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RESUMEN

Introduccidn: en ocasiones las concentraciones de contaminantes presentes en los
organismos no son capaces de provocar una respuesta téxica significativa, entonces
resulta necesario contar con métodos mas sensibles que permitan detectar
alteraciones a nivel celular o molecular antes de manifestarse clinicamente el dafio en
el organismo; en este sentido la determinacién de los valores hematolégicos se
convierte en una herramienta importante. Los glébulos blancos cumplen funciones
defensivas en el organismo, su concentracion en sangre depende de varios factores
incluyendo la especie.

Objetivo: realizar la caracterizacion morfolégica de las células blancas y determinar
valores leucocitarios de la especie Osteopilus septentrionalis.

Métodos: a cien larvas de ranas que se encontraban entre los estadios E-21 y E-33
segun clasificacion de Gosner (1960), se les extrajo la sangre por puncién cardiaca y
se realizaron extendidos, tiiéndose por el método May-Grunwald-Giemsa. Se
analizaron los valores de glébulos blancos contandose cien células por larva.
Resultados: se caracterizaron y cuantificaron los leucocitos de la larva de rana O.
septentrionalis. Se identificaron neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos y
basofilos.

Conclusiones: este estudio permitié el conocimiento morfoldgico de las células



blancas, asi como su cuantificacion en la especie de la rana cubana O. septentrionalis.
Aunque estos resultados estan solo circunscritos al area de cria del Centro Nacional de
Toxicologia, tienen la importancia de ser los primeros que se conocen, lo que propicia
una valiosa herramienta para el diagnéstico preciso en estudios ecotoxicolégicos.
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ABSTRACT

Introduction: sometimes the levels of contaminants found in the organisms do not
induce a significant toxic response that is why; more sensitive methods are needed so
as to detect alterations at cellular or molecular levels before such clinical damage is
evidenced in the organism. Hence, the determination of haematological values is an
useful tool. White cells perform defensive functions within the body; their
concentration in blood depends on various factors including the specie.

Objective: to carry out the morphological characterization of white cells and to
determine the leukocyte values of the Osteopilus septentrionalis specie.

Methods: blood extraction was performed by cardiac puncture to 100 larvaes of frogs
in the E-21 and E-33 stages of Gosner classification (1960). Spreadings were made
and the slides were dyed by May-Giemsa procedure. White cells were analyzed and
100 cells were counted by larva.

Results: the leukocytes of the anurous larva O. septentrionalis were analyzed and
quantified. Neutrophils, lymphocytes, monocytes, eusinophilos and basophiles were
identified.

Conclusions: this study revealed the morphological knowledge of white cells, and also
allowed the their quantification in the Cuban frog specie O. septentrionalis. Although
these results are only limited to the breeding area of the National Center of Toxicology
they have the significance of being the first to be known, thus becoming an important
tool for the precise diagnosis in ecotoxicological research.
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INTRODUCCION

De los tres 6rdenes vivientes de anfibios, solo uno, Anura, esta representado en Cuba;
las especies que lo componen son cominmente conocidas como ranas y sapos.! Entre
las familias que habitan en Cuba, Hylidae esta representada solo por la

especie Osteopilus septentrionalis, conocida cominmente como rana platanera. Esta
exclusividad taxonémica le confiere un gran valor ecoldgico, lo que unido a que
desarrolla su ciclo de vida en los ecosistemas acuatico y terrestre, su distribucién por
todo el territorio nacional habitando areas urbanas como rurales, ademas de su alta
sensibilidad a los efectos de los xenobidticos, le conceden su condicion de bioindicador
de la salud ambiental.



Aungue la biologia de las ranas y sapos es conocida, sigue siendo objeto de estudio, ya
que el conocimiento en cada especie de aspectos especificos como los hematolégicos,
son de importancia en la evaluacion del impacto de los xenobiéticos sobre el
ecosistema; lo cual aporta criterio de dafio a partir del comportamiento de los valores
y caracteristicas morfolégicas de la serie blanca, los que no han sido reportados aun en
la especie O. septentrionales.

El objetivo de este trabajo consistio en caracterizar y cuantificar las células blancas en
la especie de rana O. septentrionalis.

METODOS

Se utilizaron 100 larvas de la especie de rana O. septentrionalis comprendidas entre
los estadios de desarrollo 21 y 33, segln la clasificacion de Gosner (1960).2 Las larvas
fueron colectadas en los tanques de cria del Laboratorio de la Vicedireccion de Estudios
Toxicoldgicos y Medioambientales del Centro Nacional de Toxicologia de Cuba
(CENATOX). Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién cardiaca,
utilizando jeringuillas plasticas de 1,0 mL, con la ayuda de un estereoscopio. De esta
forma se obtuvo la gota necesaria para los extendidos.3* Luego de realizada la
extraccion de sangre, las larvas fueron regresadas a su estanque de cria.

Para la identificacion y conteo de la serie blanca se tifieron las laminas por el método
May Griinwald-Giemsa;®>® se clasificaron seguin la morfologia de las células y se
contaron una muestra por animal y 100 leucocitos por laminas. El procesamiento de
los datos estadisticos se realiz6 por el método de Microsoft Office Excel 2003.

RESULTADOS

Se caracterizaron y cuantificaron los leucocitos de la larva de rana Osteopilus
septentrionalis. Se identificaron neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos y
basofilos.

Neutroéfilos: células de tamafio medio predominantemente redondeadas; el citoplasma
es abundante y posee finas granulaciones; ndcleo redondeado y excéntrico, que puede
adoptar forma uniforme o bilobulada (Fig. 1).



Fig. 1. Meutrofilo (M),

Linfocitos: células de tamafio variable, presentan un nucleo redondeado u oval,
compacto con bordes irregulares, se tifie de azul intenso o violeta; el citoplasma es

escaso (Fig. 2).

Fig. 2. Linfocito (L).

Monocitos: células grandes, ocasionalmente redondeadas o con cierto grado de
polimorfismo. El nlcleo es grande y excéntrico, en forma irregular o ameboide. El
citoplasma puede ser abundante de color violeta claro y algo irregular (Fig. 3).



Fig. 3. Monocito {M].

Eosindfilos: células de granulaciones variables. El ndcleo puede estar parcialmente
oculto por los granulos. Citoplasma de color rosado palido (Fig. 4).

Fig. 4. Eosindfilo (E).

Basofilos: células granuladas con abundante citoplasma, de coloracién azul claro,
nucleo excéntrico con varias granulaciones (Fig. 5).



Fig. 5. Basafilo {B].

En la figura 6 se muestra el niumero de cada una de las células de la serie blanca, los
de mayor valor resultaron los neutroéfilos y los linfocitos.
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Fig. 6. Valores promedio de |a serie blanca en larvas de rana de |la especie
0. septentrionalis.

En la tabla se puede apreciar la similitud en los valores de los leucocitos entre las
especies O. septentrionalis y Rana catesbeiana.

DISCUSION

El estudio de caracterizaciéon de las células blancas en la especie O.
septentrionalis mostré similitudes con las descripciones de células de otros anuros
como el caso de la Rana catesbeiana.®



La caracterizacion de los leucocitos en las larvas de O. septentrionalis, se realiz
basada en una descripcién similar a la de los mamiferos y a la del pez Rhamdia
quelen, segun Zinkl,” las cuales son semejantes.

Muchos autores encuentran dificultad en la diferenciacion morfolégica entre linfocitos,
trombocitos y células inmaduras que hay en la sangre periférica.

Los valores promedio de la serie blanca de la larva O. septentrionalis (tabla), son
semejantes en cuanto al porcentaje informado por Fioranelli® para la Rana catesbeiana.

En las muestras de sangre observadas de O. septentrionalis se identificaron los
monocitos, célula que no fue descrita por Coffin® para las ranas. Por su

parte, Fioranelli® informa el nimero de monocitos en Rana catesbeiana; en los
resultados de este trabajo, los valores de los monocitos y baséfilos de la O.
septentrionalis se encuentran ligeramente por encima de los notificados para la Rana
castebeiana por dicho autor.

En conclusién, este estudio permitié el inicio del conocimiento morfolégico de las
células blancas, asi como su cuantificacién en la especie de la rana cubana O.
septentrionalis. Aunque estos resultados estan solo circunscritos al area de cria del
CENATOX, tienen la importancia de ser los primeros que se conocen, lo que propicia
una valiosa herramienta en el diagnéstico preciso en estudios ecotoxicoldgicos.
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Tabla. Rango de valores de |a serie blanca de las especies O. septentrionalis
y R. catesbeiana

Rana catesbeiana

l Células I O. septentrionalis ‘ Fioranelli,5 2003
| Neutréfilo | 48 a 56 | 40 a 80
[ Linfocito l 31a38 ‘ 16 a 40
[ Monocito | 436 ‘ 2a4
' Basofilo | 4310 [ 2a4
l Eosindfilo | 1a6 ‘ 4a8
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