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INTRODUCCION

Los componentes celulares de la sangre: eritrocitos,
leucocitos, linfocitos y plaquetas son constantemente cambia-
dos o destrufdos ya sea porque asfi cumplen con su funcidn co-

mo es el caso de los neutrdfilos o porque sufren "envejeci- -

miento" con pférdida de su capacidad funcional como sucede con

los globulos rojos (14).

Este recambio continuo implica la existencia de un -
eistema de auto~renovacidon con drganos especializados en la -

formacidn de las c&lulas de la sangre y por cnde llamados or-

gancs hematopoyéticos. Es en estos drganos como el bazo, ti-
mo, médula Bsea, ganglios 1l¢nfaticos, y nddulom linffticos

que ocurren los procesos de proliferacidn, diferenciacibn y -

#
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Dada -

1a importancia de las funciones de las c€lulas sangufneans en-

maduracifn de los componentes celulares sanguineos.

el mantenimiento de la homeostasis, la,hematopoyesis ha nido~

ampliamente estudiada y se ha convertido incluso en uno de’

los modelos mejor estudiados de cinftica celular.

(33

El modelo heﬁ;topoyécico vigente se ha establaecido -
con base en experimentos recalizados en las especies murinas,-
principalmente el ratdn (27,28,22) es por ello que el estudio
hematolégico detallado de esta especie ha adquirido gram im--

portancia; sin embargo, dada la gran cantidad de variantes

existentes no solo en los m&todos de estudio del tejido hema-
topoyético sino tambi&n en factores tales como cepas del ratdn

(31), edad (30), sexo (31), etc. es indispensable antes de

jniciar experimentos con esta especie, caractcrizar desde el-
punto de vista hematoldgico una poblacibn normal que servira-~

como base de comparacidn con experimentos posteriores,.

Eu por esta raz0on que en este trabajo se informan

los resultados obtenidun de las determinaciones de sangre pe-

rif&rica, tales como Hg, Ht, gldbulos rojos, plaquetas, leuco

citos y sus correspondiente diferenciales, asi como el nfimero
total de c€lulas de m€dula Gsea y sus respectivas diferencia-

len del ratdn hibrido F' (Q BALB/c y & DBA/2), el cual se

enplea frecuentemente con animal cxperimental en leucemias y-

linfomas. A su vez se smuestra la comparacidn de los valores-

de las diferentes edadcs y sexos.
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MATERTIAL Y METODO

Los ratones utilizados fueron & y 2 nwibridos F' --
(? BALB/c y 3DBA/2) de diferentes edades proporcionados por

el bioterio del Centro Mé&dico Nacional del IMSS. El peso de-

los animales fuf de 19-28 gr. Hasta el momento del estudio,-

los animales se mantuvieron en condiciones estandar de labora

torio, esto es, alimentacidn con Purina Chow*l y agua '"ad li-

bitum" en el binterio con las condiciones siguientes: Luz/--
obscuridad 12/12, temperatura 21°C+2°C, humedad relativa de -

45~50% y 10-15 cambios de aire por hora. ’

Loy animalen se exsanguinaron a trav@a de la vena ca

*1 Purina Laboratories.




va inferior con una jeringa impregnada coan EDTA (etilendtg.ing

tetracetato de eodio)*al 5% ea solucidun salina al 0.9%, bajo~

anestesia con Pentrane*l, La sangre obtenida, generalmente-

0.5 ml., se howopenizd y ne efectuaron las determinaciones de

hemoglobina, hematocrito, glébulos rojos, leucoucitos y plaque

tas. En todas ellas §y salvo que se indique lo contrarin las-

diluciones se efectuaron usando micropipetas Eppendorf*lgfde-

volumen fijo. Al mismo tiempo se hicierou frotis sangulneos-

para conteos diferenciales de leucocitos,

Determinacifén de glébulos rojos.

Se diluyeron prime

ramente 10)11. de sangre en 5 ml, de Isoton*3 obteniendose ~--
una dilucidn 1:500, después de ser bien homogenizada, se toma

ron 10’1. que se diluyeron nuevamente en 10 ml. de Isoton re—~
gultando en una dilucidn final de 1:500,000. EL conteo se hi

20 en un contador de particulas electr8nico Coulter Counter -

Modelo B, para cada animal se tomaron dos muestras que fueron

contadas por triplicado. lLos resultados se c¢xpresaron como -

glébulos rojor X 106/}k1. de sangre,

Determinacion de hemoglobina., (Hb)., Se determind --

por medio del método de cianometahemoglobina (6) diluyendo =--

20)11. de sangre en 5 ml, de la solucibn de Drabkin*4, la - -

*] Metoxif luorane, Abbot laborarories

*2  fBrinkmann Instruments Inc,

*3 C(Coulter Electronics, Inc, Hialeah Floa,
*/ lHoehringer Maunheim GMBH Diagnostica
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cual fue leida en un espectrofotdmetro*l a 546 nm., después% -
5 s 3 s

de 3 min. y antes de 10 horas de prepargda la solucion. Los-
resultados se expresaron en g/l00 ml. de sangre.

5
Determinacidn de hematocrito (Ht). Se efectud por -

el método de microhemtocrito (24,25), usando capilares gin --

anticoagulante*2, ©Estos tubos eran llenados aproximadamente-

el 80%Z de su longitud y eran centrifugados a 11 000 rpm en =--

una centrifuga especial para los capilares de hematocrito*3 -
durante 5 min. y posteriormente leidos en una tabla Critocap-
k4

Los resultados se reportaron en porcentaje ( X ) del pa

quete celular.

Determinacion de leucocitos. Con un diluctor automa-
tico*5 se prepard una dilucidn 1:500 usando Cotrimida*6 como-

diluyente y agente estromatolizante., Los canteos se hicieron
por triplicado en un minimo de dos muestras de gangre y los =~

resultados se informan como leucocitos/)jl. de sangre.

Determinacidon de plaquetas. El

método utilizado fu@

el de Brecher (4) y consistid en preparar una dilucidn 1:200-

en 2 ml, oxalato de amonio al 17 usando lO}*l. de sangre.

Realizando el conteo en un hemocitémetro, después de sedimen-

tar durante 30 min. en cAmara hGimeda en contraste de fases y-

*1 Pye Unicam SP600 Series 2

*2 Propper Manufacturing Co. Inc.
*3 Sol Bat

*4 Sharwood Medical Industries Inc.
*5 Dilumat Fisher Inc.

*6 Eastman Kodak Co.
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bajo el objetivo de 40 X. Los resultados obtenidos se¢ infor-

maron como plaquetas ¥ 103Ou1. de sangre.

Conteo diferencial de leucocitos. Los frotis pangui-

2 B
neos se realizaron en cubrcecbjetos de 22 x 22 mm. secAndolos-

al aire. Se tifieron con Wright y se hizo, despu&s un conteo-

diferencial de minimo dosclentas c&lulas de cada frotis. Los

resultados obtenidos se expresaron en cantidad*&ptalﬁ*l. de -

sangre, para cada tipo de cflula identificada.

Determinacidn de la celularidad gi'médula b#ca. Una

vez exsanguinado el ratdén se sacrific8 por dislocacifin cervi=-

cal, disecandose las tibias que se limpianron de las partes -~

blandas.

Las tibias se cortaron a nivel de 1a fibula. La ca-~

vidad medular fu& lavada tres veces con una jeringa de ! ml.-
y aguja 25 G conteniendo 1 ml, de medio Mc Coy 5A*1 1X suple

mentado con 15%Z de suero fetal de ternera*2; parva el lavado -
da

la cavidad medular se alternaba el extremo distal con el

proximal, El n{imero de lavindos necesarios para obtener el ma

yor niimero de cflulas de 1a mé&dula fue determinado previamen-

te.

El nGmero total de¢ c&lulas de la mé&dula 6sea de cada
tibia se determind de igunl

manera que los lecucociton., Los-

recgultados se expresaron comop c8lulas de mé&dula dsea nuclea--

¥l Gibco Co.
*2 FPlow Laboratories 1Inc.



das X 106/tibia (8). ol

%

Conteo diferencial de c&lulas de wédula Jsea.

La --
suspensidn celular de cadn hueso fué centrifugada a 1 500 - -

rpm durante 5 min. en una centrifuga clinica; el sobrenadan-

te se descartd y el botbfn celulda¥ se suspendio en unas fotas-

de suero fetal de ternera, De esta suspensidn celular se hi

cieron frotils en cubreobjetos de 22 x 22 mm. que se tifleron -

con Wright. De cada frotis, se hizo un conteo diferencial m%

nimo de 500 c&lulas, clasificandolas segfin Chevernick (8) y =-

expresando los valores como cantidad total de c@lulas x 103/-
tibia. En todas las tibias estudiadas se efectud estudio hig

tol8gico posterior, previa descalcificacidn.

Solo se efectud control de calidad con los estanda--
res disponibles que fueron el de Hb y lecucocitos, En lag di=-
ferenciales de sangre perif@érica y médula 6sea sc recontaron-

frotis al azar por un segundo observador y los resultados se-

compararon estadisticamente.
p

Analinis estadistico.

Todos los resultados obtenidos

fueron analizndos estadisticamente usando la prueba de "t" pa

ra muestras independientes (7,32). Se utilizd el nivel de --

p£0.01 de significancia estadistica en nuestros experimentos,



RESULTADOS

Nuestros resultados los informaremos, en primer lu--

gar analizando la f8rmula roja y plaquetas de sangre periféri

ca en hembras y machos. Posteriormente leucocitos y sus dife

renciales y por ultimd se analizari médula Gsea.

En 1a tabla 1 se analizaron los datos de los ratones

del sexo femenino, en esta se observa que no hay diferencias-

estadisticamente gignificativas entre los grupos de diferen--

tes edades} no obstante,

los animales de 11-16 semanas tienen

el valor de Hb mas bajo y el de Ht mas alto con respecto de -
los animales de 8-10 semanas; las plaquetas son practicamente
iguales en ambos grupos. En los animales de 11-16 semanas no-

se determinaron los glbbulos rojos.



En la tabla II se presentan los valores obtenidos de
los parBmetros ya citados de los ratones del sexo masculino,-
y se encontrd que las cifras de Hb y plaquetas son mayores ‘eh

el grupo de 11-16 semanas y el Ht es mds bajo con reapecto al
w

grupo de 8-~10 semanag. Sin embargo, ninguna de estas diferen

cias fué significativa estadisticamente.
En una comparacidn posterior de la formula roja y
plaquetas entre los sexos se observd que tampoco habfa dife--

rencias estadisticamente significativas cn los parametros es-

tudiados.
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Todos los resultados de las tablas se expresan como~

promedio + desviaci8n estandar y entre parentesis el nlmero-

de casos estudiados. La significancia estadistica de los da--

tos se anotara al pie de cada tabla, asf como el significado-

de la simbologfia utilizada.
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3 TABLA 1

%

FORMULA ROJA Y PLAQUETAH DE SANGRE PERIFERLCA DE RATON F' HEMBRA

8-10 semanas

7.55 + 1.35
(11)

11-16 semanas
Glﬁb.ﬁrojos

x 10 ’)Al.

Hemoglobina

15.28 4+ 1.26
g/ 100ml,

(1%)
Hematocrito

46,93 + 2.76
(%)

(14)
Plagquetas

1.26 + 0.35
x 1()3/»1.

(14)

TABLA I1

FORMULA ROJA Y PLAQUETAS DE SANGRE PERIFERICA DE RATON F' MACHO

8-10 semanas 11-16 semanas
G13b. rojos 5.93 + 1.70

x 1077y 1. (T1)

Hemoglobina 14,80 + 0,70 15,22 + 0,68

g/100 ml. (1 (19)

Hematocrito 48.82 + 1.08 47.30 4+ 1.42
(%) (11)

(10)
Plaquetas

L1l + 0,12
X 103/)“1'

1.34 + 0.66
(1)

(10)

vt



En las tablas 111 y IV se informan los resultadoas

del nfimero tetal de leucocitos y sus correspondientes contaos

A

diferenciales en éingre periferica de las diferentes cdadesn.

B B,
Como se puede apreciar en la tabla T11 se presentan-

los datos de las hembras, ]

en los cuales no se obtuvo ninguna

o

&diferencin estadinticamente significativa entre los grupos de

diferentes vtdades; sin embargo, en los machos (tabla 1V) se

encuentran difere¢ncias en los leucocitos y en el valor absolu

to de los linfocitos (p<£0.01). Es por estas desigualdades -

que no pudieron juntarse los valores de los ratones a diferen

tes edades.

Es importante hacer notar que los valores mids altos-

en las hembras estan en el grupo de 11-16 semanas y en los

machos en el grupo de 8-10 semanas.
Al realizar la comparacidn entre los sexos, se puede

observar que sistemBticamente los machos de 8-10 usemanas tie-

nen conteos mé@s altos que las hembras de la misma edad, exis-

tiendo diferencing significativas en el valor de los necutrdfi
los (p<JL(H). En los ratones de 11-16 semanas, contrariamen-

te al grupo anterior, las hembras presentan los valores mayo-

res, habiendo diferencia sinificativa en el valor absoluto

de los linfocitos a nivel de (p<£ 0.0!) versus machos, en el-

resto de lon conteons diferenciales no ne apreciaron diferen--

cias.

- ¥
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TABLA IT11
LEUCOCITOS Y DIFERENCIALES DE SANGRE PERIFERICA DE HEMBRAS F'

& 0y
8~10 semanas i 11-16 semanas

Leucocitos 4960 + 1790 6190 + 1000
x 10%/p1, (14) (5)
Neutrdfilos 804 + 370 ” 1021 + 329
Linfocitos 3970 + 1480 4947 + 824
Eosindfilos 40 + 30 39 + 27
Monocitos 120 + 890 181 + 73

Los resultados de los conteos diferenciales se infor

man como cantidades totales /)Al. de sanyre periférica.

TABLA 1V

LEUCOCITOS Y DIFERENCIALES DE SANGCRE PERIFERICA DE

MACHOS NORMALES

8-10 semanas 11-16 semanas

Leucocitos 6350 + 1680° 4170 + 1430
% lOll}Al. (11) (10)
Neutrdfilos 1210 + 430 933 + 364
Linfocitos 4902 + 1378 3006 + 1025
Eosintfilos 65 + 27 60 + 33
Monocitos 202 + 101 143 + 72

Los resultados de los conteos diferenciales se in--

forman como cantidades CQtnles/}Ll. de sangrc perifé€rica,

© p{ 0.01 en compnracibn con los machos de 11-16 semanas.
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Por lo que reaspacta al nGmero total de c&lulas nu- -
cleadas de médula ﬁsea se compararon primeramente el ladz iz-
quier;o contra el lado derecho en hembras y machos de la mis-
ma edad vy no se obtuvieron diferencias significativas catadisg
ticamente; por lo que se decidid unir los valores de ambos la
dos y hacer la compa;aciﬁn posterior entre los grupos de dife

rentes edades y sexos, tampoco se obtuvieron diferencias eg--

tadi{sticamente significativas como se puede apreciar en la -

tabla V.
TABLA V
TOTAL DE CELULAS NUCLEADAS DE MEDULA OSEA
6 . 6
(210" cé&l./hueso) rv 100 c@l/hueno)
8§~10 s 7.80 + 2.42 9.73 + 2.83
(28) (20)
11-16 8

s = gemanas
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En la tabla VI se presentan los resultados de los

conteos diferenciales de m&dula dsea de las hembras, donde sge

B -
puede observavr que en la mayoria de los casos, los valores -

mds altos corresponden a los animales de 11-16 semanas habien

do diferencins significativas solo en los neutrdfilos an ban-

da (p<€0.01). Sin embargo, en los ratones del sexo masculino
y

(tabla VII) no se encontrd ninguna diferencia estadist{camen-

te significativa. Cuando se hizo la comparacidn de las dife-

renciales entre los sexos en los ratones de '8-10 semanas, se~
obnervd diferencia significativa en los valores de la serie
.

granulocitica (p€0.01), estas desigualdades correcsponden a

los mieloblastos, promielocitos, mielocitos, neutrnf{ifilos en -

banda v eosindfilo:, encontrando los datos mas altes en los

machos. Por lo que corresponde a los ratones de

l1-16 semanas

no se observd diferencia estadisticamente significativa entre

los sexos.

En los cortes histoldgicos de todos los huesos se ob

servdé un remanente de m&dula dsca, el cual se encuentra Gnica

mente en las epifisis, la presencia de este remanente fuéd

constante en todas las tibiaa pese a los lavados que se le -~

hicieron a la cavidad medular.



TABLA VI “
RESULTADOS DE LOS CONTEOS DIFERENCIALES DE MEDULA OSEA-DE RA-.
ION F' NORMAL EN HEMBRAS
! 8~-10 s 11-16 4 °
(28) (10)

Mieloblastos 139 + 60 117 + 34
Promielocitog 160 + 66 173 + 58
Mielocitos 342-+ 123 438 + 123
Metamielocitos 179 + 147 469 + 133
Neutrdfilos 1004 + 454%% 1519 + 340
en banda
Neutr3filos 23 + 24 18 + 18
seymentados
Eosindfilos 317 4 136 286 + 79
Serie roja 1915 + 547 2101 + 453
Linfocitos 2381 + 877 2630 + 779
C8élulas 19 + 13 21 + 12
plasmiticas
Céls., Reticulo- 163 + 84 1S5S0 + 43
endotelialegy
Megacariocitos 5+ 8 B+ 16
Mitosis 13 + 15 19 + 21
Céls. no 938 + 484 968 + 196
identificadag

&

Los valores seo

k%

p€0.01 en comparacién con

las

hembras do

exXpresan como total de c&lulas por tibia

11-16 Stmanas,
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TABLA VIt

RESULTADOS DE LOS CONTEOS DIFERENCIALES DE MEDULA OSEA DE RA-

TON F' NORMAL EN MACHOS

8-10 s 1i1-16 g
(22) (20)

Mieloblastos 223 + Bokx 175+ 86
Promielocitos 248 + 120%x 187 + 78
Mielocitos 515 + 248%% 465 + 145
Metamielocitos 438 + 244 440 + 160
Neutrdfilos 1608 + 680** 1606 + 507
en banda
Neutrdéfilos 27 + 24 24+ 21
segmentados
Eosindfilos 211 + 9Q0*x« 319 4 159
Serie roja 2249 + 074 2078 + 593
Linfocitos 2874 + 815 117 + 847
Células 22 + 42 21 + 12
plasmiaticas
Céls, reticulo~ 241 + 110 208 4 17
endotel ialesg
Megacariocitos 5+ 11 Vo
Mitosis 17 4+ 25 a4 16
Céls. no 971 + 460 989 4+ 157
identificndas
Los valoroen ge expresan como cantidad total de célulag por ti
bia, -

** p{0.01 en comparacifn con las hembras de 8-10 semanas,
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DISCUSION

Al caracterizar una poblacidén "normal" os neccsario-

definir que se entiende como normalidad. Sobre c¢ste aspecto-
varios investigadores haun tratado de establecer un concepto -
con todas law variables involucradas en una poblacidn y que -

a la vez sirva como basc para la comparacidn con procesos pa-
toldgicos y experimentalen, Para c¢lto sc¢ han propuesto va- -
rias definiciones, algunan de lags cuales mencionaremos breve-

mentes

Para unos autorvy normal significa la condicibn del-

organismo en su estado natuvral (10),, pero este concepto no -

considera factores talues comp enfermedades endlmicas, Mien- -

hd
tras que ofros autores definen normal en un sentido estadisci
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B

n .
co limitadn, "Curva d2 Causs" o de campana, esta definicidn -

no toma eu cuenta los factores bioldgicos, ni las variables .-

\
1

cuantitativas Biologia (7). Amador E,

tan frecuentes on 1la

modifica la definicidn de Linnus Pauling sobre la definie{dn~

fisicoquimica de normal y propone ©) 3iguiente concepto: "EIL
estado normal de un sistema bioldpico es aquel de entre todos

los estados concebiblaes en el cual la composicidn, estructura

y funcidn de sus partes le proveen al organismo salud, bieneg

tar y longevidad" (2),

Esta Giltima definicidn consideramos que es una de

las mas adecuvadas ya que se ve afectada por los atributos - -

cuantitativos v cualitativos de todo sistemn viviente, Como-—
se ve esto enfatiza la dificultad en ecstablecer un grupo re-

presentativo aiin dentro de una poblacidn "normal" puesto que-

este grupo se ver3 influernciado por variables tales como la -

edad, el s¢xo, medio ambiente, etc,

Factores todos ellos de-

ton importa.scia por lJo cual tratavremos con mavor amplitud a-
b) P

continuacidn aquellos que pensamos son mAy relevantes para el

establecimicute de log valores normales en los parimetros he-

matoldgicox estudiados.

Al tenemos que Kameactf{ en 1937 (16) reportd dife--

rencias do sexo en cuatTo cepas de ratones a las que les de--

termind ¢l niimerc de gl8bulas vajon,

Tawb {&n Rugh y Somogyi
(30), en ratonvs de la cepa CFl encartraron diferencias entre

hemhras y machos en Jos counteos de pldbulos rojos, Hb, leuco-
citos y plagquetan, Por nueatra parte encontramos dif erencias
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i . T *
‘estadisticamente significativas entre los sexos en leucocitos,

neutrof {los y linfocitos asf.como en las diferenciales dem@dula §sca-

sobre serle granulocitica. - Estos resultados se pueden axpli~

car por las diferencias hormounales entye hembras y machan, --

puessse ha demostrado que los andrdgencs tienen efecto egtimu

ladorssobre el tejido hematopoy&cico (17).

Con respecto a la edad, en un estudio donde se compa

raron los conteos de Sangre de ratones pre y postnatales hasnta
de 9 semanas, (30) se encontrd que habia diferencias en lasg =~

plaquetas, gldbulos rojos,

linfocitos y neutrd6filos, sin em--

bargo, en los ratones que trabajamos solo se observaron dife-

rencias significativas en leucocitos y linfocitos entre los -
grupos de B~10 semanas y el de l1-16 semanns. Fsto posible--

mente se deba a que los ratones de ambon prupos nae encontra--

ban en edad adulta, lo que implica que no hubiera impertantes

cambios funcionales o de crecimiento (31). Solo se trabaja-

ron estos dos grupos de edades, debido a que los ratones de -

menor edad won md3s dificiles de sangrar por nucestro sistema -

ademadas que tienen los huesos muy pequefios, lo que dificulta -

el lavado de¢ la cavidad medular, al contracrioe de

los ratones-
dc mayor edad que tienen los huenos muy caleificndos de tal =

manera dque ug rompen con facilidad

provocanda errores en los-

contcos de mldula Ssea.

En referencia al tipo de ratfin usndo, varios investi
gadoren han tratado de ecstablecer si oxistaen variacionces hema

tol8gicas entre cepas de rat8n, por lo quae han comparade losg-

RO
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resultados de las cepas mas utilizadas en los proyectos de in

vestigacibén (16, 22 bis, 31), ver cuadro I, observindose que-

aunque no siempre hay diferencias estadisticas, cada cepa tie

ne s&gﬁalor tipico para cada determinacidn. Tor lo que co- -

rrespoﬁde al valor de las determinaciones de la cepa del ra--

tén con que trabajamos (? BALB/c vy J\DBA/Z)

respecto de otras, los conteos de gldbulos rojos y leucocitos
LN

P observamos que-

tienen valores bajons a diferencia de la Hb y Ht que tienden a
presentar valores elevados y los resultados de las diferencia
les de sangre perif@rica caen en la parte media del rango, --
Estas diferencias seguramente se deben a las caracteristicas-

genéticas de cada cepa y a variantes en la maetodologia emplea
da.

Por lo que respecta a la metodologia es un factor --—
critico en las determinaciones pues €s necesario conocer la -

precisidn y error de cada método utilizado. Los problemas -~

técnicos son probablemente la fuente mids importante de error-
por lo que también comentaremos brevemente los que considera-

mos mas relevantes para la obtencidn de valores dentro de los

limnites de caonfiabilidad.

Para comenzar sc¢ requiere de un anticoagulante ade--

cuado; los anticoagulantes mas utilizados en hematologia son-

el EDTA, la mezcla de oxalato de amonio y sodio y la hepari-

na; hecho que no implica que sean perfectos, todos ellos tie-

nen sus limitaciones. Por ejemplo un exceso de EDTA ( 2 mg/

ml de sangre) resulta en una disminucidn significativa del --
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CUADRO

1 4

VALORES HEMATOLOGICOS DE DIFERENTES CEPAS DE RATON NORMAL

Cepa

CS?BI/ﬁxAZG

Charles
River

C57B1/6Jex
Strein CBA

€57 Bl

(BALB): vy
DBA/Z)F,

kg

&

2

Hg

g/100m1

14,8

11.9

16.2

15.4

12.7

14,8

Ht

%

43

41

43

42

48

GR Leucoci r1ipfo
tos
(»1 0&1 Abs
8.6 4.5 3500
7.9 7.3 -_
10.0 — —_
9.0 12.8 9600
7.4 9.4 8300
5.9 5.5 4500

Mono

Abs

80

Eo.

Abs

40

20

60
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paquete celular. Otras desventajas del EDTA y la mezcla de -

oxalatos son que afectan el contenido enzimdtico y la morfolo
gia de las células sanpuineas (9, 18, 26); estos cambios ocu-
rren mads rApidamente en la sangre con-oxalato que en la que -

tiene 'EDTA, &sto parece ser proporcional a la concentracifdn --

»

del anticoagulante. La principal ventaja del EDTA sobre el -

oxalato es que previene la aglutinacidén de las plaquetas "in-

vitro" y por lo consiguiente permite um conteo mas seguro de-

las plaquetas.

Otro anticoagulante de uso generalizado es la hepari
na, que no afecta el tamafio de los gldbulos rojos y reduce la
posbili@ad de hemGlisis al minimo, pero los principales jncon
venientes de la sanpgre heparinizada son el de que no es reco-
mendable para morfologia por producir un fondo azul en log -~

frotis (19) y que no evita por completo la aglutinaciéon de --

las plaquetas, por lo que no es adecuado para el conteo de -~

las mismas.

Considerando los factores ya citados, se escoglo el-

EDTA como anticoagulante; no obstante siempre hay que tomar -

en cuenta estos inconvenientesn ya que @sto podria hacer va- -

riar las determinaciones sobre todo por el hecho de que no --

siempre es posible obtener 0.5 ml. de sangre de un ratdn, vo-

lumen calculado para la cantidad de anticoagulante que queda-

en ln jeringa impregnada,

Por lo que se refiere al sitio de toma, nosotros he-
-
mos sislematizado las

determina innes para sangre obtenida -~

gt i
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de la vena cava inferior prinecipalmente porque es un sitio
de fAcil acceso, a la vez que es un vaso del que se puede to-
mar la sangre con jeringa y aguja, con lo que se obtiene un -

volumen suficiente para hacer todas las determinaciones del =

perfil hematol8gico,

res y reproducibles.

pero sobre todo los conteos son regula-—-

El principal inconveniente es que no es

posible repetir las determinaciones en el mismo animal,

Para el conteo de eritrocitos se tiene un gran error
debjido a las diluciones seriadas que se realizan; de.ahi el -

valor de la desviacidn estandar tan elevado. Sin embargo, 1la

determinacidén con el contador electrdnico es mejor que el con

teo en el hemocitometro, en el que ademds del errorv propic de

la dilucidn, esta el error del observador, (33)

El mé&todo utilizado para la determinacidn de 1a Hb -
es el mas aceptable ya que la cianometahemoglobina es el mas-

estable de los derivados de la hemoglobina que ticue propieda

des de absorcifn de luz visible, por lo que su lectura se fa-

cilita en un espectrofotSmetro obteniendo un error del orden de

+ 0.5%, lo que le proporciona alta confiabilidad (36).

Para el Ht, el m@todo de microhematdcrito se selec--

ciond debido a que 8se requiere un volumen pequefio de sangre,-

corto tiempo para llevarlo a cabo y a

que sus resultados son-

altamente reproducibles (24), Ademés de que el valor del Ht-

no se ve afectado por el tipo de sangre, capilar o venosa.

Por lo que corresponde al mGtodo de las plaquetas se

.

P
hn encontrado que 21 de Brecher (4) e¢a uno de los mag nepurnsg
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ya que la dilucién limitada reduce el error estadistico.

Para el conteo de leucocitos se considera que el pro
cedimiento empleado es uno de los mds seguros, dado que la di
lucidn se egectuﬁ con un aparato diluctor autom&tico que tie-
ne un error de %+ 1% (22) ademads, de que la muesntra se contd -
minimo por duplicado en el Coulter Counter, el cual tiene un-
coeficiente de variacidn de + 4% (33) a diferencia del hemoci

témetro que tiene un coeficiente de variacidn minimo de

+ 16% (33)., Los inconvenientes de este procedimiento son ~ -

principalmente que se requiere de filtrar, en ocasiones, el -

diluyente por Millipore y que es necesario que los aparatos -

esten muy 'bien calibrades, para que el conteo sea real,

Para la determinacidn del total de c@lulas de¢ médula
6sea, diversos investigadores han modificado y tratado de per

feccionar un método; el que nosotros utilizamos esta basado -

en el que reporta Chevernick en 1968 (8),

este procedimiento-

se eligid por scer reproducible y por ser ¢l método por el - -

cual se obtiene la maoyor cantidad de mé&dula 6sea sin destruir

la, de cualquier modo cuenta con inconvenientes como el del -

lavado de la cavidad medular que no es completo, lo cual se -

ratific6é en los cortes histolégicos donde las epifisis mues--

tran un remancnte mds o menos coustante de m@édula dsea que co

++ . .
rresponde seguramente a la cantidad de Fe rad icactivo rema-

nente en el hueso como lo reportd el autor mencionado. Nogo==-

tros encontramos que habia mayor reproducibilidad en el con-

tenido total de células de mBdula H6sea en la tibia y el hGme-
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ro que en el fé&muyp; sin embargu a causa de que el hlmerg as ~

un hueso dificil de disectar ugi{ como de lavar su cavidad me-
Y
dular y porque encoitramos difurencias en las cantidades rela

tivas de las c8lulans que lo componen, nosotros usamos a la ti

v
o

bia como hueso para llevar a cabo los-estudios hematopoy@ti--

CO0S.

Con respecto a los conteos diferenciales de sangre -

periférica y de m&ula &sea se considera al procedimiento usa

do como uno de los maAs adecuados tanto por la manera de ha--

cer el frotis como por el nimero de c@lulas contadas en cada-

frotis.

Existen reportados como causa de diferencias en las-

determinaciones hematolfgicas otros factores tales como la ac

tividad fisica o emocional, el peso, la postura del sujeto a-

egstudiar asi como la hora del dia, la estacifn o la altitud,-

etc. (20) ninguno de los cuales estudiamos ya que los anima--
les se encontraban bajo condiciones experimentales de labora-

torio donde todos estos factores son controlados hasta donde-

¢s posible. Sin embargo, como se puede notar por el presente

trabajo es una necesidad para cada laboratorio de la determi-
nacidn de sus valores propios de acuerdo sino a todos los fac
tores que se mencionaron si por lo menos a la mayoria de -

ellos (11) ya que de otra manera se corre el peligro de obte-

ner resultados poco confiables.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

.

i 4

&

Se realizd el euntudio hematoldgico de ratones norma-

les hibridos F' (9 BALB/¢ y&‘DBA/Z)' los que se dividieron en-

hembras y machos de diferentes edades, de 8-10 semanan y de -
11-16 semanas. A estos  animales se les determind gldbulos ro-

jos, Ht, Hb, plaquetas, leucocitos, total de células nuclea--
das de médula dsea, asT como conteos diferenciales de sangre-

periferica y de mé&dula dsea, utilizando para el estudio del -

tejido mieloideyla tibia.

Se encontraron diferencias significativas entre los-
sexos en la mayoria de las determinaciones,principalmente en -

las que corresponden a médula G6sea y sus difcrencinles, Con -

respecto a la edad, las diferencias son minimas.

Se concluy8 que el examen hematoldgico en una de las

principales herramientas de estudio tanto clinicas como expe-

rimentales, por lo que cada laboratorio debe tener una tabla-

de valores normales de cada especie que we trabaje, en la -

cual especifiquen las variaciones que we puede presentar a -~

causa de factores como el

sexo, la edad, la cepa, etc., al -

igual que un método bien establecido para cada determinacidn-

del cual se conozcan sus lfimites v ventajas. Todo &€sto es de

gran importancia ya que nirve como base de comparacidn en es-

tudios posteriores.

o
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ADDENDUM ESTADISTICO

1. Promedio

Desviacidon estandar

-2
_ $(x - x)
D.E. = A ._.__N_..—._-

independientes.

X - X

“

"t'" de student para promedios de

muestras

"t" « 1 2
2 2 1 1
(N, =1) §,° + N, -1) 5, (ET + \_2_)
Nl + N2 -2

N

Y

E

i
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