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1. Introduccion

El ajolote de Xochimilco (Ambystoma mexicanum) ha sido sujeto de multiples
investigaciones principalmente basadas en su mecanismo regenerativo y diversas
areas como induccion de metamorfosis con hormona tiroidea, criopreservacion de
semen, fecundacion in vitro y anestesiologia, entre otras; sin embargo, los estudios
hematoldgicos son escasos, algunos estan incompletos, y otros fueron realizados con
ejemplares enfermos o con especies no emparentadas (Lavalle y Cauti, 2021,
Stachura & Traver, 2014).

El conocimiento de los sistemas de tipo de sangre en animales es de suma
importancia principalmente para la medicina de transfusion de sangre, estudios
filogenéticos y compatibilidades reproductivas; los grupos sanguineos se determinan
principalmente seguin a los antigenos especificos de especie presentes en la
superficie de los eritrocitos (Silvestre & Pastor, 2021; Sreeremya, 2019).

La prevalencia de grupos sanguineos varia en consecuencia del origen filogenético y
tamafio de poblacién, por otra parte, un bajo flujo de genes y el uso de practicas de
mejoramiento no aleatorias, pueden influir en el nivel de consanguinidad (Gavazza,
et al, 2021; Vinocur et al. 2003). La homocigosidad extrema en poblaciones con bajos
niveles de variabilidad genética puede provocar reducciones en la flexibilidad del
sistema inmune, por lo tanto, vulnerabilidad a enfermedades y patégenos (Sanjayan
& Crooks, 1996).

2. Justificacion

Existen estudios hematoldgicos sobre Ambystoma mexicanum, sin embargo, adn no
se ha estudiado desde el punto de vista de una compatibilidad sanguinea que nos
sugiera la existencia de diferentes grupos sanguineos entre especimenes de esta
especie, lo que le confiere relevancia como herramienta de apoyo en diversos
estudios de diversidad genética, poblacional y dentro de las estrategias médicas para
la conservacién del ajolote de Xochimilco.

3. Marco tedrico

3.1 Anfibios

Los anfibios son vertebrados miembros de la clase Amphibia con representantes
presentes en practicamente todos los habitats terrestres y de agua dulce, pero
ausente de las regiones mas frias y secas, y de las islas ocednicas mas remotas
(Stuart et al., 2008). Ellos dependen de habitats terrestres himedos como barrancos,
areas riberefias y depresiones humedas. Algunas especies necesitan agua
estancada, mientras que otras solo requieren entornos humedos ya que no beben
agua, sino que la absorben a través de la piel;, necesitan esta humedad para su
respiracion y regulacion térmica (Stephen et al., 2019; Caskey, Bracher & Chatwin,
2014).



3.2 Tipos de anfibios

Los anfibios se dividen en tres 6rdenes: Gymnophiona (Apoda) anfibios terrestres o
acuaticos parecidos a gusanos, Anura (Salientia) las ranas y sapos sin cola y de
cuatro patas y Urodela (Caudata) las salamandras y los tritones, tienen cola y en su
mayoria cuatro patas, siendo Anura y Caudata mas estrechamente relacionados entre
si (Stuart et al., 2008; Stephen et al., 2019).

3.3 Ajolote de Xochimilco

El ajolote de Xochimilco (Ambystoma mexicanum), pertenece al género de anfibios
Ambystoma, a la familia Ambystomatidae que comprende 32 especies y al orden
Caudata (Tobdn, Castolo & Vasques, 2021; Aguilar & Aguilar, 2019). Entre las 16
especies mexicanas de Ambystoma, la mas estudiada es Ambystoma mexicanum, y
es considerada una especie bandera de la diversidad en la zona centro de México
(Tobon, Castolo & Vasques, 2021).

Los ajolotes de Xochimilco son salamandras neoténicas, que se distinguen por
retener muchos rasgos larvarios a lo largo de su ciclo de vida porque no experimentan
una metamorfosis tipica de juvenil a adulto, lo que los restringe a un estado acuatico
(Stachura & Traver, 2014; Molina, 2010). Al conservar sus caracteristicas larvarias,
mantienen la habilidad regenerativa que les permite regenerar diversos 6rganos en
cualquier etapa de su vida (Tobon, Castolo & Vasques, 2021).

Esta especie es endémica y Unicamente se distribuye en el centro del pais, en el limite
suroeste de la Ciudad de México en canales y humedales de Xochimilco. Se cree que
esta especie tenia una amplia distribucion en el Valle de México, en los lagos de
Texcoco y Zumpango (SEMARNAT, 2018; Samano et al., 2021).

3.4 Funcion bioldgica e importancia

Existen varias razones de importancia para la conservacion de esta especie, entre las
gue destacan las médicas, ya que gracias a la regeneracidbn que presenta, esta
especie se ha considerado como un modelo de estudio para la terapia de tejidos y la
medicina regenerativa, llamando la atencion de los investigadores sobre los
diversos factores que la hacen posible; y por otro lado las biolégicas, ya que al
alimentarse de insectos, regulan la poblacion de estos, fungiendo como controladores
de plagas, con beneficios tanto para su ecosistema como para el ser humano.
También forman una parte importante para el flujo y dinamica energética en su
ecosistema. Por lo antes mencionado se ha aumentado la reproduccién de ajolotes
aprovechando que es una especie de facil mantenimiento en laboratorios (Tobon,
Castolo & Vasques, 2021; Molina, 2010; West, 2018).

3.5 Caracteristicas hematologicas

Las células sanguineas de los anfibios poseen una marcada variabilidad morfologica
en comparacion con los mamiferos en general. Los eritrocitos de los anfibios son las
células mas numerosas en sangre, presentan morfologia ovalada, son nucleados y



de mayor tamafo que otros animales vertebrados (Olascoaga et al., 2021; Gastelum,
2018; Thrall et al., 2012).

A diferencia de otros animales, el Ambystoma mexicanum presenta, en el higado y
bazo la hematopoyesis, en contraste con la médula ésea, timo y rifiones, que no
presentan capacidad de generar unidades formadoras de colonias (Stachura &
Traver, 2014).

En el ajolote de Xochimilco se describen los siguientes valores hematoldgicos
promedio: Hematocrito de 39 %, concentracion de hemoglobina de 9.4 g/dL, un
conteo de eritrocitos de 0.08 x 102 /L, volumen globular medio (VGM) de 6036.62 fl,
hemoglobina globular media (HGM) de 1647.36 pg/cel y concentracion de
hemoglobina globular media (CHGM) de 2.63 g/L (Gastelum, 2018).

Los eritrocitos maduros en esta especie miden en promedio 31.87 um de largo,
presentan hemoglobinizacién completa, membrana citoplasmatica marcada y nucleo
de redondo a ovoide. En cambio, los eritrocitos inmaduros (policromatoéfilos) son
células redondeadas, ligeramente ovoides que miden en promedio 24.38 um de largo,
presentan hemoglobinizacion incompleta; la membrana citoplasmatica es poco
menos notoria que en el eritrocito maduro y su nucleo es redondo. En cuanto a los
leucocitos, como en otros vertebrados pueden dividirse por su morfologia nuclear, en
polimofornucleares y mononucleares. Dentro de los polimorfonucleares, se
encuentran los neutréfilos (media de 0.44 + 1.04 x10%L) que son células redondas,
que miden en promedio 28.39 um de largo. De la misma manera, los eosinodfilos
(media de 0.35 + 0.40 x10°L) son células redondas, que miden en promedio 31.97
um de largo y presentan granulaciones eosinofilicas grandes que ocupan todo el
citoplasma. Y los basdéfilos (0.02 + 0.04 x 109/L) que son células redondas que miden
en promedio 34.89 ym de largo y presentan granulaciones biofilicas pequefas que
ocupan todo el citoplasma. Por otro lado, dentro de los mononucleares, los
melanomacré6fagos (media de 0.01 + 0.02 x10%L) son células similares a monocitos que
presentan granulaciones negruzcas en su citoplasma (melanina) y miden en promedio
32.53 uym de largo. Mientras que los linfocitos (media de 0.22 + 0.37 x10°/L), son
células redondas mononucleares que miden en promedio 27 um de largo y su nucleo
ocupa casi la totalidad del citoplasma, presentan heterocromatina, algunos pueden
presentar escasas granulaciones que varian de color en el citoplasma. En cuanto a
los monocitos (media de 0.14 + 0.27 x10° /L), éstos son células mononucleares grandes
que van de redondas a ligeramente pleomorficas, miden 33.81 um de largo en
promedio, con citoplasma que va de azul claro a grisaceo y puede presentar
vacuolizaciones, su ndcleo va de redondeado a arrifionado con eucromatina. Por
ultimo, los trombocitos, que son células elipticas con un nucleo oval y centrado, miden
en promedio 31.07 ym (Olascoaga et al., 2021; Gastelum, 2018; Martinez et al.,
2011).

3.6 Estado de conservaciéon

Actualmente la especie esta categorizada en peligro de extincion por la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-ECOL-2010, en peligro critico estado por la Unidn Internacional
para la Conservacion de la naturaleza y en el apéndice Il de la Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna (CITES por sus
siglas en inglés) y aunque en condiciones de cautiverio no es un problema
reproducirlos, en vida libre las poblaciones son tan reducidas que existen
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estimaciones que no exceden unas cuantas decenas de individuos (Aguilar & Aguilar,
2019; Castéan et al., 2020; Olascoaga et al., 2021).

3.7 Problemaética en su conservacion

La poblacion de estos animales se ve disminuida por factores como la desecaciéon de
su habitat por crecimiento urbano, la captura clandestina, contaminacion con aguas
residuales, la invasion de especies exoticas, tales como carpas (Cyprinus carpio y
Ctenopharyngodon idella), tilapias (Oreochromis spp y Tilapia sp) y lirio acuatico
(Eichhornia crassipes), asi como la contaminacion por agricultura, ganaderia y
urbanizacién, y en general la pérdida y fragmentaciéon del habitat son sus principales
amenazas (Molina, 2010; SEMARNAT, 2018; Bojérquez et al., 2017; Contreras et al.,
2014; Carrion et al., 2012).

Una estrategia para su conservacion es el mantenimiento de poblaciones en
cautiverio que permitan desarrollar adecuadamente un programa de reproduccion,
investigacion y educacién, pero estos especimenes usualmente tienen una reducida
variabilidad genética, lo que puede conducir a que presenten enfermedades, por este
motivo se han planteado estrategias para la conservacion de esta especie dentro de
su habitat natural o su reubicacion en santuarios en Xochimilco. Asi mismo, el manejo
clinico de la especie aun enfrenta diversos problemas tales como la falta de
informacion y de herramientas suficientes para poder establecer mejor el diagndstico
de sus problemas de salud (Tobon, Castolo & Vasques, 2021; Olascoaga, 2021).

3.8 Grupos sanguineos

Los grupos sanguineos se determinan por componentes antigénicos (glicoproteinas
y glicolipidos), polimorficos y genéticamente influenciados de la membrana de los
eritrocitos. Los sistemas de grupos sanguineos en general son independientes entre
si y su herencia se ajusta a la dominancia mendeliana. Para los grupos sanguineos
polimorficos, un animal normalmente hereda 1 alelo de cada padre y, por lo tanto,
expresa no mas de 2 antigenos de grupo sanguineo de un sistema. En animales de
compaiiia los productos alelomorficos de un locus genético especifico se clasifican
como un sistema de grupos sanguineos (Ahmad et al., 2017; Leguizamon, 2022).

Los marcadores genéticos, como los grupos sanguineos, los sistemas de proteinas y
los polimorfismos de ADN, se utilizan como herramientas para estudiar la diversidad
genética. (Vinocur et al. 2003). Para poblaciones cuyo estado genético se desconoce,
el polimorfismo de proteinas sanguineas se puede usar para verificar el grado de
relacion genética (Mwacharo et al, 2005).

Algunos estudios de inmunogenética en anfibios, han encontrado que antigenos
similares a los grupos sanguineos humanos estan presentes en ciertas especies de
anfibios (Cital & Goodnight, 2016).

4. Objetivo General

Determinar la compatibilidad hematica entre diferentes individuos de Ambystoma
mexicanum.



5. Metodologia

5.1 Localizacion y Sujetos de estudio

Laboratorio de Histopatologia veterinaria de la Universidad Autdnoma Metropolitana,
Unidad Xochimilco.

Poblaciéon de Ambystoma mexicanum. Se seleccionaron 20 animales de diferentes
grupos dentro del Centro de Investigaciones Biologicas y Acuicolas de Cuemanco
(CIBAC), con pesos mayores a los 90gr.

5.2 Obtencion de muestras y pruebas de laboratorio

Para la determinacion de los posibles grupos sanguineos se aplicaron las pruebas
cruzadas mayor y menor de compatibilidad. Asi mismo se realiz6 una estandarizacion
de los volumenes reduciendo las cantidades de eritrocitos y plasma a volimenes que
arrojaron resultados positivos como controles, manteniendo siempre una relacion de
2X para suero y 1x para eritrocitos.

Se obtuvo una muestra de sangre de los 20 ejemplares en tubos con gel separador
para posteriormente, recolectar y almacenar 100 pL de suero en tubos de plastico de
200 pL. Se afadieron las muestras de 6 ejemplares debido a que no se obtuvo suero
suficiente de muestra ya tomadas.

Se tomaron 250 pL de sangre de los 20 ejemplares, depositdndola en tubos con
EDTA, de los cuales se obtuvieron los eritrocitos. Se realizé a los eritrocitos (GR) un
proceso de lavado (3 a 4 veces), colocando en un tubo de ensayo, 100 pL de los
glébulos rojos y solucion salina fisiolégica hasta la mitad del tubo de 5 ml,
centrifugando a 3500 rpm por 5 minutos entre cada lavado y posteriormente, los GR
previamente lavados, se resuspendieron colocandolos en un tubo de ensayo en una
dilucion del 5 % con solucién salina fisioldgica.

La prueba cruzada mayor se realiz6é en tubos de ensayo de vidrio de 5 ml colocando
5 pL de suero del donante y 2.5 pL de la dilucion de gldbulos rojos (GR) del receptor;
la prueba cruzada menor se realiz6 en tubos de ensayo colocando 5 pL de suero del
receptor y 2.5 uL de la diluciéon de GR del donante.

Para las pruebas, se realizaron controles de cada cruzamiento colocando en un tubo
de ensayo 5 L de plasma de perro y 2.5 L de la dilucién de GR de cada individuo,
5 uL de suero de cada ajolote y 2.5 pL de dilucién de GR de perro, 5 yL de suero de
cada individuo con 2.5 L de dilucién de GR de conejo, humano y cerdo. También se
realizaron controles negativos entre 16 de los ejemplares de Ambystoma mexicanum
utilizando 5 pL de suero y 2.5 pL de dilucion de GR del mismo animal.

Cada cruzamiento y control se homogenizaron por inversién, posteriormente se
centrifugaron durante 1 minuto (3100-3500 rpm) y se efectuod la lectura de resultados
observando la presencia de aglutinacion utilizando un microscopio Optico y
observando al objetivo de 10x.

Segun el grado de aglutinacion de GR, los resultados se clasificaron en negativo: no
se observo ninguna aglutinacion (-) ni macroscopica ni microscopicamente y positivo



(1 a 3+), siendo 3+: un solo agregado solido de células, 2+: muchos agregados
grandes y pequefios y 1+: muchas aglutinaciones pequefias y un fondo de eritrocitos
libres. Las reacciones negativas en las pruebas cruzadas mayor y menor indicaron
compatibilidad; una reaccion positiva en al menos una de las pruebas determino
incompatibilidad (Gémez et al., 2018).

Para el analisis de los datos, se realiz6 una matriz de 20 x 20 muestras, en la que se
hizo el registro de los resultados de cada cruce entre los 20 especimenes y sus
respectivos controles para posteriormente realizar un porcentaje por animal.

6. Metas alcanzadas

Se lograron realizar 400 cruces entre ejemplares de Ambystoma mexicanum, 55
pruebas menores con eritrocitos de conejo, humano, cerdo y perro, y 20 pruebas
mayores con suero de perro. Asi mismo, se estandarizo la técnica de las pruebas
cruzadas para obtener resultados con volimenes minimos de muestra.

7. Resultados y conclusiones

Se complemento el muestro de los 20 ejemplares con 6 individuos mas para concluir
con un total de 400 cruzamientos debido a la limitante de muestreo ya que se agoto
el suero de animales ya muestreados.

De los cruces realizados entre ejemplares de Ambystoma mexicamun se obtuvieron
resultados negativos (sin aglutinacion), siendo compatibles los 20 ejemplares
seleccionados. Por otro lado, los controles realizados con plasma de perro, arrojaron
resultados positivos de 3+ (100%) de aglutinacién para los 20 individuos del estudio,
indicando la presencia de antigenos de superficie que reaccionan con anticuerpos de
perro. de la misma manera, utilizando eritrocitos de conejo y sueros de 25 ajolotes,
los resultados obtenidos mostraron variabilidad, de 1+ (31.2 %), 2+ (18.7 %) y 3+
(56.2 %) de aglutinacion, evidenciando la presencia de anticuerpos en el suero de
ajolotes que reaccionan a antigenos presentes en la membrana eritrocitaria del
conejo, y utilizando eritrocitos de perro y 13 sueros de ajolote, los resultados fueron
todos sin aglutinacion (cuadro 1).

El grado de compatibilidad sanguinea observado en las pruebas realizadas entre los
ejemplares de este estudio, refleja una posible estrecha relacién entre ellos y, por lo
tanto, una pobre diversidad genética dentro de la poblacion seleccionada. Por otro
lado, el nivel de variacion en el control realizado con eritrocitos de conejo y perro,
nos muestra la capacidad antigénica individual de los ajolotes limitada ya que
incluso utilizado eritrocito de especies poco emparentadas hubo una baja capacidad
de aglutinacion.
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Cuadro 1: Se muestran las reacciones obtenidas en los cruzamientos de glébulos rojos (GR) y suero
de los individuos. Los simbolos “+++, ++ y +” indican los grados 3+, 2+ y 1+ de aglutinacion
(incompatibilidad sanguinea) respectivamente, el simbolo “ - “ indica ausencia de aglutinacion
(compatibilidad sanguinea). Los recuadros en blanco representan los cruzamientos no realizados.

8. Recomendaciones

Realizar méas estudios sobre el tema con ejemplares de Ambystoma mexicanum
menos relacionados y de diversas poblaciones para generar datos mas amplios y
sélidos. De igual manera, es recomendable estudiar la variabilidad en la
compatibilidad obtenida con los controles usando eritrocitos de otros mamiferos y
con mas de un individuo por especie.
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