros hematoldgicos en 30 ejemplares
de ajolote de Xochimilco (Ambystoma mexicanum), clinicamente sanos, nacidos y mantenidos bajo cuidado humano. Los ejemplares
fueron contenidos quimicamente mediante el uso de isofluorano diluido en agua (3 mg/L) para la obtencién de la muestra sanguinea
del plexo branquial. Se obtuvieron los valores de referencia de conteo total de eritrocitos y leucocitos, hemoglobina, hematocrito,
volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracién de hemoglobina corpuscular media, conteo diferencial
leucocitario, trombocitos y evaluacién morfoldgica. Este es el primer reporte sobre los parametros hematoldgicos en ajolotes de
Xochimilco bajo cuidado humano; el cual podra servir como base para investigaciones futuras; asi como su aplicacién al manejo
médico de la especie.

Palabras clave.— Anfibio, hematologia, valores de referencia, andlisis de sangre, métodos de diagndstico de laboratorio.
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INTRODUCCION

El ajolote de Xochimilco (Ambystoma mexicanum) es un anfibio
perteneciente al Orden Caudata, neoténico (alcanza la
madurez sexual manteniendo sus caracteristicas larvarias),
endémico del sistema lacustre del valle de México. Como otras
especies de anfibios a nivel mundial, la poblacién de ajolote
de Xochimilco se encuentra en declive debido a alteracién del
hébitat por presiones humanas (contaminacién, urbanizacién,
desecacion, etcétera) e introduccién de especies exéticas (peces
y vegetacién), como la carpa asidtica (Cyprinus carpio), que
por sus habitos alimenticios remueve el sustrato y modifica el
habitat al incrementar la turbidez del agua, o la tilapia africana
(Oreochromis niloticus), que entre otras cosas consume los
huevecillos o pequefias crias del ajolote (Brady et al., 2016;
Aguilary Aguilar, 2019; IUCN, 2010). El ajolote de Xochimilco, se
encuentra catalogado como en peligro de extincién por la NOM-
059-SEMARNAT-2010, catalogada en la Lista Roja de la Unién
Mundial para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN, por sus
siglas en inglés) como especie en Grave Peligro de Extincién
(IUCN, 2010) y en el Apéndice II de la Convencién sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Flora y
Fauna (CITES, por sus siglas en inglés). Una estrategia para su
conservacion es el mantenimiento de poblaciones en cautiverio
que permitan desarrollar adecuadamente un programa de
reproduccidn, investigacién y educacién. El manejo clinico de la
especie atn enfrenta diversos problemas tales como la falta de
informaciény de herramientas suficientes para poder establecer
mejor el diagndstico de sus problemas de salud.

El hemograma brinda informacién muy importante para
evaluar el estado de salud de un ejemplar y sus indicadores son
el eje central para el diagndstico y monitoreo de enfermedades
(Brady et al., 2016). Si bien la hematopoyesis en anfibios muestra
diversas similitudes con las aves y los mamiferos, existen
también grandes diferencias hematoldgicas entre individuos
adultos y juveniles. En general, los eritrocitos de los anfibios
son las células mds numerosas, presentan morfologia ovalada
y son nucleados. Dentro de los leucocitos, se pueden observar
a los granulocitos (neutrdfilos, baséfilos y eosindfilos) y los
agranulocitos (linfocitos y monocitos) (Arikan & Cigek, 2014).
Se conocen los valores hematoldgicos de algunas especies de
anfibios; Solis y colaboradores (2007), reportan en la salamandra
americana gigante (Cryptobranchus alleganiensis) un hematocrito
(Hto) de 35 a 47%, linfocitos de 28 a 58%, monocitos de 0.4 a
0.7%, baséfilos de 3.3 a 4.4% por mencionar algunos. Brady y
colaboradores (2016) reportan los intervalos para los valores
de hematologia y quimica sanguinea en la salamandra tigre de
California (Ambystoma californiense) nacidas en cautiverio.
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En lo que concierne al ajolote de Xochimilco, Phaff y Rosenkild
(1993) obtuvieron la relacién de células blancas/células rojas
(WBC/RBC) en los diferentes estadios del desarrollo, donde
hicieron una breve descripcién de la celularidad sanguinea.
Takami y Une (2017) realizaron la determinacién de algunos
valores hematoldgicos, sin embargo, para la hemograma solo
reportan el Hto (PCV, Packed cell volume), de la misma forma
Lopez et al. (2014) y Gastelum (2018) han presentado reportes
preliminares sobre el hemograma. Por tal razén, ademds de que
existen pocos estudios sobre su fisiologia y su manejo médico,
no existen valores de referencia completos para los parimetros
de hemograma. El objetivo del presente estudio, es contribuir
al establecimiento de los valores hematoldgicos de ejemplares
clinicamente sanos para llegar a estimar parimetros de
referencia en la especie.

MATERIALES Y METODOS

Ejemplares e instalaciones

Se utilizaron treinta ejemplares de ajolote de Xochimilco
(Ambystoma mexicanum), nacidos y mantenidos en las
instalaciones del Zoolégico de Chapultepec ubicado en la
Ciudad de México. Se manejaron 12 machos, 15 hembras y 3 sin
determinacion de sexo, entre 4 y 7 afios de edad y con un peso
entre 28 y 94 gramos, clinicamente sanos. Fueron muestreados
entre enero y febrero de 2017. Cada ejemplar se alojaba
individualmente en recipientes plasticos con una capacidad
entre 3y 4 litros de agua, con una temperatura entre 10 y 13°C
y los siguientes pardmetros fisicoquimicos del agua: pH de 7.0;
nitritos de o ppm; nitratos de 5 ppm y amonio de 0.1 mg/L. Su
dieta se basaba en artemias (Artemia salina) y charales (Chirostoma
sp.). Se conté con la aprobacion del Comité de Investigaciény de
la Direccién de Conservacién y Bienestar Animal de la Direccién
General de Zoolbgicos y Conservacién de la Fauna Silvestre de la
Ciudad de México, para asegurar el manejo correcto y asegurar
el bienestar de los ejemplares.

Coleccion de muestra sanguinea

Previo ayuno de 12 horas, los ejemplares fueron contenidos
quimicamente con isofluorano (Sofloran Vet® Laboratorios
PISA), a dosis de 3 ml/L. La induccién se llevd a cabo colocando a
cada ejemplar dentro de una bolsa plastica cerrada con unlitro de
agua potable, con las caracteristicas adecuadas para la especie.
El tiempo de induccién fue de 30 a 50 minutos para llegar a
un plano de sedacién profunda, la cual permitié el manejo del
ejemplar para la toma de la muestra, para el mantenimiento de
la sedacién se utilizé una dosis de isoflorano de 2 mL/L. Una
vez que se encontraban bajo anestesia profunda, los ejemplares
fueron colocados en una charola metalica con gasas himedas
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impregnadas con el anestésico, permitiendo continuar con la
absorcién del anestésico y evitando la deshidratacién. Durante
todos los manejos los ejemplares fueron manipulados con
guantes de nitrilo.

Los ajolotes se colocaron en decubito dorsal, separando
las branquias manualmente para exponer el plexo branquial
(Fig. 1), de donde se obtuvo la muestra de sangre mediante
el uso de jeringas de 1 mL de la marca BD Ultrafine® y agujas
calibre 25 0 27G, previamente heparinizadas por impregnacién
con heparina de litio (Inhepar® Laboratorios PISA) para evitar
la coagulacién de la muestra. La sangre fue colocada en tubos
microtainer con heparina de litio de la marca BD Microtainer®,
se homogenizaron por lapso de 1 minuto y fueron trasportadas
de inmediato al laboratorio para su andlisis. El volumen de
sangre obtenido vari6 entre 0.25y 0.5 mL.

En anfibios y reptiles, es frecuente que las muestras de sangre
pueden contaminarse por linfa al momento de la puncidn;
dicha hemodilucién puede presentarse en todos los sitios de
venopuncién, provocando artefactos como trombocitopenia,
leucopenia y/o anemia al momento de la interpretacién. Esto se
puede valorar por el color excesivamente palido de la muestra
(Brady et al., 2016). Considerando este criterio, las muestras
sospechosas de estar contaminadas con linfa, fueron desechadas
y no incluidas en los resultados.

Procesamiento de las muestras
El conteo total de eritrocitos y leucocitos se realizd
manualmente con una cimara de Neubauer y la solucién de

Figure 1. Blood sampling from the branchial plexus

Figura 1. Toma de muestra de sangre del plexo branquial
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Nat-Herricks. La hemoglobina (Hb) se determind mediante
espectofotometria, utilizando el reactivo de Drabkin (método
de cianometahemoglobina). El porcentaje de hematocrito (Hto)
se obtuvo mediante la lectura de capilar para microhematocrito.
Los sélidos totales se determinaron a través de la lectura del
plasma con un refractémetro clinico. Los indices eritrociticos se
calcularon matemdticamente de la siguiente manera:

Volumen Corpuscular Medio (VCM) = (Hto * 1000)/ntumero de
eritrocitos (GR)

Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) = (Hb/GR)

Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM) =
(Hb/Hto)

Se determinaron porcentajes de neutréfilos, linfocitos,
monocitos, eosindfilos, baséfilos y melanomacréfagos, mediante
conteo diferencial a 100 células sobre un frotis sanguineos
tefiidos con una tincién tipo Romanowsky. En el frotis se realizé
el conteo de trombocitos obteniendo el promedio en 5 campos
de 100x y multiplicando por 3500; expresando el valor obtenido
en x 10°. Finalmente se realizé la evaluacién morfoldgica de
eritrocitos, leucocitos y trombocitos.

Analisis estadistico

Conlainformacién obtenida se calculéla media, el error estindar
de la media (EE), la desviacién estindar (DE), los intervalos
de confianza (IC) para la media y la proporcién, mediante la
utilizacién del programa JMP® version 13.1 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA, 2017).

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los promedios, desviaciones y errores
estandar, asi como los intervalos de confianza al 95% para los
indicadores hematoldgicos evaluados en el presente estudio. No
se observaron diferencias significativas (P > 0.05) con relacién al
sexo de los ejemplares participantes (12 machos y 15 hembras).

La cuenta eritrocitica fue de 0.10 + 0.05 x 10*/L, la Hb de 81.53
+0.05 g/L, el Hto de 0.35 + 0.12 L/L, el VCM de 3926.78 + 2679.03
fL,la HCM de 980.58 + 690.95 pg/cel y la CHCM de 234.83 +51.95
g/L. En la cuenta leucocitaria se encontr6 una media de 1.99 +
1.17 x 10°/L, de los cuales el conteo de neutréfilos fue de 0.44 +
0.27x10°/L, el de linfocitos de 1.03 + 0.8 x 10°/L, el de monocitos
de 0.25 + 0.17 x 10°/L, el de melanomacréfagos de 0.08 + 0.1 x
10°/L, el de eosinofilos de 0.15 + 0.2 x 10°/L y el de baséfilos de
0.02+0.04x10°/L.
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Figure 2. Photomicrography of erythrocytes in a Mexican axolotl (Ambystoma mexicanum)
frotis, Romanowsky stain.

Figura 2. Fotomicrografia de eritrocitos en un frotis de ajolote de Xochimilco (Ambystoma
mexicanum), tincion tipo Romanowsky.

Asi mismo, se encontrd una cantidad media de trombocitos
de 3.23 + 3.04 x 10°/L. La cantidad de sélidos totales (g/L) no se
analizd, debido a que en la mayoria de las muestras (n=17) no
fue posible su cuantificacién, ya que el refractdmetro empleado
no registra valores menores a 20 g/L. De acuerdo a la morfologia
celular, los eritrocitos maduros son células nucleadas ovoides
de gran tamafio que miden en promedio 31.87 yum de largo,
presentan hemoglobinizacién completa (citoplasma color rosa
nacarado a naranja claro), membrana citoplasmdtica marcada

Figure 3. Photomicrography of an immature erythrocyte® in a Mexican axolotl
(Ambystoma mexicanum) frotis, Romanowsky stain.

Figura 3. Fotomicrografia de un eritrocito inmaduro® en un frotis de ajolote de
Xochimilco (Ambystoma mexicanum), tincion tipo Romanowsky.

(notoria al microscopio 6ptico) y sunucleo es de redondo a ovoide
con cromatina de cara cerrada (heterocromatina; Fig. 2). En
cambio, los eritrocitos inmaduros (policromatéfilos) son células
de redondeadas a ligeramente ovoides que miden en promedio
24.38 um de largo, presentan hemoglobinizacién incompleta
(citoplasma con colores rosa-azul-grisiceo); la membrana
citoplasmdtica es poco menos notoria que en el eritrocito
maduro, pero aun es perceptible y su nicleo es redondo con
cromatina de cara abierta (eucromatina; Fig. 3).

Los neutréfilos son células redondas polimorfonucleares
(similares a los neutréfilos en mamiferos), que miden en

Figure 4. Photomicrography of a neutrophil in a Mexican axolotl (Ambystoma
mexicanum) frotis, Romanowsky stain.

Figura 4. Fotomicrografia de un neutrdfilo* en un frotis de ajolote de Xochimilco
(Ambystoma mexicanum), tincian tipo Romanowsky.
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Figure 5. Photomicrography of a eosinophil* in a Mexican axolotl (Ambystoma mexicanum)

frotis, Romanowsky stain.
Figura 5. Fotomicrografia de un eosindfilo® en un frotis de ajolote de Xochimilco
(Ambystoma mexicanum), tincion tipo Romanowsky.
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Table 1. Hematological values obtained from specimens of the Xochimilco axolotl, Ambystoma mexicanum (n = 30).
Tabla 1. Valores hematologicos obtenidos a partir de ejemplares de ajolote de Xochimilco, Ambystoma mexicanum (n =30).

Analito Unidades Media
Eritrocitos x 107 /L 0.101
Hemoglobina g/L 81.533
Hematocrito L/L 0.355

VCM fL 3926.783
HCM pg/cel 980.58
Leucocitos x 10°/L 1.987
% 25.1
Neutrofilos
x 10°/L 0.443
% 49.033
Linfocitos
x 10°%/L 1.034
% 13.733
Monocitos
x 10°/L 0.256
% 5.067
Melanomacrafagos
x 10°/L 0.085
% 6.333
Eosindfilos
x 10°/L 0.151
% 0.833
Basofilos
x 10°/L 0.020
Trombocitos x 10°/L 3.233

promedio 28.39 um de largo y aunque presentan granulaciones
en el citoplasma, éstas no exhiben afinidad tintorial (Fig. 4).
Los eosindfilos son células redondas polimorfonucleares, que
miden en promedio 31.97 um de largo y presentan granulaciones
eosinofilicas grandes (color naranja a rosa intenso), las cuales
ocupan todo el citoplasma (Fig. 5). Los melanomacréfagos son
células similares a monocitos que presentan granulaciones
negruzcas en su citoplasma (melanina), que miden en promedio
32.53 um de largo (Fig. 6).

Los baséfilos son células redondas polimorfonucleares que
miden en promedio 34.89 um de largo, presentan granulaciones
basofilicas pequenias (color morado oscuro) las cuales también
ocupan todo el citoplasma (Fig. 7). Los linfocitos son células
redondas mononucleares que miden en promedio 27 um
de largo y su niucleo ocupa casi la totalidad del citoplasma,
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Extremo inferior Extremo superior

DE EE del IC al 95% del IC al 95%
0.049 0.009 0.083 0ms
27.204 4.967 N.375 91.691
019 0.0218 0.310 0.400
2679.032 489.122 2926.416 4927.150
690.948 126.149 722.576 1238.584
1.175 0.214 1.549 2.426
12.246 2.236 20.527 29.673
0.273 0.050 0.341 0.545
10.864 1.983 44.976 53.090
0.801 0.146 0.735 1.333
1.882 1.439 10.790 16.677
0173 0.032 0.191 0.320
5.789 1.057 2.905 1228
0.0984 0.018 0.048 0121
6.609 1.207 3.865 8.801
0.202 0.037 0.076 0.227
1.341 0.245 0.332 1.334
0.038 0.007 0.005 0.034
3.037 0.554 2.099 4.367

presentan heterocromatina y tienden a acomodarse formando
moldeamientos entre los eritrocitos, algunos pueden presentar
escasas granulaciones que varian de color en el citoplasma (Fig.
8). En cuanto a los monocitos, éstos son células mononucleares
grandes que van de redondas a ligeramente pleomoérficas que
miden 33.81 pm de largo en promedio, con citoplasma que va
de azul claro a grisiceo y pueden presentar vacuolizaciones
en el mismo, su ntcleo va de redondeado a arrifionado con
eucromatina (Fig. 9). Los trombocitos miden en promedio 31.07
um (Fig. 10).

DISCUSION

La hemograma es una herramienta complementaria para
evaluar el estado de salud de un animal. Sin embargo, para poder
distinguir alteraciones fisioldgicas o patoldgicas enlas diferentes
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Figure 6. Photomicrography of a melanomacrophage* in a Mexican axolotl (Ambystoma
mexicanum) frotis, Romanowsky stain.

Figura 6. Fotomicrografia de un melanomacréfago® en un frotis de ajolote de Xachimilco
(Ambystoma mexicanum), tincion tipo Romanowsky. .

Figure 8. Photomicrography of lymphocytes* in a Mexican axolotl (Ambystoma

mexicanum) frotis, Romanowsky stain.
Figura 8. Fotomicrografia de linfocitos* en un frotis de ajolote de Xochimilca (Ambystoma
mexicanum), tincion tipo Romanowsky.
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Figure 7. Photomicrography of a basophil* in a Mexican axolotl (Ambystoma mexicanum)
frotis, Romanowsky stain.
Figura 7. Fotomicrografia de un basdfilo® en un frotis de ajolote de Xochimilco

(Ambystoma mexicanum), tincion tipo Romanowsky.

células se requiere de los intervalos de referencia normales de la
especie en cuestién (Brady et al., 2016). Este estudio pretende
contribuir al establecimiento de los valores de referencia para la
hemograma de ejemplares adultos, sanos y nacidos en cautiverio
de ajolote de Xochimilco.

Se ha reportado que el volumen total minimo de sangre en
los anfibios, corresponde a 7-10% del peso vivo para las especies
terrestres y de 13-25% para las acuaticas. De este volumen es
recomendable obtener entre el 5y 10% para evitar en lo posible
alteraciones hemodindmicas, metabdlicas e incluso la muerte
en los ejemplares (Forzdn et al., 2017). En salamandras, se
recomienda la toma de muestras sanguineas a partir de la vena
coccigea ventral. La cardiocentesis también es utilizada, aunque
este método se ha asociado a arrestos cardiacos en anfibios
(Hadfield & Whitaker, 2005). Dado que el Ambystoma mexicanum
mantiene el estado larvario, la vena coccigea ventral no es
visible como sucede en salamandras. Debido a que la especie
presenta un buen desarrollo de las branquias como adaptacién
a su medio ambiente acudtico, los vasos sanguineos de éstas
son mds accesibles para la obtencidn de la muestray que, en la
experiencia de los autores, seria el sitio de eleccién en ajolotes de
Xochimilco, a pesar de la dificultad que representa la obtencién
de sangre debido al grosor, tamafio, movilidad y fragilidad
de las venas branquiales, sin embargo, no se debe descartar la
utilizacién de la vena femoral (Takami & Une, 2017).

Debido a que existen pocas referencias acerca de los valores
hematoldgicos para el ajolote de Xochimilco, los datos obtenidos
también fueron comparados con los intervalos encontrados de
especies emparentadas del Orden Caudata como la salamandra
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Figure 9. Photomicrography of a monocyte* in a Mexican axolotl (Ambystoma mexicanum)

frotis, Romanowsky stain.
Figura 9. Fotomicrografia de un monocito™ en un frotis de ajolote de Xochimilco
(Ambystoma mexicanum), tincion tipo Romanowsky.

tigre de California (Ambystoma californiense) que pertenece a la
misma familia Ambystomidae y a otras especies de las familias
Salamandridae y Cryotobrachidae.

En los ajolotes de Xochimilco se obtuvo un Hto de 35%, siendo
muy similar a lo encontrado por Takami y Une (2017) (n=43) y
Gastelum (2018) (n= 39) para ejemplares de la misma especie
mantenidos en cautiverio (30.3% +7.8%), y siendo un poco menor
aloreportado por Lopez et al. (2014) para la misma especie (50%)
y por Brady y colaboradores (2016) para el Ambystoma californiense
(47.62%). Dentro del orden Caudata, otras especies reportan
valores similares; en la salamandra americana gigante del este
(Cryptobranchus alleganiensis alleganiensis) es de 41-47% (Solis
et al., 2007; Forzdn et al., 2017) y en el tritén vientre de fuego
japonés del 40% (Pfeiffer et al., 1990), pero correspondiente con
el Cryptobranchus alleganiensis bishop donde se obtuvo un Hto
entre 31-38% (Solis et al., 2007; Forzan et al., 2017). En cuanto
a la Hb, el Ambystoma mexicanum mostrd una concentracién de
8.153 g/dL que es similar a lo reportado por Lopez et al. (2014)
de 9.98 g/dL y por Gastelum (2018) de 9.468 g/dL en la misma
especiey, por Brady el at. (2016) para al Ambystoma californiense de
11.26 g/dL. Los anfibios se consideran especies linfociticas, con
un predominio de estas células (Allender & Fry, 2008; Heatley &
Johnson, 2009; Arikan & Cicek, 2014).
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De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, los
linfocitos fueron las células mas numerosas (49%), contrario a lo
reportado por Lopez (2014) y Gastelum (2018) que encontraron
un 13% y un 17.41% para los linfocitos; sin embargo, nuestros
resultados corresponden con lo reportado por Brady y
colaboradores (2016) en la salamandra tigre de California
(Ambystoma californiense), donde los linfocitos predominaron con
un 48%, asi como en la salamandra americana gigante con un
49.3% y 54.6% para las subespecies Cryptobranchus alleganiensis
alleganiensis y C. a. bishop (Solis et al., 2007; Forzan et al., 2017).
En el tritn de vientre de fuego japonés (Cynops pyrrhogaster) los
linfocitos no fueron los mas representativos, observando tan
solo un 3% dentro de la cuenta leucocitaria (Pfeiffer et al., 1990).

Los leucocitos que presentaron segundo lugar en frecuencia
fueron los neutréfilos con un 25.1% en el Ambystoma mexicanum,
lo que coincide con lo observado por Gastelum (2018) en la misma
especie y por Brady et al. (2016), en la salamandra americana
gigante (C. a. alleganiensis 30.3% y C. a. bishop 35.1%) y en el
tritn de vientre de fuego japonés con un 28% de heteréfilos, sin
embargo es diferente al 13% reportado por Lépez et al. (2014).
En tercer lugar de frecuencia estuvieron los monocitos con un
13%, lo que es similar al 11.7% reportado por Gastelum (2018) pero
contrario al 34% reportado por Lopez et al. (2014) en la misma
especie, asi como en el Ambystoma californiense donde se trataron
de las células menos representadas con tan sélo el 1.3% (Brady
et al., 2016), lo cual fue similar en C. a. alleganiensis 1.1% y C. a.
bishop 0.6% (Solis et al., 2007; Forzan et al., 2017); sin embargo
en Cynops pyrrhogaster corresponde con la tercera linea celular
mas representada con un 6% (Pfeiffer et al., 1990).

Figure 10. Photomicrography of a thrombocyte* in a Mexican axolotl (Ambystoma

mexicanum) frotis, Romanowsky stain.
Figura 10. Fotomicrografia de un trombocito™ en un frotis de ajolote de Xochimilco
(Ambystoma mexicanum), tincion tipo Romanowsky.
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En cuarto lugar se registré un 6.3% de eosindfilos, lo que
no corresponde a lo reportado por Lépez et al. (2014) y por
Gastelum (2018) que fue de un 39% y 42% respectivamente, en
la misma especie y, a lo reportado por Brady et al. (2016) en el
Ambystoma californiense de 19% y Solis et al. (2007) y Forzan et al.
(2017) de 10.9% en C. a. bishop, sin embargo, es equivalente en
C. a. alleganiensis (4.1%) (Solis et al., 2007; Forzan et al., 2017) y
en Cynops pyrrhogaster (4%) (Pfeiffer et al., 1990). Finalmente,
las células menos representadas en las muestras de Ambystoma
mexicanum fueron los baséfilos (0.8%) lo que corresponde a lo
encontrado por Lopez et al. (2014) y por Gastelum (2018) con 0%
para la misma especie, en contraste con el 4.5% reportado en
Ambystoma californiense donde ocuparon el cuarto lugar porarriba
de los monocitos (Brady et al., 2016), 6.9% en C. a. alleganiensis
(tercer lugar) y 4.3% en C. a. bishop (cuarto lugar) (Solis et al.,
2007; Forzan et al., 2017). En contraste, en Cynops pyrrhogaster,
a diferencia de las otras especies, los baséfilos fueron las células
mas representadas con un 57% (Pfeiffer et al., 1990).

Los melanomacréfagos ocuparon el quinto lugar con un
5% de la cuenta leucocitaria total, distinto a lo encontrado por
Gastelum (2018) con un 0.64%; sin embargo, en ninguna de las
otras especies donde existen reportes de valores de hematologia,
se ha reportado esta linea celular en la sangre periférica. Los
melanomacréfagos son las tnicas células productoras de
melanina del sistema fagocitico mononuclear en peces, anfibios
y reptiles. En anfibios, generalmente se observan como discretos
agregados (centros de melanomacréfagos) en el higado y en
menor grado en el bazo, pero no es inusual observarlos en otros
tejidos (Pessier, 2007). Una hiperplasia de melanomacréfagos
se ha asociado con variaciones estacionales, emaciacién o
estimulacion antigénica (Pessier, 2007).

En peces, se llegan a encontrar agregados en higado, bazo
y rifién; considerandose como indicadores de una posible
contaminacién ambiental, asi como de factores estresantes y
juegan un papel importante en la eliminacion y limpieza de
particulas extrafias (Balamurugan et al., 2012). Si el tamafio de
los agregados seincrementa, puede considerarse como indicador
delacalidad del agua ya sea por desoxigenacién o contaminacién
quimica, incrementando su tamafio (Agius & Roberts, 2003).
Especificamente en teledsteos, los melanomacréfagos se han
observado en branquias, cerebro y génadas, asi como en los
tejidos hematopoyéticos (bazo y rifién) y es comin encontrarlos
alrededor de los vasos sanguineos (Manrique et al., 2014). Los
centros de melanomacréfagos contienen cuatro pigmentos que
son la melanina, la hemosiderina, el ceroide y la lipofuscina,
resultado de los procesos de digestiéon endosomal-lisosomal
(Zieri et al., 2007).
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Se piensa que la funcién de la melanina dentro de los
melanomacréfagos es una posible participacién en la absorcién
y neutralizacién de radicales libres, cationes y otros agentes
potencialmente téxicos derivados de las células fagocitadas, asi
como para la termorregulacién en reptiles (Zieri et al., 2007). Por
otrolado, existe evidencia que sugiere que los melanomacréfagos
tienen participacién en la retencién de antigenos por largo
tiempo, lo que favorece su interaccién con las células linfoides.
Varios estudios han demostrado que estos centros celulares
incrementan su nimero en presencia de bacterias intracelulares
resistentes como las micobacterias, tal como se demostrd en
un estudio realizado en tilapias (Oreochromis niloticus), donde
observaron un mayor incremento del nimero de centros de
melanomacréfagos que indujeron una respuesta granulomatosa
tras la inoculacién de una especie del género Bacillus, en
comparacion con la respuesta obtenida ante la implantacién de
un cuerpo extrafio (Manrique et al., 2014).

En anfibios, se ha de mostrado que los melanomacréfagos
hepaticos, derivados de las células de Kupffer, fagocitan material
extranoyeliminan radicaleslibres produciendo melanina, la cual
pudiera ser cuantificada como parte del monitoreo bioldgico,
ya que un incremento en el ndmero y tamafio de estos centros
celulares, es producido por alteraciones del habitat y presencia
de contaminantes (Fenoglio et al., 2005; Huespe et al., 2017).
Lépez et al. (2015) reportaron la presencia de melanomacréfagos
en sangre periférica (79% de la cuenta leucocitaria) en un
ejemplar de ajolote de Xochimilco que cursaba con un proceso
infeccioso de origen bacteriano, siendo el primer reporte de la
hemodinidmica de esta linea celular en la especie. De acuerdo
con los resultados obtenidos en este estudio, donde se observd
la presencia de melanomacréfagos en sangre periférica en 26
de los 30 ejemplares examinados, se podria considerar que sea
un hallazgo normal en el Ambystoma mexicanum, a diferencia de
las otras especies de anfibios, reptiles y peces; donde solamente
se han encontrado en 6rganos. Los ejemplares evaluados se
encontraban clinicamente sanos al momento del muestreo y en
ellos, los melanomacréfagos representaron el 5% de la cuenta
leucocitaria total, siendo ésta mucho menor a la reportada por
Lépez et al. (2015) como asociada a un proceso infeccioso (79%).
Sin embargo, los autores recomiendan que se realicen estudios
hematoldgicos en otras colonias de la especie con la finalidad de
comprobar que la presencia de melanomacréfagos en sangre
periférica es un hallazgo comin en esta especie.

Seria importante realizar mas estudios en animales sanos,
debido a que los resultados de este estudio y los encontrados por
Lépez et al. (2014) y Gastelum (2018) tienen incosistencias en los
diferenciales leucocitarios, lo cudl podria revelar una dindmica
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de respuesta a la inflamacién diferente y que implica mayos
cantidad de datos.

De acuerdo con lo observado en los frotis de las muestras
sanguineas de los ajolotes de Xochimilco en este estudio,
los hallazgos morfoldgicos en los eritrocitos coincide con lo
reportado por Allender y Fry (2008) y por Lopez et al. (2014),
quienes reportan que los eritrocitos de los anfibios son de forma
ovalada, de mayor tamafo que los eritrocitos de los mamiferos,
que presentan niicleo oblongo y cromatina condensada, ademas
de mencionar que los reticulocitos (eritrocitos inmaduros)
son un hallazgo comin en anfibios, de menor tamafo que
los eritrocitos, de forma mas redonda, policromadticos y con
cromatina menos condensada. Se ha reportado que algunas
salamandrasy tritones presentan eritrocitos anucleados; incluso
se menciona que algunas salamandras que carecen de pulmones
pueden llegar a tener hasta un 90% de éstos (Allender y Fry,
2008). En las muestras analizadas de Ambystoma mexicanum no
se observaron dichas células.

Con respecto a la morfologia leucocitaria, los resultados de
este estudio corresponden con las medidas reportadas por Lopez
et al. (2014), eritrocitos de 30 — 45 um de largo por 16 — 26 um
de ancho, neutréfilos de 24 — 42 pm de didmetro, linfocitos de
20 — 40 um de didmetro, monocitos de 34 — 47 um de didmetro y
eosindfilos de 26 — 40 um de didmetro.

CONCLUSIONES

La hemograma es una herramienta indispensable para la
evaluacién del estado de salud de un animal. En el ajolote de
Xochimilco es posible la obtencién de un volumen adecuado
de muestra sanguinea en el plexo branquial mediante el uso de
jeringas, lo anterior en ejemplares sometidos bajo anestesia con
una dilucién de isofluorano en agua potable. Como en muchas
otras especies silvestres es dificil detectar manifestaciones
evidentes de enfermedad, en ocasiones solo se identifican
hasta un estado avanzado de la misma, ademis de que no
hay informacién médica suficiente sobre rangos fisioldgicos,
métodos de diagndstico y medicina aplicada, por lo que este
tipo de estudios favorecen el diagnéstico clinico certero y la
medicina preventiva. Este es el primer reporte de valores de
hemograma completos en la especie y pueden ser la base para
futuras investigaciones donde se evaluen las diferencias entre
edades y variaciones estacionales, asi como entre individuos
mantenidos en cautiverio y en vida libre. Debido al tamafo de
muestra, y considerando las condiciones ambientales en las
que se mantenian a estos individuos, los resultados deber ser
utilizados con precaucién.
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