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DESCEIFCION MOSFOMETRICA DE LAS CEULAS SANGUINEAS BN CIIAS BECIEN NACIDAR OF LA
[} - ]

1992 -1993 AN B FLANFON DE MDOGLILLO . MBCHOACAN, MIBOCO.

RESUMEN

Es de gran mporancia conocer ka biologia de las especies en peligro de
extincion, Imcw&mmm bdsicos como es el estudio hematolégico, con el
cual se pusden responder preguntas referentes a la descripcién del telido sanguineo v a
Ia salud de 108 OrganisMos.

El presente trabajo muestra ia morfometria y a proporciéon porcerntual de todas ias
céluias sanguineas, ademds ios cambios morfolégicos en el proceso de maduracion de
los erffrocios, en dos grupos de crias de la fortuga marna Demochelys conaceq,
procedentes de dos técnicas de incubacion diferenfes: caja de poliuretano y vivero. Se
realizaron frotis sanguinecs que se tiferon con el colorante de Wriight. Se identificaron ios
fipos celulares, se hizo el recuento diferencial de leucochos y erirocitos. Incluyendo en
estos Ultimos las etapas de diferenciacion, finaimente se realizé @l andlisis morfométrico de
las células.

Se encorrd que ias células sanguineas tienen caracteristicas morfoidgicas muy
similares con ias del resto de los rephiies. Se encontraron diferencias significativas en el
recuento porcentual y ia morformetria de las células de las crias de caja y de vivero para
las etapas de diferenciacion de los eritrocitos y para ios leucociios presentes. Con estos
resultados & pusde suUPONeT Que existen diferencias en el grado de desamolio causadas
por aigunas condiciones doadas durante la incuboacién. Asi mismo se cbeervan en la
sangre circulante un gran Nnumero de fomas mitéticas, que sugieren la exstencia de
reproducciéon erifrocitica fuera del tejido hematopoyético.




INTRODUCCION

La Republica Mexicona cusnta con ia fortuna de fener a lo largo de todo el afo ia
pressncia de siefe de ias ocho especies de tortuga Mmarna existerdes en o mundo, v e
eslado de Michoacdn @s uno de los lugares Que afo con afo recibe en su costa sur tres
de esias especies: la forfuga Golfina Lepidochelvs olivaceq), la torfuga Prieta (Chelonia
agamiz)) v la tortugo Laud (Demochelys coraceq).

CALETA AR camres

08° 8o 20” Fig1. 02° e O7*




DESCAIFCION MOSFOMETIICA DE IAS CRUAAS SANGUINEAS EN CIAS RECIEN NACIDAS DE LA TORTUGA
DURANTE LA TEMPORADA DE ANIDACION 1992 -1993 EN Bl MAYON DE [

Uno de los principales sitios de anidacion de estos queionios es el Playén de Mexiquillo,
Michoacdn, pereneciente al municipio de Aquila, lugar en que se llevd al cabo la
recoleccién de ias muestras para esta investigacién. Se localza a 80 km al Noroeste de
Ciudad Lazaro Cdardenas; cuenta con una exiensiéon de 18 km aproximadamente y se
ubica desde Ia saliente rocosa denominada "La Punta” hasta lka desembocadura del ro
“ta Manzanilia*, entre los paralelos 102°48'07", 102°5820" iongitud ceste y los 18°05'19",
18°09'58" Iatitud norte ¥ (fig. 1); en este lugar se encuentra trabajando desde hace once
anos @ Programa de Tortugas Marinas del Deparfamento de Biologia de ia Facultad de
Cilencias de ia UNAM, con diversos proyectos de conservacion @ investigacién, En el
Playén de Mexiquillo se presenia el mayor nimero de anidaciones de tortuga Golfina y
Laud. La regidn posee un clima tropical caliente subhiumedo, con lluvias en verano, con
una temperatura media anual de 25.2°C y promedic anual de precipitacién de 930.8
mm 9%, ¢l mes Mds calwroso del afo es el mes de junioc *9, con vegetacién fropical,
playas arencsas con pendientes poco pronunciadas, libres de zonas rocosas, con rios y
acantiiados en su linea de costa. @,

Dicho Playén es importante por e numero de hembras anidadoras v por el
potencial de produccién de crias que tiene, sobre todo, para ia especie Demochelys
corigcea @. Este quelonio presenta cuerpo deprimido, caparazén démico con siete
quiilias, sin @scamas, Posee un pico céHmMeo que finaliza con dos muescas o clspides blen
definidas a cada lado del maxiiar superior formando una “W* (fig 2.), posee aletas muy
grandes sin uhias, su piel es lisa de color gris obecuro casl negra; en organismos adultos se
obeefva en la cabeza una mancha rosa de muy varkadas formas, es la especie de

st e At o e .
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tortuga marina mdas grande
del mMmMundo con una
longitud de caparazén
aproxdmada de 120 a 180
cm en estacio adulto @M.,
Fig. 2.

Su temporada de
anidacién comprence os
meses de octubre a
febrero™, Se alimenta
principalmente e
mm.mmw".m&ommmdommom"!

Anidan de noche o muy temprano, cuando la temperatura No es Muy elevada,
generaiments cuando No hay mucha haz de luna ™, Eligen playas amplias y largas de
energia mediana a alfa, con pendienfes de moderadas a pronunciadas, sin vegetacion y
donde el mar sea profundo. ®» Cuando van a aniciar, salen del mar y se dilgen a la
cresia de o pidya para elegi o sitio donde pondrdn sus huevos. Avarzando con
movimientos sincronkados de ia aletas arteriores, eligen el lugar donde hardn su nido v lo
inicion haciendo una cama quitando la arena seca para  continuar con el siguiente paso
Que es la elcboracion de la cdmoara de incubacién, para lo cual cavan con sus aletas
posteriores hasta una profundidad de 80 cm, entonces, realiza ia oviposicién protegiendo
ol nido con una aleta, al teminar lo cubre con arena, ku compacta y esconde & lugar

7 quiilas
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exacto donde se encuertra el nido, revolviendo con sus aletas la arena del lugar,
finaimente regresa al mar, todo esto en un tiempo aproximado de 90 min. ™,

La nidacdia de estos organismos @3 de alrededor de sesenta huevos, con 5.5 cm de
diGmetro aproximadamente “, ademds de poner una sere de husvos llamados
“inviables*. de mucho menor famano que contienen solo albiumina, cuya funcién es
desconocida. El iempo de Incubacién es de sesenta dias en promedio durante el cual el
desarolico embrionario pusde verne afectado por diversos factores abidticos 27, como la
salinidod que disminuye de Mmansma consicderable e avivamierto, la humedod que
favorece el crecimiento de microorganismos y cambia la femperatura, a su vez, si es baja
alarga el tiempo de incubacién, disminuyendo el famafco de ka cras. Ademds, la
temperatura tiene una gran influsncia en la determinacién del sexo ¥, a temperaturas
bdal(24a26°C)nobnruréunpfodueél6nmayad.machooyabmpordumcnas
(32 a 34° C) habrd produccién mayor de hembras, existiendo ademds una temperatura
umbral a la cual se obtiensn S0% de hembras y 50% de machos. También hay un grupo
de crias que peffenecen al grueo de los infersexcs, ios cuadles No presentan un exo
definido, son comunes A temperaturas entre jos 28 a 30°C ™,

El ciclo de vida de ias torfugas marnas no e conoce compiletaoments debido a
que la mayor parte de éste franscume mar adentro, Unicamente pemMmanecen en tiena
cuando salen a anidar, durante su incubacién y su nacimiento. Se desconocen casl por
compileto ios efapas de crias, juveniies y subadultos, debido a esto e entendimiento de
muchas dGreas de la biciogia de esta especie, comeo ka anatomia, ia histologia v la

fisiologia es deficients.
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DURANTE LA TENFORADA DE ANIDACION 1992 -1993 EN B MAYON DE MBOOULLO, MICHOACAN, MBDOCO.

Las fortugas marinas durante toda su vida % encuentran expuestias a diversos
depredadores que van desde bacterias, hongos, dipteros, cangrejos, animales marinos,
penros, hasta el hombre. Por esta causa se realizan trabajos de conservacién con diversas
técnicas que se enfocan, principaimente, al culdado de los huevos. En una de las
técnicas ka nidada es transportada del lugar donde la hembra anidd hasta un vivero, o
comal de incubacién, ubicado a 7 m aproximadamente de o berma de la piaya,
cercado con malia de alombre y postes de madera, enterrados a 60 cm de profundidad.
Lla pare inferior de la malia que queda entemada se recubre con tela plastica de
mosquitero para evitar que as tortuguitas escapen o entren depredadores. En el vivero ios
husvos se siembran en condiciones semejantes al nido natuwal. en hoyos con una
profundidad aproximada de 80 cm y con una forma similar a ka original. Cada nido
qQueda ublcado a 1 m de dislancia del anterior y de la hilera adjunta, altemdndolos. Se
sefalan con una estaca que tiene informacién de e nido (fecha, especie, nOomero de
huevos y nimero de identificacidn individual) Fig. 3.

INFORMACION
. OEL NIDO

.
0 em R N

SIEMBRA EN VIVERO
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LA TEMIKC D€ 3N 1992 1993 EN & MAYON DE MEOQALLO, MICHOACAN, MEOCO.

Se utiliza también la técnica de sembradio en cajas de poliestireno, que consiste
eon colocar dentro de o caja una capa de arena y encima los huevos ubicados a
manera de pirimide, evitando que éstos estén en contacto con las paredes de la caja;
finaimente se cubren totaimente con arena humeda, compactandola suavemente . La
arena empleada para la siembra se colecta a 80 ecm de profundidad y de una zona
cercana al Grea de anidacion. Las cajas se colocan en una estanteria de madera, dentro
de una cdmara de incubacidn hecha de palapa y Kamina negra, Fig.4. La humedad de
la arena se mantiene cambiando ia arena seca superficial, por arena himeda colectada
a la protundidad orginal.

INFORMACION

|\ S

- -~ — Y

i

SIEMBRA EN CAJAS Fig 4.
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Debido a la temporada de liuvias de ia regién y a ia atta energia de la mareq, ka
morfologia de la playa es muy cambiante, provocando que ias hembras en ocasiones,
tengan que anidar en zonas donde los huevos quedan en peligro de inundacién'', para
salvar estos huevos también se utiizan ambas técnicas de proteccion. Con éstas técnicas
e busca No solo proteger los huevos, sino también incrementar el nimero de crias Que e
reciutan a la pobiacion silvestre.

Sin embargo, es muy importante conocer Que calidad de cras se obtienen con
estas técnicas de incubacién, para cerciorare que en redlidad cumpilen el objetivo para
ol que se utilizan, obtener el mayor nUmero posible de crias viables.

S| estimamos que una tortuga de buena calidad es una fortuga sana y partimos
de la idea de que un animal sanc es agquel que No presernta ninguna malformacién en
cabeza, caparazén y aletas, (reduccién © awencia de ojos y/o aletas, reduccién de la
cabeza, inversiSn del caparazén, ausencia de pigmentacién, etc.), ni alguna patologia o
dafo reconocible, sea de nacimiento © adquirida, entonces las crias qque No presentan
estas alfleraciones e considerardn de buena calidad, sin embargo, exsten dalos de
salud que No pueden ser detectados con ia simple obeervaciSn macroscépica de Ia
tortuga, por o QUe es necesaro realizar estudios mas detalikxdos, como son estudios
fisiolégicos, bioquimicos o histolégicos, dentro de éstos Glimos se considerd importante el
andlisis del tejido sanguinec que al damos informacidn sobre varaciones en ki morfologia
y tincién celular, pemite detectar carencia de hiemo y vitaminas, intoxicaciones,
infecciones, mal funcionamiento de algunocs érgancs y defectos metabdlicos, ademds
tiene como ventaja poder obtener la muesira sin necesidad de sacrificar a ka crias. @424,
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MARCO TEORICO

Lo sangre es, entre otftros factores, de importancia fundamental para el
mantenimiento de la homeostasis nomMmal del organismo, es decir, su equillibrio fisioldgico y
por lo tanto revelador del funcionamiento nomal © patokigico. La sangre es un tejido
fluido compuesto por células y una sustancia intercelular liquida, el piasma sanguineo. La
sangre circula en el organismo por los vasos sanguineocs, si la extroemos e@s un liquido
viscoso, rojo, que tras un corto periodo de reposo se coaguia, obteniendo una
consistencia gelatinosa. Muchas funciones orgdnicas estdan relacionadas con el plasma
sanguineo, pero ofras estan reiacionadas directamente con las céluias o elementos
figurados #2, que e describen a continuacién:

Eritrocitos i

Los eritrocitos en ia sangre de los mamiferos, son células anucleadas con forma de
disco bicéncavo. Dentro de ios mismos mamiferos Unicamente ios camélidos poseen
células rojas elipticas; en el restio de ios grupos de vertlebrados los ertrocitos son
nucleados y ovalados. En aves las células rojas son elipticas con nicleo también eliptico,
sin embargo en reptiles estas tienen bordes mas redondeados y con nicleo generaimente
redondo. También existen diferencias enfre los vertebrados en el tamano de estas céluias,
como regla general los eritrocitos de reptiles son mMds grandes que los de aves, y és1os son
mdas grandes que los de mamiferos. Las células rojas de mayor tamano se encuentran en
anfibios (AmPhiumaq) v las mas pequenas en clervos. Ademds existen varaciones en
valores numéricos y tamanos celulares interespecificos, relacionadas con el tamano del

Marco Tednco 12
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cuernpo, factores ambientales, altura a la que habitan, hdabitos, etc. @4,

En mamiferos, aves y reptiles, la eritropoyesis normaimente tiene lugar en médula
Ssea. En reptiles existen varios sitios de formacion de sangre: en tortugas la hematopoyesis
se lleva al cabo en el bazo y ka médula dsea, mientras que en lagartijas ia médula dsea
os ol sitio mas importante. La localizacion de los sitios erifropoyéticos varia también, de
manera interespecifica, de acuerdo a 108 hdbitos de cada especie, dependiendo de Que
el animal sea marino, termestre, duiceacuicola, etc. Rhodin y cols #9 reportan que a
tortuga marina DemMochelys corigceq, presenta tejido condro - $seo y no desamolia una
cavidad medular aun siendo adulta, caso similar al de algunos mamiferos marnos,
especificamente cet@Gceos y sirdnidos, atribuyendo esta neotenia secundaria a sus hdbitos
pekagicos. Esta ausencia de la cavidad medular sugiere que en esta especie los sitios de
formaciédn de ertrocitos se ubican en otros’érganos.

En ol feto humano el tejido productor de células rojas se localiza en higado, bazo y
médula dsea; al aumentar lka cavidad medular del esqueleto, aumenta el tejido
hematopoyético, posteromente ia grasa va sustituyendo ia mayor parte de la méduia
Ssea activa en el esqueleto peritérico, el tejido eritropoyético se limita entonces, al eje del
esqueleto periférico vy a las epifisis de los huesos largos, el hueso lliaco y los cuerpos
vertebraies @4,

Poco 38 conoce acerca del proceso de maduracién de os ertrocitos en reptiies
pero ’e relkaciona con o conocido en mamiferos. Excluyendo la pérdida del nicleo el
proceso es esenciaimente similar. La primera célula morfolégicamente reconocibile de la
erftropoyesis @3 el proeritroblasto que da lugar a una serie de células nucleadas: los

Marco Tedrico 13
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proetitroblastos, que presentan cambios progresivos asociados con el incremento de ia
maduwez, incluyendo la disminucién en el tamanho del clitopiasma vy el nicleo, pérdida de
nucleocios, decremento en la basofiia citopidsmica y la adquisicién de caracteristicas
funcionales morfoldgicas para el intercambio gasecso y la circulacidén en el sistema
vascular.
La sigulente es una ciasificacion de las etapas de maduracion de los eritrocitos en
aves y reptiles #;
e Proeritroblastos:
Es una célula grande redonda o ameboide, con cromatina nuciear
marcadamente aglutinada formando una red, grandes nucieocios y citoplasma
muy basofilico con espacios ml'qcondﬂales.
e Ertroblasto basdfilo:

Esta céluia es un poco Mmas pequena que la anterior, con cromatina nuciear
agiutinada, nuclecios pequefos pero aln visibles y su citopiasma basofilico sin
espacios mitocondriales.

o Ertrobiasto policromatéfiio temprano:

Céluia redonda aun mdés pequeia, nicleo reiativamente pequeio con
cromatina aglutinada, sin nucieolos y clioplasma gris o ligeramente eosinifiico.
* Eftroblasto policromatdfilo tardio:

Céluia mdés pequeia lodondo o ligeramente oval, con mMiclec también
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redondo o ligeramente oval con grumos de cromatina inegular y citoplasma
gris o rosa.

e Erftroblasto ortocromdtico:
Esta etapa de ila eritropoyesis presenta un citoplasma muy eosinofilico, su
nlcleo @3 MdAs grande que el de una céluia madura, con cromatina agiutinada
de forma iregular. La tincidén para reticulocitos revela granulos cltopidsmicos
que forman una banda perinuciear, estos granulos se reducen progresivamente
en numero y desaparecen en el citoplasma.

o Ertrocito maduwro:
Es una célula oval, con citoplasma uniformemente eosinofilico, nicleo oval,
alargado o algunas veces redondo en reptiles.

En condiciones nomales ka produccion de células rojas es igual a la destruccion
de las mismas, ésto est@ deteminado por el tiempo de vida de la cédlula. Existen
marcadas diferencias interespecificas en el periodo de vida de los erftrocitos y en general
estéd directamente relacionado con ka velocidad metabdlica y por lo tarnto, con el
tamafo corpomnl, de tal manera que en animales de menor tamafo, ia sobrevivencia de
kas células rojas es mas corta y la eritropoyesis mdas activa. Parece ser directa la relacién
ontre la velocidad nomal de recambio de células rojas vy la velocidad a ka cual el
animal puede reempiazar los etitrocitos perdidos a causa de una hemomagia o hemdilisis;
esto s mAs rapido en animales de menor tamafo que en animaies grandes. @9,

Algunas variaciones morfoidgicas de los eritrocitos pueden ser debidos a parasitos
que pueden penetrarios o a la presencia de offros CuerPos que en ocasiones se obeervan
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en su interior como son:
Los Cuerpos de Howell Jolly que son pequencs frogmentos nuciecares consideracios

como indicadores de divisién celular anomal o hipoespienismo, debido tal vez a ia
awencia de bazo o mal funcionamiento de éste. No implica dafio estructural en médula
Seoq.

El punteado basdfiico que representa ia presencia de pequefos granuios
distribuidos en el citopiasma, los cuales congisten en HHCOMAS AGreYACos que e tifnen
de purpura o azul con tinciones derivadias del método de Romanowsky, técnica para el
estudio de la sangre ©¥; su presencia es generaimente considerada patolégica y puede
ser asociada con envenenamiento por piomo o anemia hipocrémica, un punteado mas
denso se obeserva en anomalias del estroma de i méduia dsea y con erifropoyesis
aumentada por erifropoyetina. @4, El punbodo baséfilo ha sido reportado como nomal
en mamiferos artioddctiios durante ias primeras semanas de vida, cuando se lleva al
cabo el reempiazo de céluias fetales a céluias adultas, en estas circunstancias parece No
tener significado patolégico.

Los Cuerpos de Heinz, no han sido vistos en preparaciones tefhidas con tinciones
derivadas cde Romanowsky, pero utilizando tinciones especiales e logran ver como una o
mas estructuras de forrma y tamano iregular de color azul pdlido o violeta asociado
frecuertemente a lka membrana celular, a ko cual s odhieren vy finalmente son
eliminadas por las células reticuicendoteliales en el bazo junto con aquelia porcion de ia
membrana del erftrocito donde estadn oadheridas; si existe suficiente dano en ia
membrana, ia célula serd destruida. También pueden ser vistos en frotis sin tefir como
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estructuras refringentes. Estdn formados de hemogiobina desnaturalizada, y en humano,
pusde ser indicativo de disfuncién esplénica, exposicion a drogas oxidantes, defecios de
enzimas que protegen a la hemogiobina de la oxidacién o de ia presencia de
hemogiobina inestable. Se han cbeevado en aves que ingleren acelte de sus plumas
contaminadas. #4.

La presencia de todos estos cuerpos en reptiles tiene valor diogndstico, pues
Qensraiments NO se presentan en condiciones nomMmales. #9

Hay ofros cambios importantes en lo morfologia de ios eritrocitos, kas células rojas
de mamiferos muestran tendencia a crenarse en frotis preparados con sangre colectada
en EDTA, esto tal vez se deba al uso del anticoaguiante en una concentracién que puede
NO 361 isoténica para los eritrocitos. Ademds se ha notado que @ EDTA induce hemdlisis en
los erifrocitos de algunas aves v reptiles )

En general kas obeservaciones en eritrocitos indicativas de ia presencia de una
patologia son la hipocromia y la microcitosis, ambas asoclkadas con defectos en la
maduracién citopi@smica causadas por deficiencia de hiemo o defectos de globina y
potfiina ©4; ja esferociiosis, No descrita en reptiles; la presencia de gran numero de
células inmaduras, que puede ser causada por una infeccidn con hemopardasitos,
aunque la presencia de los erfroblastos y otras células inmaduras se reporta como comun
en oanismos jSvenes P%; ia evidencia de divisidn celular anomMmal es otra indicacion
patolégica. En reptiles también se han reportado los sigulentes cambios morfolégicos: ia
poiquilocitosis que es una varocién en ka forma nomal de kas células o una
fragmentacién celuiar. la anisocitosis que es la varacién del tamafo de los eritrocitos,
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reportada como nomal en reptiles; ambos cambics son ocasionados por un defecto

metabdlico o un incremento en la ertropoyesis #%.
La funcién en ios erifrocitos es colaborar en el fransporte de gases (O, y CO,),
mediar ef fransporte de oxigeno entre pulmones v ios tejidos periféricos de ias siguientes

formas:
Q) Por la concenfracién de hemoglobina en los erifrocitos que defemnina a

capacidad de transporte de 0,;
b) La afinidod de ka hemoglobina hacia el oxigeno, lo que determina la cantidad

de oxigeno ligado y liberado.

tsucocitos
Respecio a la céluias blancas o leucocitos, éstas se identifican por su morfologia y

por sus caractersticas de tincién.
Las céiulas biancas con clioplasma granuiar estan presentes en los vertebrados

clasificandose como Neutréfiios, Eosindfilos y BasStilos de acuerdo a la reaccion de tincién
con las técnicas dervadas de Romanowsky, sin embargo existen diferencias en cuanto a
ia morfologia y terminoiogia enfre los diferentes grupos de vertebrados.

o  Neutrsfilos :

En repties el témino NeutrSfilo, define a lkas céluias que contienen on su
chopiasma un gran Nimero de granulos con dafinidad tintoria varable, usuaimente ovales
0 espiculados, algunos autores No consideran este érmino apropiado, conocidndoseies,
entonces, como Heterdfiics, su principal funciSn es eliminar boacterias medionte
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quimiotaxds, opeonizacion, ingestidn v lisis. Un incremento en el niUmero de estas céluias se
presenta como respuesta a infecciones bacterianas y de hongos, damos en el tejido,
aigunas enfermedades metabdlicas, leucemias mieloides y estrés.

e Eosindfilos :

Los granulocitos eocsindfiios de todos los reptiles son grandes, generaimente
esféricos, con nicleo de forma variable cercanc a la periferna, se pueden distinguir
granulos acidéfiios, cuya forma vara de estérica a cilindrca, éstos granuios se han
reporiado ya en ofros trabajos en diferentes Srdenes de repties =473, E| tamaio de
estas céluias es muy variabie, No 00 entre especies, aun en un mismo animal y en un
mismo frotis, también @ tamano de los granulos s muy variable. Lla demnsidad de ka
granulacién puede impedir ia obeervacion de la forma vy posicidn del nicleo, que es
multilbbulado, aunque @ numero de los lébulon NnoO parece ser muy atto. Los granulocos
eosindfilos aumentan en infecciones parasitarias, actian destruyendo ka pared de los
pargsitos.

e Basdfilos :

Los granulocitos basdfiilos son sencilios de reconoces, en todas las especies de
reptiles estudiadas son pequeios, esféricos, usualimente lienos de granulos basofilicos; en
un frotis, son semejantes a zarzamoras. La granuiacion es fan densa que rarmente e ve
ol nicleo, no existe tanta varacion en el tamafo de los granulos como en el caso de los
eosindfilos. Los granulocitos basdfiios son los Mdés pequeos en lagartijas, mds grandes en
viboras y mds grancies aun en tortugas. Se incrementan ante reacciones alédrgicas.
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o Azwdtilos :

En reptiles se encuentra otro tipo celuiar, el Azurdfilo, su presencia en la sangre de
reptiles fue reporada por Pappenheim en 1909 P Los hematdlogos atribuyen su
presencia a las etapas de diferenciaciéon de ia serie monocitica y no a a granulocitica.
Son céluias con nicleo reiativamente pequefo, iregular y excéntrico, varia mucho en
tamafo. Los azundfiios contienen cuerpos grasos en el citoplasma, pero pueden no
presentaros. las céluias seniles azurdfiias contienen muchas vacuolas “%, Tienen como
caracteristica distintiva la reaccién de metacromasia en su ctoplasma con tinciones de
Romanowsky.

e Linfocitos :

Los Linfocitos son céluias esféricas. con nicleo redondo. citopiasma azul (ckaro u
obecwro), y cromatina nuclear densa. ‘Respocto a su tamano, en mamiferos los
encontramos desde ligeramente mayores Que un erfrocto hasta excepcionalmente tan
grandes o mayores Que un monocito; en reptiles, se llegan a confundir con trombocitos,
on general son mMmdas pequefos que los eritrocitos v los granulocitos. Participan en
reacciones inmunolégicas y en mamiferos y aves, se dividen en dos grupos principales de
acuerdo a sus diferentes funciones y morfologia. Estos son los linfocitos B que producen
inmunogiobulinas y los linfocitos T que son responsables de la inmunidad celular. Ambos
tipos de linfocitos no pueden ser diferenciodos sin el Uso de técnicas especializadas. Por
ejlempio, mediante recepiores de supefficie para inmunoglobulinas (linfocitos B8) o la
presencia de antigenos CD4 o CD8 (linfocitos T).
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e Monocitos :
Los Monocitos usuaimente son mas grandes que los linfocitos, se pueden distinguir

por su escasa dafinidad tintorika, su nucleo amnonado y su abundante citopiasma
ligeramente opaco, azul grisiceo en reptiles. Sus principales funciones dependen de su

actividad fagocitica en organismos parasitados, células necréticas, céluias de desecho y

ser presentadores de antigenos a los linfocitos ©4. La monocitosis se presenta en

infeccicnes bacternanas, virales y micoticas.

e Trombocitos :
Los Trombocitos de los vertebrados no mamiferos son células redondas, con Nicleo

central o ligeramente excéntrico y varable cantidad de citopiasma, el cual se tine de
azul pdiido. En los mamiferos, ias Piaquetas o elementos hemostiaticos no son células, sino
frogmentos celulares, formados de cﬂof:ﬂasma del megacarocito, por lo tanfo no
contienen nicleo. Hay una reiacién inversa enfre el tamano de ios piaquetas vy su
cantidad. En jos otros grupos de verfebrados ios trombocifos son significativamente
mayores en tfamalfio que ias plaquetas y por o fanto su NUMero es mucho menof. Son
prodiucicios en la méduia ésea por @l precursor mononuciear. Los frombocitos No aclivos
0N ovalados igual que su nicleo, tienen un clfopiasma azul-gris con granulos basofilicos
que pueden ser visibles. Puseden confundise con linfocltos, pero se diferencian por ia
densidad de su cromatina y su cliopiasma, los trombocitos presentan cromatina y
cltopiasma menos denso. Tienden a agrupane, en una funcidn similar a la agregacion
plaquetaria, se incrementan en hemonagias @ infecciones bacternanas 4.
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Antecedenfes

Desde hace mucho tiempo, hasta fechas recientes se han llevado al cabo
muchas investigaciones acerca de ka hematologia de repftiles. revisando aspectos
bdsicos importantes.

Spector (1956) “" reportd datos numéricos y meristicos de células sanguineas,
ademds de propiedades fisicas vy quimicas sobre lka sangre de tfortugas y otros
vertebrados; Gaumer y Goodnight (1957)%" presentaron vaiores celulares y de hematocrito
para diferentes géneros de tortugas acudticas y temestres relaciondndolos con as
actividades de éstas, encontraron que la especie Chelydia posee células sanguineas de
mayor tamano, namero de eritrocitos mayor y mdas cantidad de hemoglobina que as
ofras especies, mostrando que el con10nido.do hemoglobina en la sangre aumenta en las
especies acudticas, ia sangre de las especies estudiadas muestra un pH simiiar, ademas
las curvas de disociacion de oxigeno son similares de acuerdo a los hdbltos, es declr, ias
tortugas temrestres son semejantes entre elias, y todas ias curvas de disociacion de bidxdo
de carbono son parecicdas. Altland y Thompeon (1958) " realizaron algunos experimentos
con factores que influyen en ia formacion de sangre de tortugas temestres, en ia sangre
control encontraron que los valores de hematocriio, concentracion de hemoglobina vy
conteo de etifrocitos, @s mayor en machos que en hembras, en cambio los valores de
leucocitos Nno Mmuestran diferencia relacionada con el sexo. Hicieron preparaciones
histoiégicas de tejido hematopoyético, del caparczén y de hueso de aletas que
demostraron que los eosindfilos con granulos estéricos eran abundantes, mientras que los
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linfocitos y ias células reticulares eran menos numerosas, de menor tamano y mas dificiles
de identificar. Los frotis de tejido hematopoyético en huesos de aletas demostraron células
sanguineas de la serie eritrocitica en varios estados de desarolio. A las tortugas tratadas
se les inyectd cobalto a diterentes dosis o extracto de higado crudo, ambos tratamientos
no mostraron evidencia de estimulacion en la fomacion de sangre. ofras fortugas fueron
sangradas repetidamente, éstas mostraron un marcade incremento en NUMero de
retficulocitos al contrarno del ofro grupo tratado con aminopterina que mostré reduccién
on la cantidad de eritrocitos, concentracién de hemogiobina, valores de hematociio y
on la cantidad de leucocitos hasia la desaparicién de eosindfilos . Taylor y Kaplan (1961)
“a publicaron un estudio de células sanguineas en fortugas duiceacuicolkas en el que
hacen una descrpciSn de los diferentes tipos celulares enconfrados y algunas
caractersticas cuantiictivas de la sangre de ka especie estudiada. Saint Girons y Duguy
(1963) ®7 analizaron la chologia sanguinea comparada en reptiles de Francia donde
sefalaron que los erifrociios de 1os reptiles poseian la misma morfologia que ya se hablia
reportado y varnaban en tamano de acuerdo a ks familia y a la especie. Ademds, hacen
una pequeta descripcién morfoldgica de cada grupo celular v las diferencias de los
leucocitos entre familias y especies, considerando los factores que pueden modificar ia
composicién de o sangre circulante como son @l dimorfismo sexual y la estacionalidod.
Heady y Rogers (1962) *® describleron ia morfologia de las céluias sanguineas de tortugas
dulceacuicolias y enconfraron que ios entrocitos eran como ya se hablan descrito, en
cuanto a ias céluias biancas en orden de frecuencia encontraron ecsindfilos de 26 a 41
%. pequefos aciddfiios de 22 a 26%, neutrdfios de 19 a 32%, linfocitos de 11 a 22%., v
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monocitos 0.3%. Mds tarde Saint Girons (1970) ¥ hizo un estudio cuantitativo en el tejido
sanguinec donde demosttd que existen diferencias en la cantidad de eritrocitos entre
diferentes familias cle reptiles y que también influyen tactores como el sexo, ia edad, las
estaciones anuaies, ademds de variaciones geogrdficas, ecolégicas, altitud y carencia
de alimento que afectaban tanfo la cantkiad de eritrocitos como de leucocitos. Dessauer
(1974) "M describikd las proteinas en e plasma de reptiles, su composicion y su
especificidad. Meints y cols (1975) ©” se enfocaron a la actividod ertropoyética en
tortugas bajo cordiciones de anemia, hipoxia y hemomragias, encontraron que hubo
cambios en la cantidad de reticulocitos, hematocrito y en las concentraciones de células
sanguineas, ademds de un aumenio en la actividad de los sitios hematopoyéticos. Frair
(1977) ' realizé dos trabajos, uno orentado a kis tortugas mMmarinas, relacionando los
parametros de ias células rojas con el.lcrgo del caparazén, evidenciando que kas
tfortugas mds grandes tienen mayor hemdatocrito, céluias rojas mds grandes con un
volumen MAayor, aunNque en Menor NUMero, y un segundo trabajo (1977) " donde
recopiid literatura concemiente a datos bhematoldgicos de  forfugos marinas,
dulceacuicolas y terestres demostrando que estos pueden varar de acuerdo a vanos
factores fisicos y fisioidgicos. Femn y Ebanks (1984) "7 presentaron un estudio sanguineo
sobre la tortuga verde (Chelonia mydqs) citando a Bachere (1980) ™ como antecedente
on el estudio hematoldgico de dicha especie. describleron cada uno de los tipos
celulares encontrados, tomaron medidas y cuantificaron las mismas.

Sin embargo, aun después de todos estos trabajos todavia es insuficiente la
informacién en reptiles en comparacion con lo existente en mamiteros. Dentro de a clase
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de los reptiles, ias fortugas marinas han sido muy poco estudiadas, pero se continban ias
investigaciones hematolégicas en estas especies para cubiir dichas deficiencias.
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Justificacién

Cada afo, un nimero desconocido de especies desaparece de la faz de la tiera
Y con su exincion se plerde una fraccidn de la enome herencia biocldgica del ser
humono vy para las especies existentes se limitan las posibiidades de mantener o
incrementar su bienestar.

Uno de los grupos de verebrados mas diversos @ interesantes de la Republica
Mexicana son los reptiles. En México se® encuentran varios grupos de reptiles como
tortugas (marinas, de agua dulce y terrestres), cocodrilos, gecos, lagartiias, iguanas,
comalecneas, viboras y culebras.

Las tortugas marinas se encuentran en peligro de desaparecer, provocando Como
consecuencia danos ireparables a ia ocolbgio.

La fortuga Lalud Demnochelys corngceg es lka mds grande de tfodas las tortugas
marnas existentes y se realizan grandes esfuerzos por salvara; para lograno @8 necesaro
conocer totfaimente su blologia, iniciando desde estudios bdsicos de todas ias dreas, uno
de ellos es conocer aspectos histoldégicos sanguinecs, mediante los cuales se puedan
llegar a valorar condiciones de salud y condiciones fisioidgicas de los organismos, sin
necesidad de sacrificaros, asi como la influencia de los cambios ambientales sobre ios
mismos, o que nos permitind incrementar el conocimiento de estos Quelonios, Asi corno -]
creacién de programas de conservacion adecuados de acuerdo a la biclogia de cada
especie.

El presente trabajo se ha enfocado a la especie Demochelys coriceq originarna
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de! Océano Pacifico, debido a que como se menciond anterormente el Piayén de
Mexiquilllo, s una de las principales playas de anidacion para ka especie, considerando
ia imporancia de despejar la incégnifa acerca del cumpiimiento del objetivo de los
tfrabajos de comservaciéon, que actualmente se realizan: esto es, la produccién del mayor
nOmero posible de crias viables, teniendo como base el conocimiento de las
caracteristicas de ias células sanguineas (morfologia, morfometria, NGMero), que pueda
servir como cimiento para otros estudios hematoldgicos vy fisiolégicos.
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OBJETIVOS

o Describir la morfologia vy porcidén numérica, de ias céluias sanguineas de crias recién
nacidas de ka tortuga marina Demochetys cotigceq.

Establecer diferencias en la morfologia, el nimero y/o la morfometria de las células
sanguineas de crias provenientes de dos condiciones de incubacién.

METODOS

Se utiizaron un total de 30 crias recién nacidas de tortugas Laud, el mes de abril
durante la temporada 1992 - 1993. Se consideraron dos grupos de crias, obtenidas de
dos técnicas de incubacion, un grupo procedente de huevos incubados en cajas de
poliestirenc (Nn=15) y el ofro de huevos lncut.aados en vivero o comal (n=14).

Se tormaron veintinueve muestras sanguineas en total. Catorce de crias de vivero y
quince de crias de cajas. de cada una de las cuales se hicieron cuatro o cinco frotis de
sangre, obteniéndose ciento cuarenta y tres laminilias.

La sangre fue obtenida mediante la técnica de puncidn cardiaca ®" Foto 1,
utiizando agujas y jeringas de 1 mi que contenian aproximadamente 0.1 mi de sal
disédica del acido etilendiaminotetracético (EDTA Na, 10%). como anticoagulante. Se
tomaron 0.3 mi de sangre de cada crid, la qQue @ mantuvo en tubos de ernsaye con
tapdn de goma a una temperatura aproximada de 4 a 6 °C con el fin de mantener la
sangre en buen estado hasta la realizacion de los frotis, los cuales se hicieron antes de
que hubleran franscutido 24 horas posteriores a la colecta, para que se logren evitar

Objeiivos y Mélodos 28
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Foto 1
Cria de Torfuga Loud, ia fecha Indica ef lugar de ia puncion parg ks foma
e I Muesra sanguinea.

quedando listos para ser
tefiidos con el método de
wright. Fig.5

El colorante utilizado e
prepard en el laboratorio
empleando 2 g de polvo
colorante de Wiright (Merck),
970 ml de Metanol (Merck)
libre de acetona y 30 ml de
Glicerina Q.P. de la siguiente

modificaciones en las
céluias sanguineas ',
Para la elaboracion de
los frotis sanguinecs se
utilizaron siempre dos
poirtaobjetos para la
extensioSn de la gota de
sangre. Llos frotis se
dejaron secar al aire
libre, posteriormente se

fijaron 5 min. en metanol

Técnica de eskaboracisn de rots (22)

CObjeivos y Métodos
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manera:

o Se mezclaron el metanol y la glicerina perfectamente en un matraz,

¢ En un frasco ambar de un litro, completamente seco, se pusieron los dos gramos de
colorante y se agregd lka mezcla anterior agitando bien. Posteriommente ka solucién
obtenida se agitdéd cada quince minuios durante cuatro horas aproxmadamente, se
Quarddé a ka temperatura del laboratorio y al abrigo de a huz.

o Se dejé madurar 24 horas. Cada porcién que se utilizé se filtrd previamente.

La técnica empleada para la tincidn de los frotis fue la siguiente:

= Se marcaron los extendidos con un iGpiz para su identificacién, hecho esto se
colocaron con el iado con sangre hacia amnba, en un soporte de varilias de vidrio
sobre una charola de coloracién, seca.

= Con una pipeta de S5 ml se puso el reactivo de Wright en cantidad suficiente para
cubiir @ frotis, aproximadamente 20 gotas. se dejd actuar un minuto.

= Se agregd al colorante amoitiguador, aproximadamente 10 gotas, se mezcks muy blen
a chorro de aire a través de una pipeta de 5 ml. Se dejd actuar el colorante diluido
durante 14 minutos.

= Se@ enjuagd abundantemente con amortiguador hasta la eliminocién total del
colorante sobrante.

= S@ limpié la parte posterior de Ios portaobjetos con un isopo Mojado con etancl de 96°
Y & dejaron secar al aire libre.

Se hicieron pruebas de tiempo previas, hasta encontrar el que diera una mejor
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tincién, incluso se modificd ko metodologia de la tincién original sustituyendo el agua
destiiada por un amoniguador de fosfatos pH 6.4 a 6.5, para diluir @l colorante y realizar e
lavado. El amortiguador se prepard disoiviendo 6.63 g de KH,PO,. (Fosfato didcido de
potasio) y 256 g de Na,HPO, (fosfato monodcido de sodio anhidro) en agua destilada,
aforandoe a 1000 ml. Se ajusté a un pH de 7 con un potencidmetro, marca Coming,
modelo 7.

Todo el material que se ulilizsd, tanto para preparar el colorante como para la
tincién estaba complstaments seco.

Una vez tehicios y secos, ios frotis se montaron con resina disuelta en tolueno y se
procediéd a la obeservacion de los extendidos en el microscopio utiizando aceite de
inmensién. El estudio se inicid con la identificacin de los diferentes tipos celulares,
posteriormente se hizo el recuento povcenﬁ.ncl de leucoctitos, idertificando 100 células vy
considerandio ka cantidad contfada de cada tipo celular como el porcentaje preserte y
en la misma forma se realizdé el recuento porcentual de los ertrocios, en estos se
incluyeron las etapas de diferenciacién . Finaimente se hizo la morfometria utilizando un
microscopico Car Zeiss, modelo K-7-D, con un micrdmetro ocuiar Zeiss, calibrado
previomente con un micrdbmetro objetivo Zeiss 5 + 100/100 mm, hacilendo ias anotaciones
comespondientes en hojas con un formato disefado para ese fin.

Para los erifrocitos se consideraron cuatro medidas, el diametro celular mayor
(DCM), ol didmetro celular menor (DCm), el didmetro nuciear mayor (DNM) y el didmetro
nuciear menor (DNm). A los leucocifos Unicamente se les tomaron lkas medidas de
didmetro celular mayor (DCM) y el didmetro ceiular menor (DCm).

Objetvos y Métodos N
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La identificacidn de los tipos celuliares encontracios, se basd en ka descripcidon
hecha por Hawkey y Dennet ?9,

Posteriormente los resultados fueron analizados estadisticamente con el programa
Statistical Analysis System (SAS), mediante andlisis de variarza.
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RESULTADOS

DESCRIPCION MORFOLOGICA
e ERITROCHOS

Las células rojas maduras presentes en ias crias de Demochelys coraceq,
son muy similares a las descrifas previamente por otfros autores, 724 Ademds se
encontraron todos los estadios de maduracién de a linea roja:

7 ! "-v B it aat 4 .
gx\’ ‘5\ (N ,\\_
o ~

SO
il 4 hwu‘ﬁ@

Fotomicrograia con incidn ds Wright. Prosr©iiobiasio al

centro (1)

Foto 2

Los PROERITROBLASIOS (etapa 1)
son célukas redondas o
ameboides, con un nicleo
grande, @ cromatina nuclear
marcadamente aglutinada,
nucleolos grandes muy visibles y
citopiasma basofilico. Foto 2.
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EANODIao BandMio (2), JUro un fromisochio (T). (Wright)

ERITROBLASTO BASOFILO
(etapa 2):célulka redonda,
con cromatina adn
aglutinada, nucleclos mas
pequehos pero aun visibles
y cHoplasma basofilico,
pero mencs que en ia
etapa anterior. Foto 3.
ERITROBLASTO

POLICROMATOFILO TEMPRANO (etapa 3): célula oval, con nicleoc también oval,

presenta cromatina agiutinada, sin nucleclos y citoplasma gris © ligeramente

aciddéfilo. Foto 4.

ERITROBLASTO POLIKCROMATOFILO TARDIO fetapa 4):célula oval, nicieo oval, con
cromatina iregular y citopiasma gris o rosa palido. Foto 4.

tempranc  (3) v

@HNODIIIO PONCTOMOISMO KN (4 ). (WrigH).

Foto 4
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ERfTROBLASTO ORTOCROMATICO
(etapa 5):célula oval, presenta un
citoplasma completamente
eosinofilico, con un nicleo oval,
basofilico y cromatina agiutinacka
imleguiarmente. Es el Uitimo
estadio antes de convertirse en
ERITROCITO MADURO. Foto 5.

Foto 5
EMTOBAOO ONOCTOMANCO (S). Al CerTo dos rombochos (T).
La flecha sefala un Siocho senl. (Wright).
ERITROCITOS  MADUROS:
células ovales con nuclec oval
regular, algunas veces redondo,
localzado centralmente, con
cromating visible y cloplasma
uniformemente eosinofilico.
Obeérvese también una célula

en mitosis. Foto 6.

Foto 6

Enfrocics Macuwos (EM). La flecha senaka una céiula en mitasls (Wright).
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LEUCOCITOS Y TROMBOCITOS

En el presente trabajo Nno se encontraron todos los tipos celulares descritos
para reptiles, dentro de los granulocitos, estuvieron presentes EOSINOFILOS y
BASOFILOS, y de los mononucleares los LINFOCITOS, MONOCITOS y AZURCOFILOS,
ademds, células hemostdticas, los TROMBOCITOS, éstos uUtimos fueron
considerados como leucocitos, para el conteo porcentual.

Los EOSINOFILOS observados son céluias muy grandes generaimente
esféricos, con nicleo lobulado sin poder precisar el niumero de lobulaciones
debido a que la densidad de los granulos nNo o pemitid. Los granulos
infracitopikasmicos presentan diferentes formas, que van desde kas esféricas a las
cilindricas, estos so tinen desde
rosa pdlido hasta un rosa muy
inftenso y el nicleo se fihe de
azul pdlido hasta un morado
obscuro. Foto 7.




DESCRFCION MONFOMETRICA DE LAS CELULAS SANGLEINEAS EN CHRIAS RECIEN NACIDAS DE LA TORTUGA

DURANTE LA TEMPORADA DE ANIDACION 1992 -T1993 EN EL PLAYON DE MEGQUALLO, MICHOACAN, MBOCO.

Los granuiocitos
BASOFILOS son pequenos
generaimente esféricos con el
nicleo situado en la periferia,
poco visible por la presencia
de los granulos sobre él. Los
granulos se tiren de violeta
muy intenso. Foto 8.

Los LINFOCITOS son células generaimente redondas, nucleo redondo,
central o ligeramente excéntrico, con citopliasma que tife de azul pdlido,
varando su tonalidad de acuerdo a la cantidad de citoplasma, si es poco, el
color es mdas intenso. Foto 9.

Unfockos (L). Trombocios (T). Leucockho
on efapa de dilerenciacidn (LED). Wright.
Foto @




DESCRIFCION MORFOMETIBCA DE LAS CELIRAS SANGIINEAS EN CIRIAS RECIEN NACIDAS DE LA TORTUGA O
DURANTE LA TEMPORADA DE ANIDACION 1992 -1993 EN EL FLAYON DE MEXIQUILLO, MICHOACAN, MBICO.

Los linfocitos
pueden llegar o]
confundirse con los
TROMBOCITOS que
también son células
redondas, con nicleo
grande y redondo., Y
citoplasma  basofilico;

Trombochtos agrupadas (T). Escsindfilo (€). (wright). para diferenciaros se
requiere experiencia, lograda por medio de muchas observaciones. Las células
hemostdticas o tfrombocitos cuando no estan activadas son ovales, y cuando son
estimuladas tienden a agregarse, fomando cimulos, en este caso son mas
estéricos, con el Nicleo excéntrico, el citoplasma llega a formar pseudépodos vy

hay cambios en su contomo. Foto 10.

Los MONOCITOS
observados, presentan
poca afinidad a la tincién,
nicleo muy grande de
forma aninronada y
citoplasma gris. Foto 11,

Foto 11 Monocho (M). Trombocho (T). (Wright).
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Los AZUROFILOS son células redondas, similares a los linfocitos, su
cltoplasma tine con varacién tintoria del czul al violeta, también llamado
metacromasia. Foto 12.

Foto 12
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RECUENTO PORCENTUAL

e ERITROCITOS
Después de realizar el conteo de ias células para obtener el

porcentaje de eritrobiastos y eritrocitos presentes en cada frotis para ambos
grupos, observamos que en kas crias incubadas en caja se presenta mayor
namero de células inmaduras en comparacion con lo Que se obtuvo en
ias cricas incubadas en el vivero. De una N de 74 frotis para las crias de caja
y 69 para ias crias de vivero se observaron ersitroblastos de la etapa 1 solo
on 56 y en 12 frotis respectivamente, de ka etapa 2 en 31 y en 12 frotis, de
Ia etapa 3 en 46 y en 22 frotis, de ia etapa 4 en 26 y en 24 frotis, en ia
etapa 5 en 20 y en 15 frotis. Con respecto a los eritrocitos maduwos su
presencia fue mayor en ias crias incubacdias bajo las condiciones del vivero,
donde encontramos un promedio de 98.55% de estos, contra un promedio
de 94.98% presente en las crias incubadas en cajas.

Posteriormente mediante andilisis de varnarza se compard el
recuento porcentual para los diferentes estadios de maduacion de ias
céluias rojas y se obtuvieron diferencias altamente significativas (p< 0.01)
on las etapas 1,2,3 y EM (eritrocitos maduros), mienfras Que en las etapas 4
vy S no 3e obeervan diferencias significativas.




DESCRIFCION MOSFOMETIICA DE LAS CELULAS SANGUINEAS EN CIAS RECIEN NACIDAS DE LA TORTUGA

DAUMMANTE LA TEMIFORADA DE ANIDACION 1992 -1993 EN L. MAYON DE MBDOGLLLO, MICHOACAN, MBOCO.

la tabla 1 muestra los pardmetros estadisticos en el recuento
porcentual de los eritrocitos de ambos tratamientos.

Recusnio p nucl de v sus de maduraciin. (caja/vivero)
TABLA 1

Estoxctio N Media % Mdxima % Minlma % Dasv.Est. (=3
Contar
Etapo 1 74/69 1.85/0.20 11.0/2.0 .0/0.0 1.86/0.38 0.0001**
Etapo 2 74/69 0.67/0.18 4.0/2.0 0.0/0.0 0.84/0.28 0.0002**
Etopa 3 74/69 1.55/0.37 8.0/2.0 0.0/0.0 1.51/0.39 6.0001 hid
Etapa 4 74/69 0.51/0.39 3.0/2.0 0.0/0.0 0.64/0.33 0.2980
Etopa § 74/69 0.40/0.27 4.0/3.0 0.0/0.0 0.76/0.59 0.2637

E. M. 74/69 94.98/98.55 100/100 86.0/96.0 ERT-ZRE) 0.0001**

* p < 0.05 significativo

e LEUCOCITOS Y TROMBOCITOS
Al reqlizar e recuento porcentual de kas células blancas obtuvimos
los siguientes resultados: los eocsindfiios fueron encontrados presentes en
todos los frotis que 30 revisaron de ambos gGrupos, cbeervamos menor
porcentaje de eosindfiios en las crias incubadas en cajas, un promedio de

** p < 0.01 attamente significattivo.

.
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31.80%. en comparacidn con un promedio de 37.86% obfenido en ias
crias incubadas en el vivero. Los basdfilos no se observaron en todas ias
extensiones analizadas, en el grupo de las crias de cajas Unicamente en
22 de 72 frotis. mientas que en las crias del vivero en 50 de 65 frotis fueron
obeervados. En los frotis obtenidos de kis crids de caja se obeervan
linfocitos en 70 de los 72 revisados, en todos los frotis revisados del grupo
de crias incubadas en el vivero se observéd este tipo celular. Los monocitos

fueron Muy escasos en ambos grupos, en los frotis de caja no se

observaron y en los del vivero sélo en dos de los 65 revisados se

encontraron, del mismo modo los azurdtilos no se observaron en frotis de las
crias de caja y Unicamente en ocho de 65 extensiones revisadas del grupo
de ias crias incubadas en el vivero. Los trombocitos se observaron en todos
ios frotis revisadios de los dos grupos estudiados.

El andlisis estadistico de la relacion porcentual de los Leucocitos dio
ios sigulentes resultados:

Se obeervaron diferencias significativas
diferencias altamente significativas para los basdfilos, azurdfilos y
trombocitos, Nno se observan diferencias en eosindfilos y monocitos.

En la tabla 2 se muestran los pardmetfros estadisticos para el

para los linfocitos,

recuento porcentual de kos leucocitos y trombocitos de ambas condiciones
de incubacion.
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DURANTE LA TEMPORADA DE AMIDACION 1992 -1993 N B MAYON DE MEODUILLO, MICHOACAN, MBICO.

L, ™o P il ce le Nos vy Nos. (caj )
TABLA 2
Tipo N Maecha % Maxima % Minima % Deev.Est. [
Celular

eosindbMos 72/65 31.80/37.86 64.0/82.0 8.0/5.0 11.37/23.30 o.0os18*

basdMas 72/68 0.52/4.32 4.0/26.0 0.0/0.0 0.97/4.97 0.0001 **

Wnfochos 72/65 6.55/8.29 15.07200 0.0/2.0 3.43%/4.54 0.0129%*
monochos 72/65 0.0/0.32 0.0/13.0 0.0/0.0 0.0/1.88 0.1470

arudmios 72/68 0.0 /0.24 0.0/4.0 0.0/0.0 0.0/0.75 0.0061**
frombocihos 22/68 61.34/48.84 83.0/900 26.0/6.0 12.26/25.47 0.0003**
* p< 0.08 sighificativo ** p< 0.0 atamente significativo.

MORFOMETRIA

e ERITROCITOS
En general ias céluias rojas de las crias de caja son de menor
tamafio que en las crias de vivero, en todas ias mediciones realizadas a las
céiuias y sus nucleos.
El andlisis de vararza para ias caracteristicas morfométricas de
cada una de ias etapas de maduracién dio el siguiente resultado: Se
obeervan diferencias atamente significativas para ias medidas de los




DERCIIFCION MORFOMETIICA OF LAS CELIAAR SANGAINEAS EN CIIAS RECIEN NACIDAS DE LA TOMTUGA

DUBAMNTE \A TEMPORMMDA DE ANIDACION 1992 -1993 EN 8. ALAYOM DE MDOGARLO, MICHOACAN, MIBICO.

didmetros celulares y NuCiecres para 1odos ios estadios a excepcion de ia
etapa 5 que No presenta diferencia signiticativa en ios didmetros nucieares
mayor y menor. En ias tablas 3, 4, 5 y 6, 8 ocbeervan ios par@metros

estadisticos para cada caracterstica morfométrica de los eritrobiastos y
afitrocitos madiunos.

Ceolkiar Mayor (DCM] para enirocios. (caja/vivero)
TAMA 3

Esvadio N Media s MG MINIMa Dasv.Cot. [+
Cohsor
Eapa 1 3227233 13241497 17.68721.56 994N0.52 1.5972.04 0.0001**
Eapo 2 sie21 14.67/16.60 22.00127.38 9.46/11.67 1747214 L 0.000)**
eapa 3 3227240 16.96/19.98 29.45720.93 10.5213.18 3.00/3.36 \ 0.0001
tapa 4 3247254 18.88/24.54 26.30/31.506 14.0413.35 2.66/3.03 \ 0.0001**
Eapa s 356308 21.58022.99 ‘ 28.93/31.03 11.67/13.18 2.4472.81 0.0001%*

E.M. 3227240 16.96/19.98 ‘ 29.45/28.93 ‘ 10.52/13.15 3.00V3.36 0.0001%

* p< 0.08 significativo,

" o< 0.01 atamente signiicantvo.
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Didmeto Celsar menos (DC M) para erdroc i [¢

TABIA 4

Estadio N MO i AT Minimer 1 Dwav Est. P
Ceohiar
Eapa t 322723 12.19/13.19 16.30/19.98 7.89/5.40 1.48/1.84 0.000) *=
Bapa 2 S22 12.18/12.63 15.78/1683 1.05/7.89 1.58/1.78 a.0012e
Erapa 3 322/240 12.6113.27 21.56/22.09 7.36/0.41 1.8772.18 0.000] **
Eapo 4 247254 12.76/13.53 16.83/18.93 894789 1.452.14 0.0007**
Bapa 8 I54/308 15.2a/14.12 20.51/21.04 7.89/8.41 1.75/2.13 0.0001*%

E M. 3227240 12.61/13.77 21.56/22.09 7.368.4) 1.87/2.18 0.0001**

v

* p< 0.05 significativo. ** p< 0.01 atamente significativo,




DESCRIFCION MOSFOMETRICA DE LAS CELULAS SANGASNEAS €N CRIAS RECIEN NACIDAS DF LA TORTUGA

DURANTE LA TEMIFORADA DE ANIDACION 1992 -1993 EN EL MAYON DE

Did Nt yor (DNM) Porc e £ /n )
TABLA &

Estexctio N Media MM MInima . Dmsv.Est. [-]
Ceahsaw
Expoa 3227233 10.74/11.86 15.78/20.51 6.68/7.89 1.45/1.84 0.0001 **
Eapa 2 32 9.78/11.62 15.78/15.78 83160 1.211.87 0.0001**
Ecpa 3 322/240 10.29/10.90 15.78/16.83 6.31/6.3} 1.3&/1.79 0.0001**
Eapa 4 3247254 10./11.08 13.67/28.93 6.83/826 1.28/2.19 0.0001**
Eopa § 356/308 9.46/9.31 15.25/15.78 5.2¢/5.26 1.60/2.16 0.6153

E. M. 322/240 10.29/10.90 15.78/16.83 6.31/6.31 1.36/1.79 0.0001 **

L — —
* p< 0.085 sighificativo. ** p< 0.01 ctamente significativo.
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OURANTE LA TEMPORADA DE ANIDACION 1992 -1993 BN BL MAYON DE MEXIQUEILLO, MICHOACAN, MEICO.

Didmeto Nuciear menar (DNm) pora enfiroci {ca¥ )
TABLA 6

Estactio N Mexclia j Mddma MINIMa ja Dwev.Est. (-3
Cetbar
Erapa 1 3227233 9.30/10.28 13671472 5.26/5.78 1.42/1.59 0.0001**
Bapa 2 a1 8.08/8.67 1.572/12.62 5.78/5.26 1.101.20 0.0001**
Eopa 3 3227240 7.73/8.24 14.2013.18 5.26/4.20 1.331.28 0.0001 *=
eapa 4 3247254 7.25/7.59 10.52/12.09 5.26/5.26 1.03/1.13 0.0001**
Efapo 5 356/308 6.47/6.40 11.872/13.18 4.20/3.68 o914 0.9142

EMm. 3227240 7.73/8.24 14.20/13.16 5.26/4.20 1.33/1.28 0.0001**

* p< 0.05 signtficatvo. ** p< 0.01 altamente significativo.

o LEUCOCITOS Y TROMBOCITOS
De acuerdo a la medidas morfométricas obtenidas. los leucocitos

observados en las extensiones de el grupo de las crias de caja son en su
mayoria de mayor tamano que los leucocitos de ias crias de vivero.

Los resultados del andlisis estadistico de ia comparacion de ia
morfometiia de las células blancas y frombocitos de las crios de ambas
técnicas de incubaciéon mostrd o sigulente:

Para las medidas del! didmefro celular mayor se obeervan
diferencias altamente significativas en basdfios y trombocitos, para ias
medidas del! didmetro celular menor , diferencias significativas para

47



DECERCION MONFOMETIEBCA DE LAS CELLRAS SANGUINEAS EN CIIAS RECIEN NACIDAS DE LA
A DE 1992 -1993 BN EL MAYON DE MBDOOUILLO, MCHOACAN, MBICO.

basdfiios y attamente significativas para trombociios, sin embargo para
eosindfilos y linfocitos No se obeervan diferencias significativas para ninguna

caracteristica morfométrica.
En las tabias 7 y 8 se obeservan los pardmeftros estadisticos para los datos

morfométricos de leucocitos y trombocitos en ambas técnicas analizadas.

Didmeiro Celular Mayor (DCM) para & Hos y frombociios. )
TABLA 7
Tipo Cetutar N Mectcl 1 Mddna MG Desv.Est. e
ecuncmas 385345 15.90/16.00 25.24/21.04 0.419.99 2.67/3.10 0.6489
Dascics oz 12.83/10.98 14.72/13.18 10.52/9.41 1.87/1.40 0.0040°*
¥rtochos 388/345 12161212 21.0424.72 7.89/7.36 2.32/2.85 0.8509
Frombochkcs 36067345 10.53%.60 186.26/15.78 631526 1.43/1.04 0.0001**

* p< 0.05 significativo.
** p< 0.01 ataments significativo,




DESCRIPFCION MORFOMETRICA DE LAS CELULAS SANGUINEAS EN CRIAS RECIEN NACIDAS DE LA TORTUGA D

DURANTE LA TEMPORADA DE ANIDACION 1992 -1993 EN EL LAYON DE MDOQUILLO, MICHOACAN, MBOCO.

Didimetro Celular menor (DCm) poara leucociios y frombocitos. (caja/vivero)

TABLA 8
Tipo Cekular N Media Mcdma o Minima Desv.Est. P
ecsindMos 365/345 14.53/14.25 21.04/246.30 7.89/4.20 2.23/2.58 0.a211
basdMios wonz? 11.51.90 14.20/12.09 8.94/6.31 1.97/1.47 0.0229*
nfociios 365/345 11311131 19.46/18.41 6.83/6.31 1.95/2.17 097235
frombocios 366/345 8.41/7.56 12,62/13.18 4.20/4.20 1.69/1.65 0.0001 **
* p< Q.05 significativo

**p«< 0.01 altamente significativo.

CELULAS MITOTICAS

Durante kas observaciones hechas al microscopio para obtener lbs resultados

dﬁtedoros. e apreciaron formas mitdticas en sangre circulante (fofo 13 y 14). lo que nos
~ 5y @ T e

(o

Céiula en MIcoss (CM). Efifrabiasio (2) ( wright). Céiuia en Micsls (CM). ( Wrigh).
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llevd a realizar como investigacion complementaria, cortes de bazo e higado, ademds
de cornes longitudinales y transversales de fémur y himero en crias recién eclosionadas
de la especie estudiada, con @l fin de identificar algunos de los sitios de formacién de
células sanguineas reporiados en crias de esta especie, la obeervacion dio ka siguiente
informacién:

Tanto en bazo como en higado no se encontraron formas inmaduwas de células
sanguineas de la linea eritrocitica, sin embargo, se observaron formas indiferenciadas de
ia sere granulocitica.

En fémur y himero se obeerva una envoltura periosteal, regiones vascularizadas en
la epifisis, asi como enfrada de vasos en la parte central de ia didfisis, con frabéculas de
osificacién y presencia de gran cantidad de células de la serie granulocitica, ademds
presencia de erifrocitos maduros dentro de los vasos sanguinecs, no e obeervaron
erifrocitos en elapas de diferenciacion.
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DISCUSION

Este estudio demostrd que ias células de la sangre de las crias de la tortuga Laud
tienen la morologia que caracteriza a ia de los reptiles en general 17233738042 gin
embargo, en el estudio cuantitativo de kas diferentes etapas de maduracidén de los
efifrocitos, en ias crias emergidas de las cajas de poliestireno se ocbeernvd. la presencia de
erifroblastos en Mayor NUMero en comparacién con las crias de vivero. Como dato
Importante en ninguno de l0s grupes obeervamos la presencia de hemopardsitos que en
ocasiones, 8 les ha considerado causa de incremento en el NiUmero de eritroblastos &%,
Lo anterior suglere que ias crias de caja tienen condiciones fisliolégicas diferentes a ias de
ias crias de vivero que provoquen aumento en la eritropoyesis. Esta diferencia, puede ser
provocada por las distintas condiciones que se presentaron durante la incubacion de ias
crias'?, S| comparamos ias técnicas de incubacion utilizadas, encontramos diferencias en
varios factores:

¢ Profundidad: en ios nidos incubados en el vivero, los huevos se colocan a una

profundiciad mdéaxima aproximada a los 80 cm y una profundidad minima de 40
cm, a diferencia de la profundidad minima a o que e encontraban los
huevos en las cajas de aproxdmadamente 10 cm. Esta diferencia en la
profundidad induce que las crias de vivero eclosionan uno o dos dias antes de
flegar a la superficie, y seguramente en este tlempo compietan su maduraciéon,
mientras, que es muy probable que lkas crias de caja lleguen a la superficie el
mismo dia que eclosionaron, siendo tal vez, este tiempo critico para a
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maduracion completa de los eritrocitos. Fig. 6.

58d PERIODO DE INCUBACION 82d

Fig. 6

e Periodo de incubacién: Los nidos de vivero y los nidos naturales tienen
condiciones similares, ya que Bamagdn y cols * reportaron para ia temporada
1992 - 1993, misma en la que e realizdé ka presente investigacién, que el
promedio del periodo de incubacién, para ia técnica de vivero fue de 58 dias
Yy para los nidos naturales de 57 dias, mientras que para la técnica de caja fue
de 82 dias, lo que indica en este UItimo caso un retraso en el desarmollo. Fig. 6.

¢ Temperatura: En el trabajo de Bamagdn y cols. se tomaron temperaturas en tres
horarios establecidos (06:00, 14:00 y 22:00 hs) para ika arena de cajas y para la
aena de la playa (colocando sensores), @ promedio de la temperatura de la
arena en cajas fue de 25.5+5.2,25.6+6 y 27.6x5.0°C a diferencia de las
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temperaturas de ka arena, donde el sensor 1 colocado cerca del mar tuvo los
siguientes promedios 32.0x1, 30.9x0 y 32.4+1°C y el sensor 2 colocado lejos
del mar dio los siguientes promedios 32.8+1.4, 31.3+0.2y 32.7*1.4.

Todos estos resultados indican que los nidos de vivero y los haturales tienen mucha
similitud en los promedios de temperatura y condiciones de profundidad que da como
resultado un periodo de incubacién casl igual. Las crias de caja se desamolkaron a
tempercatura menor, que tiene influencia directa sobre el periodo de incubacidn, las
temperaturas bajas alargan el periodo de incubacién y por lo tanto el desarrolio del
embrién es mas lento. Otra diferencia de las técnicas de incubacién es que los nidos de
vivero se encuentran en ia piaya y tienen influencia de ia infrusién saling, 13142349 Al subir
a marea sube el nivel del agua, produciendo a su vez flujo de aire, asi que de manera
constante hay intercambio gasecso (Fig. 7). En las cajas el intercambio gasecso es
minimo, por lo tanfo la concentracikSn parcial de oxigeno es diferente para los dos grupos
de crias, ésta puede ser ofra condicién importante para la presencia de mayor nuimero
de células inmaduras. Esto es apoyado por el trabajo de Meints v cols ® que
demostraron que el incremento en la hematopoyesis es inducida por una varedad de
estimulos, todos ellos mediados probablemente por ka reduccion en el aporte de oxigeno
requericios por @l organismo.

El nUmero de eritrocitos maduros es mayor en ka sangre de las crias emergidas del
vivero que en las crias incubadas en cajas, con esto podemos sugerir que las células rojas
si logran terminar su maduraciédn en las crias que eclosionan del vivero, las cuales son muy

similares a las crias que nacen de los nidos naturales.
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intrusion

Satina

Fig. 7

En las crias de caja la deficiencia de oxigeno o hipoxia, pudo provocar la
presencia de mayor nimero de formas mitdticas, eritroblastos y eritrocitos de menor
tamano, o que implica menor cantidad de hemoglobina celular, es decir, células menos
eficientes para la captacién de oxigeno; no se conocen ios hdbitos de buceo de las crias
PoF o Que NO 38 puede conocer ka influencia en su capacidad de buceo debida a tal
deficiencia.

or ofra parte aunque Ia morfologia de 10s leucocitos tampoco varia de o descrito
anterioMmente para reptiles, en la 1SmMmula leucocitaria si existieron diferencias entre los dos
grupos de crias; las crias de vivero muestran cinco de los tipos celulares descritos en
mayor porcentaje que ias crias de caja, solo para trombocitos fue menor. En las crias de
caja se obeerva una disminucion en el porcentaje de basdfilos, eosindfilos y linfocitos y
hay ausencia de dos tipos de células blancas, los monocitos y los azwotilos, que también

Discunicn
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puede ser ocasionada por kas condiciones de incubacién diferentes a lkas que se
presentan en los nidos del vivero y en los naturales.

La morfometria de los leucocitos presentd, en el grupo de los basdtios v de los
tfrombocitos mayor tamano en las células de crias de caja, en eosindfilos y linfocitos No se
observan diferencias significativas.

El proceso de maduracidén nomal de 0s leucocitos en reptiles muestra disminucion
progresiva del tamano celular y de la basofilia cilopidsmica, ademds condensaciéon de ia
cromatina, este proceso se da de manera nomal infravasculamente ©49, entonces
podemos decir que células mas grandes en circulaciédn indican menor grado de madurez

Los ftrombocitos y basdfiios presentan tanto diferencias porcentuales como
morfométricas en las dos condiciones estudiadas, se sabe que estos dos tipo celulares
tienen relacién con procesos hemostaticos, los cuales quiza se vean destavorecidos en las
crias de caja como los sugieren estos resultados.

De acuerdo a lo obeervado en los diferentes cortes de hueso, higado y bazo, el
desamolio condrodésec obeervado en los corfes de hueso corresponde a lo descrito por
Rhodin ®9, pero esto no indica que en médula ésea se lleve a cabo ia formacidon de
leucocitos como fue obeservado por nosofros; del mismo modo la ausencia de células de
la linea roja en los cortes de bazo e higado nos hacen inferir que sean ofros ios sitios de
eritropoyesis, nuesiros resultados sugieren que uno de estos sitics es el tomente sanguineo.
Comprobamos esto por ka obeervacion de formas mitdticas presentes en sangre
circuiante.
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CONCLUSIONES

Las céluias sanguineas de las crias de tortuga Laud, tienen ka morfologia que
caracteriza a las céluias sanguineas de los reptiles en general.

La moffologia de las céluias sanguineas no presenta diferencia entre las crias
provenientes de vivero y las de caja.

Las crias incubadas en cajas de poliestireno, pnsohtan mayor nimero de eritroblastos,
suginénciose aumento en ia eritropovesis provocado por condiciones hipdxdcas
durante la incubacién.

Las céluias rojas maduras de las crias emergkias del vivero son de mayor famano que
ias células rojas de las crias de cajas.

El niUmero de erifrocitos maduros es mayor en sangre de las crias emergidas del vivero
que en ias crias Incubadas en cajas.

Se suglere que las crias de cajas presentan un grado menor de desarolio.

Para poder establecer los pardmetros hematoldgicos de esta especie es necesario




DE LAS CELULAS SANGLUINEAS EN CIIAS IECIEN NACIDAS DE LA
DURANTE LA TEMPOSMDA DE ANIDACION 1992 -1993 EN SL LAYON DE MEGGUILS, MICHOACAN, MIBOCO.

incrementar ios muestrecs y los andlisis sanguineos para estos organismos.

* Se sugiere montar un experimento para continuar esta investigacién en el que s
incluya un grupo control con crics eclosionadas en condiciones naturales.

= Es importante conocer los hdbitos de buceo de ias cras para saber de qué forma

influyen las condiciones sanguineas en este aspecto.
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