Informe final del Servicio Social Liudmila de la Pefia Smirnova

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD XOCHIMILCO

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE PRODUCCION AGRICOLA Y ANIMAL
LICENCIATURA EN MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

PROYECTO DE SERVICIO SOCIAL

Determinacion de la cinética hematoldégica de Ambystoma mexicanum durante
procesos inflamatorios e infecciosos

Prestador del servicio social:

Liudmila de la Pefia Smirnova

Matricula: 2173025639

Asesor Interno: Osvaldo Lépez Diaz
Numero econdmico: 36655

Asesor externo: Vania Isabel Gonzalez Luna

Cédula profesional: 08746683

Modalidad: Presencial

Lugar y periodo de realizacion: Laboratorio de Histopatologia Veterinaria de la UAM
Xochimilco y PYMS Axolotario Xochimilco, ubicado en Prol. Josefa Ortiz de Dominguez
124, La Asuncién, Xochimilco, 16040 Ciudad de México, CDMX.

Del 20-07-2022 al 20-01-2023

UAM XOCHIMILCO
1
Licenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia



Informe final del Servicio Social

Contenido
1. Resumen
2. INtrodUCCION.......cccoiiiiiiiiii e Péagina 3-4
3. JUSHIfICACION.........eeeiiiiii e Pagina 4
4. MaArCO tEOFICO. .. .ueeeee ittt Péagina 4-6
5. ODJELIVOS. ...ttt Péagina 6
6. Metodologia usada..............ocuvviieeeiiiiiiiiieeene Péaginas 6-7
7. Actividades realizadas..........cccccceeeeeiiiieiiiiinnnns Pagina 7
8. Metas alcanzadas ...........ccccceeiviiiiiiiiiiiie, P&gina 8
9. Resultados, discusion y conclusiones............ Paginas 8-13
10.Recomendaciones. ...........cooovvieiiiineniinananns Pagina 13
11.Bibliografia........cccccviiieieiiiiiiiiiee e Péaginas 13-17

Licenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia

Liudmila de la Pefia Smirnova

UAM XOCHIMILCO
2



Informe final del Servicio Social Liudmila de la Pefia Smirnova

Resumen:

El axolote (Ambystoma mexicanum) es un anfibio endémico de la zona lacustre de
Xochimilco, en el valle de México. Clasificado como "en peligro de extincion", su situacion
destaca el riesgo general que enfrentan los anfibios por el cambio climatico y la
destruccion de su entorno. A pesar de ser usado como organismo modelo en
investigaciones biomédicas y que su popularidad como mascota ha incrementado,
persiste la falta de informacion sobre las enfermedades que los afectan y los cambios
hematoldgicos que se presentan durante estas. Lo anterior justifica la necesidad de
realizar estudios clinicos que vinculen las alteraciones reportadas en el hemograma con
procesos infecciosos e inflamatorios particulares. Por lo tanto, el objetivo de este
proyecto de servicio social fue “Determinar la cinética hematoldgica en el axolote
(Ambystoma mexicanum) durante procesos inflamatorios e infecciosos por medio del
hemograma”. La seleccion de los ejemplares y la recolecciébn de las muestras
sanguineas se realizo en la PIMVS “Axolotario Xochimilco”, mientras el procesamiento
de las muestras se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Histopatologia
Veterinaria de la UAM Xochimilco. Se obtuvo un total de 20 muestras de sangre de
Ambystoma mexicanum, de los cuales 13 eran machos y 7 hembras, posterior a realizar
el examen fisico de los ejemplares y haber identificado signologia de algin proceso
inflamatorio o infeccioso y sin hacer el uso de anestesia, obteniendo eficientemente las
muestras de sangre para andlisis hematoldgicos completos. Se detallaron los resultados
del hemograma de los individuos y se describieron las lesiones que se reportaron en
cada individuo. Esto con la finalidad de comparar las medias de este estudio con los
estudios realizados por Olascoaga et al., (2021) y Gastelum (2018) en axolotes sanos y
ver si se identificaba alguna asociacion entre las lesiones y las alteraciones
hematoldgicas. Se encontré una prevalente reduccion de branquias, reportada en todos
los individuos del presente estudio y probablemente asociada con altos niveles de
amonio en el agua de alojamiento, sugiriendo procesos de hipoxia y estrés. Los
neutrofilos totales estaban elevados en 17 individuos, posiblemente relacionado con
temperaturas subdptimas o estrés por manejo. Se registrd6 un aumento en los solidos
totales en 19 ejemplares, vinculado tanto a lesiones branquiales, las cuales afectan la
respiracion y el equilibrio osmaético; como a la hiperemia. Por lo tanto, se encontré una
correlacién entre las lesiones observadas en los axolotes y ciertas alteraciones en el
hemograma y podemos concluir que hay cambios hematolégicos relevantes durante
procesos inflamatorios e infecciosos especificos en Ambystoma mexicanum. Sin
embargo, estos cambios pueden estar influenciados por factores como las condiciones
del entorno y la alimentacion, asi como procesos de estrés. Aunque se analizo la relacion
entre alteraciones hematoldgicas y procesos especificos, se destaca la necesidad de
estandarizar las condiciones y complementar con otras pruebas diagnésticas para validar
estas asociaciones.
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Introduccién:

El axolote (Ambystoma mexicanum), es un anfibio caudado de cuerpo robusto con tres
pares de branquias externas. Es microendémico del valle de México, particularmente de
la zona lacustre de Xochimilco, region que solia ser un habitat adecuado para esta
especie, pero que actualmente se encuentra reducido debido al desarrollo urbano
(Anaya-Lavalle & Morales-Cauti, 2021; Gresens, 2004; Griffiths et al., 2004).

En México la NOM-059 - SEMARNAT- 2019, identifica al Ambystoma mexicanum como
una “especie en peligro de extincion (P)”, mientras que la Unién Internacional Para la
Conservacién de la Naturaleza (IUCN) lo ubica dentro de la categoria de “peligro critico
(CR)”, siendo una especie que enfrenta riesgo de extincion extremadamente elevado en
la naturaleza, ya que desde 2006 ocupan un area de aproximadamente 10km? o menos
en la naturaleza (Gonzalez & Zamora, 2014; y Slight et al., 2014).

De manera general, los anfibios se consideran el grupo vertebrado con mayor riesgo de
extincién y un descenso dramatico de su poblacién. Esto se debe en parte al cambio
climatico, la destruccion, contaminacion y transformacion de su habitat (de la Paz et al.,
2020; Contreras et al., 2009). Estas situaciones también han favorecido el declive de la
salud de dichas poblaciones y la incidencia de agentes patdgenos que afectan a estas;
por lo mismo, ademéas de los mencionados anteriormente, los agentes patdégenos se
consideran entre las principales causas de la reduccién en las poblaciones de estos
anfibios (Collins et al., 2004).

A pesar de su situacién en la naturaleza, Ambystoma mexicanum al ser especie
neoténica (que mantiene caracteristicas juveniles) (Gresens, 2004), con facilidad de
reproduccion bajo condiciones de laboratorio y capacidades regenerativas, se ha
convertido en el anfibio mas usado como organismo modelo para investigaciones
biomédicas, de biologia evolutiva y del desarrollo (Bothe et al., 2020; Farkas &
Monaghan, 2015). Esto ha favorecido que sea mantenido en cautiverio, con varias
colonias de cria en todo el mundo, siendo mantenidos bajo cuidado humano, en
ocasiones en grandes numeros, en zooldgicos, acuarios, laboratorios, y universidades,
en los cuales trabajan de forma independiente o en colaboracién, para estudiar a esta
especie (Slight et al., 2014; Gresens, 2004). Estas acciones forman parte de una de las
estrategias de conservacion que se han aplicado en varios paises, aplicando el
mantenimiento ex situ y la reproduccion de especies de anfibios en peligro de extincién,
con el propdsito principal de contar con poblaciones cautivas que puedan ser utilizadas
para repoblar habitats si se eliminan las poblaciones silvestres, asi como para
incrementar sus numeros (Galvez, 2015).

A. mexicanum también ha incrementado su popularidad como mascota, aumentando de
igual manera la incidencia de consultas para esta especie en hospitales veterinarios,
debido principalmente a procesos de enfermedad (Takamiy Une, 2017).Al igual que con
el resto de los anfibios, la piel y branquias del axolote son delicados y por lo mismo, son
propensos a ser dafados con facilidad por condiciones deficientes, mala calidad del
agua, manejo brusco, o productos quimicos residuales en las manos o guantes de la
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persona que los maneja. Esto, como ya se ha mencionado, puede repercutir en la salud
del individuo y dificulta en ocasiones, particularmente para tutores de esta especie
mantener las condiciones adecuadas de bienestar para evitar estos problemas (Gresens,
2004). En relacion con las condiciones de alojamiento adecuadas para esta especie,
Ramos et al. (2021) mencionan en su estudio que para asegurar un hébitat adecuado se
deben de ocupar cuerpos de agua no contaminados, poco profundos, con poca o ninguna
corriente; con un sustrato similar al barro, o piedras grandes; abundante vegetacion, sin
especies de peces depredadores no nativos, y temperaturas que no excedan los 18C°.

Existe un fuerte interés en reintroducir a los axolotes en el lago de Xochimilco, situacion
que sigue presentando complicaciones relacionadas tanto a la calidad de su hébitat,
como a la posibilidad del desarrollo de enfermedades dentro de las poblaciones (Griffiths
et al., 2008). A pesar de esto, sigue existiendo poca informacién disponible respecto a
las enfermedades que afectan a esta especie, y asi mismo, respecto a los cambios
hematologicos dados en axolotes que cursan dichas enfermedades (Takami y Une,
2017).

Justificacion:

El axolote (Ambystoma mexicanum) es una especie ampliamente usada en
investigacion, cuya poblacién se encuentra en declive y que en afos recientes se ha
popularizado como animal de compafia. Esto ha resultado en un incremento de
consultas médicas dirigidas hacia esta especie, principalmente, debido a un mal manejo
o a condiciones inadecuadas en su alojamiento. A pesar de esto, existe poca informacion
disponible acerca de la patologia clinica de los anfibios, particularmente de los axolotes,
por lo que no hay suficientes estudios que sustenten los cambios hematoldgicos que se
dan cuando un axolote cursa una enfermedad, lo cual hace que sea relevante analizar
las modificaciones hemodinamicas dadas durante procesos inflamatorios e infecciosos
con la finalidad de identificar de manera temprana la presencia de alguna patologia para
poder mejorar el abordaje de sus enfermedades y, asi, implementar tratamientos
adecuados, programas de medicina preventiva y mejoras en sus programas de
conservacion.

Marco tedrico:

El ambiente original de los axolotes se ha ido modificando a lo largo del tiempo, y dentro
de las modificaciones efectuadas se encuentran principalmente la contaminacion de tipo
industrial, quimica y doméstica, por sefialar algunas, ocasionadas por el aumento de la
poblacién humana. Esta presion antropogénica ha sido capaz de ocasionar mortalidad o
efectos que, sin llegar a ser letales, afectan la forma en cdmo responden morfologica e
inmunolégicamente los animales silvestres, lo que puede comprometer a las
poblaciones, aumentando su declive, sobre todo en especies de distribucion restringida
como el axolote (Gémez, 2013).

Como se mencion6 previamente, desde una perspectiva global, los anfibios estan en
riesgo, con el cambio climético, la pérdida de habitat, la introduccion de especies
UAM XOCHIMILCO
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exoticas, la sobreexplotacion y las enfermedades emergentes como las principales
causas de la disminucién de la poblacion y la extincién de especies (Gélvez, 2015).

Publicaciones recientes muestran evidencias solidas de que la presencia de
enfermedades emergentes infecciosas en anfibios y otras especies de vida silvestre esta
estrechamente vinculada a factores antropogénicos (Angulo et al., 2006). El
conocimiento de la epidemiologia, transmision, control y tratamiento de estas
enfermedades estd apenas en sus inicios, aunque algunos avances técnicos en esta
rama de la conservacion son evidentes. Se han identificado, gracias a estos avances,
varias enfermedades en anfibios que pueden ser devastadoras si no son controladas
(Aguirre & Lampo, 2006). Una gran variedad de agentes patdgenos afecta a los anfibios,
algunos pueden ocasionar dafio subletal, como deformidades o alteraciones en el
desarrollo, mientras que otros pueden ser mortales, siendo capaces de ocasionar
muertes masivas en las poblaciones, lo que ha influido junto con la degradacion de sus
hébitats en el declive de sus poblaciones con el paso de los afios (Blaustein & Kesekier,
2002).

Por ende, la evaluacién hematolégica en anfibios, aunque no tan desarrollada como en
mamiferos, resulta una herramienta importante para el diagndéstico de enfermedades y
aportar informacion general del estado de salud de los individuos y las poblaciones
(Allender y Fry, 2008). Ya que, al ser la sangre el tejido responsable de funciones como
la respuesta inmune y el transporte de los desechos metabdlicos en los vertebrados,
muchos de los principios hematologicos basicos que aplican para otros vertebrados,
también son relevantes en anfibios (Barriga, 2021).

La clase Amphibia se compone de tres érdenes: Caudata (salamandras y tritones),
Gymnophiona (cecilios), y Anura (ranas y sapos); cada uno presenta diferentes 6rganos
asociados con el proceso hematopoyético (Gonzéalez et al., 2021). De forma general,
existen grandes diferencias entre la eritropoyesis de anfibios juveniles y adultos; en los
anfibios juveniles la eritropoyesis ocurre en el higado y el rifidn, mientras que en las ranas
adultas ocurre en la médula ésea, el bazo y el higado (Gastelum, 2018). Para las
salamandras, la informacién existente sobre el origen de los glébulos rojos en general es
pobre; sin embargo, se sabe que la médula 6sea, al menos durante su vida adulta, y el
higado, pueden actuar como 6rganos hematopoyéticos secundarios (Gonzalez et al.,
2021).

La sangre es un tipo de tejido conjuntivo especializado constituido por una parte liquida,
el plasma, y otra, representada por los elementos formes (Gonzalez et al., 2021). Los
glébulos rojos de los anfibios son las células mas numerosas, son nucleados y presentan
morfologia ovalada, como en peces, reptiles y aves. En el caso de los leucocitos, se
pueden observar a los granulocitos (neutrofilos, basofilos y eosinofilos) y los
agranulocitos (linfocitos y monocitos) (Gastelum, 2018). La vida util de los globulos rojos
anfibios oscila entre 200 y 1,400 dias y son los mas grandes entre los vertebrados, siendo
el promedio de largo de los eritrocitos de Ambystoma mexicanum de 31.87 um.
(Gonzélez et al., 2021; Olascoaga-Elizarraraz et al., 2021)
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La respuesta originada en los organismos en diferentes niveles, ya sean, moleculares,
celulares u orgénico, se puede evaluar mediante la alteracion de algunos parametros
estructurales y funcionales, denominados biomarcadores. Entre estos, los no
destructivos (en los cuales no es necesario sacrificar al individuo para la toma de
muestra) han recibido especial atencion en los programas de monitoreo biolégico. Dentro
de los distintos biomarcadores no destructivos utilizados los analisis hematologicos
(hemograma y determinaciones quimicas en plasma o suero) son unos de los mas
usados para la prevencion, diagnostico, prondstico y tratamiento de las enfermedades
(Cabagna et al., 2014). Cuando un individuo tiene que hacer frente a cambios en su
ambiente o situaciones de estrés, se pueden desencadenar una serie de respuestas
morfolégicas o fisiolégicas de manera parcial o total, para poder satisfacer las
necesidades del individuo (Gémez, 2013). Por esto el hemograma sirve como una
herramienta eficaz para proporcionar informacién que nos permite evaluar el estado de
salud de un ejemplar, siendo sus indicadores el eje central para el diagndstico y
monitoreo de enfermedades (Olascoaga-Elizarraraz et al., 2021).

La patologia clinica es una herramienta que, junto con el examen clinico y la anamnesis,
conforman una trilogia importante para la soluciéon de problemas clinicos (Valenciano &
Corrales, 2019). Por lo que determinar pardmetros hematoldgicos resulta en un método
poco invasivo que nos permite identificar mediante un perfil leucocitario y eritrocitario, si
los individuos presentan cambios fisiolégicos y patolégicos que puedan estar
relacionados con su ambiente, manejo o algun proceso de enfermedad.

Objetivo general:

Determinar la cinética hematologica en el axolote (Ambystoma mexicanum) durante
procesos inflamatorios e infecciosos por medio del hemograma.

Objetivos especificos

e Realizar hemogramas de Axolotes de Xochimilco (Ambystoma mexicanum) que
cursen con procesos inflamatorios e infecciosos.

e Determinar los cambios hematol6gicos que se dan durante procesos inflamatorios
e infecciosos en el Ambystoma mexicanum.

e Analizar la relacion entre las alteraciones hematoldgicas y procesos infecciosos e
inflamatorios especificos.

Metodologia usada:

Para el muestreo se utilizaron veinte ejemplares de Ambystoma mexicanum, nacidos y
mantenidos en las instalaciones de la PIMVS Axolotario Xochimilco. Se manejaron 13
machos y siete hembras en un rango de edad de 2 a 6 afios que presentaban heridas o
signos de enfermedad.

UAM XOCHIMILCO
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La metodologia para la obtencion de las muestras se basé en la descrita por Gastelum
(2018), habiendo diferencia en el método de contencién, dado que en el presente trabajo
no se administré anestesia en los ejemplares, s6lo se aplicd contencion fisica. La
extraccion se hizo por medio de puncién de la vena ventral branquial, durante el manejo
se usaron guantes de nitrilo y agujas calibre 27G. Se colocaba la sangre en tubos
microtainer con EDTA, previamente identificados con el ndmero del ejemplar; se
homogenizaban las muestras por aproximadamente un minuto, se refrigeraban y
trasladaban lo mas pronto posible al laboratorio para su procesamiento. Se procesaban
maximo tres muestras por dia. EI hemograma se realizé para obtener el conteo total de
eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volumen globular medio, hemoglobina globular
media, concentracion de hemoglobina globular media, solidos totales, conteo de
leucocitos, porcentajes de neutréfilos, bandas, linfocitos, monocitos, eosinéfilos,
baséfilos y melanomacrofagos; y conteo absoluto de las lineas celulares previamente
mencionadas.

El procesamiento de las muestras se llevé a cabo en el laboratorio de histopatologia de
la UAM Xochimilco, en donde se realiz6 la técnica de hemograma con base en el
protocolo de Thrall (2004).

Actividades realizadas:

Los muestreos se realizaron entre septiembre del 2022 y enero del 2023, en la PYMS
Axolotario de Xochimilco, ubicada en Prol. Josefa Ortiz de Dominguez 124, La Asuncion,
Xochimilco, 16040, Ciudad de México. Cada ejemplar se alojaba en estanques
comunales de aproximadamente 150 litros de capacidad, con una temperatura que
oscilaba entre los 15 y 19°C. Su dieta se basaba en artemias (Artemia salina), Tubifex
vivo y charales (Chirostoma sp.).

Se realiz6 una evaluacién de los parametros del agua (pH, temperatura, amonio, nitritos
y nitratos) del albergue de los individuos y un examen fisico general de cada uno antes
de la extraccion de las muestras sanguineas, para poder determinar si presentaban
signologia de enfermedad, alguna herida o proceso inflamatorio. Una vez determinado
esto se procedio a realizar la toma de muestra a través de la vena ventral branquial, una
persona realizé la contencion fisica mientras la otra extraia la muestra. Inmediatamente
después de la extraccion se liberaba el contenido de la jeringa en el microtainer con
EDTA.

Todas las muestras se procesaban ese mismo dia en el laboratorio. A la llegada se
colocaban en el mezclador de tubos durante al menos 10 minutos antes de procesarlas.
Se iniciaba realizando la lectura del hematocrito y los sélidos totales, posterior a eso se
procedia al llenado de las pipetas de Thoma y de la camara de Neubauer, se realizaba
el conteo y continuabamos con el proceso para el conteo de hemoglobina y finalizabamos
con la realizacion del frotis sanguineo, desde la extension de la sangre y el secado, hasta
realizar la tincion de Wright, para poder realizar el conteo de las lineas celulares en el
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microscopio. Todos los resultados de los procedimientos se registraban en orden en la
bitdcora del laboratorio.

Para finalizar, se llevo a cabo el acomodo de los datos recopilados, su probable relacion
con las lesiones y su interpretacion para concluir con el reporte final.

Metas alcanzadas:

Se logré Identificar ejemplares que cursaban procesos inflamatorios e infecciosos y se
obtuvo de manera eficiente las muestras de sangre necesarias para realizar los analisis
hematoldgicos completos. Se identificaron algunas alteraciones hematolégicas que se
pueden dar durante estos procesos en Ambystoma mexicanum. Se pudo identificar
algunas incidencias entre ciertos procesos infecciosos e inflamatorios especificos y
algunas alteraciones hematologicas dadas.

Resultados:

Se obtuvo un total de 20 muestras de sangre de Ambystoma mexicanum, de los cuales
13 eran machos y 7 hembras, posterior a realizar el examen fisico de los ejemplares y
sin hacer el uso de anestesia.

De cada muestra se obtuvieron valores de conteo total de eritrocitos (GR x10%?/L),
hemoglobina (HB g/L), hematocrito (HTO L/L), volumen globular medio (VCM fL),
hemoglobina globular media (HCM Pg/cel), concentracion de hemoglobina corpuscular
media (CHCM g/L), sélidos totales (ST g/L), conteo de leucocitos (GB x109L),
porcentajes de neutrofilos (N%), linfocitos (L%), monocitos (M%), eosindfilos (E%),
basdfilos (B%) y melanomacréfagos (MLM%); y conteo absoluto de las lineas celulares
previamente mencionadas: neutrdéfilos totales (NT x10°/L), linfocitos totales (LT x 10°%/L),
monocitos totales (MT x10%L), eosindfilos totales (ET x10%L), basoéfilos totales (BT
x10%/L), y melanomacréfagos totales (MLM x10°/L).

En la tabla 1 se muestran los resultados del hemograma de cada uno de los individuos,
en donde las cifras sefialadas de color rojo son aquellas que resultaron elevadas en
comparacién con los rangos obtenidos en los estudios de Olascoaga et al., (2021) y
Gastelum (2018), indicando por lo tanto una posible alteracion en el individuo; mientras
las cifras sefialadas en azul se encuentran por debajo de dichos rangos.

En la tabla 2 se realiza una comparativa de las medias de los resultados del presente
estudio con las medias de los datos obtenidos en los estudios de Gastelum y Olascoaga
et al. Se presentaron alteraciones relevantes en las medias de la cuenta eritrocitaria y
leucocitaria, al igual que en la tabla anterior, las cifras sefialadas de color rojo son
aquellas que resultaron elevadas en comparacion con los rangos obtenidos en los
estudios de Olascoaga et al., (2021) y Gastelum (2018), mientras las cifras sefialadas en
azul se encuentran por debajo de dichos rangos.
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Mientras que en la tabla 3 se realiz6 una asociacion entre el tipo de lesiones identificadas,
qué ejemplares presentaban dichas lesiones y el tipo de alteracion hematoldgica que
coincidia en todos los ejemplares que presentaban una lesion particular.

Tabla 1. Valores hematolégicos obtenidos a partir de ejemplares de Ambystoma mexicanum con signos de enfermedad o
heridas (n=20). (Las cifras sefialadas de color rojo son aquellas que resultaron elevadas en comparacion con los rangos

obtenidos en los estudios de Olascoaga et al., (2021) y Gastelum (2018), mientras las cifras sefialadas en azul se

encuentran por debajo de dichos rangos).

PIMVS03  0.09 66.18 0.42 4666.7 7353 157.6 09504  0.198  0.4356 0 0 0 24 5 11 0 0 -
PIMVS04 0.1 87.14 0.41 4100 8714 2125 ----- 0 0 - 0 21 15 13 0 0 -
PIMVS05 73.9 - 28824 4347 150.8 - 0 0.055 21 0 - 12 13 0 1 -
PIMVSO06  0.08 100 --- 204.1 532 0.168 0 0.056 21 0 19 6 52 0 2 -
PIMVS07 74 0.43 2866.7 4933 1721 --- 0.23 - 0.046 0 30 5 20 1 1 -
PIMVS08 79 - 19167  329.2 1717 13 - 0 24 0 25 10 40 1 o -
PIMVS09 82 - 20333 2733 1344 -- 105 - -- 21 0 15 - 38 1 2 -
PIMVS10 112 0.44 1629.6 414.8 254.5 644 - 0 0 25 0 14 16 45 0 0 -
PIMVS11 60 0.41 2050 300 146.3 264 0 0 33 0 46 15 6 1 o -
PIMVS12 93 - 7154 1329 ----- [ 0.055 25 0 40 16 18 0 1 -
PIMVS13 3000 456.3 1521 077 0.2464 - 0 0.0924 0 25 8 16 0 3 -
PIMVS14 - 45385 | 701.7 1559 -- 13156 0253 04048 0 0 0 26 5 8 0 0 -
PIMVS15 - 043 30714 11071 - --- 0 0.0528 38 0 29 7 25 0 1 -
PIMVS16 115 043 35833 9583 267.4 066 [ 0 21 0 10 5 - 0 0 -
PIMVS17 - 7 037 24667 5133 2081 -- 1152 -- o 0 0 24 - 19 0 0 -
PIMVS18 91 045 2500 5056  202.2 05 0 0 9 0 28 - 27 0 0 -
PIMVS19 - 82 043 3307.7 6308 190.7 -- -- 0 0.035 21 0 46 15 17 0 1 -
PIMVS20  0.09 76 04 44444 8444 190 0.4 0.117 0 0 11 0 - 3 18 0 0 -
PIMVS21 93 0.38 27143 6643 244.7 - 0.4 - 0.24 - 0 0 8 0 49 5 37 0 0 -
PIMVS22 7 031 16316 4053 248.4 0 0.057 11 0 44 10 34 0 1 8

Media 0158  87.011 04565 32456  630.5 1979 4886 14 151514 060258 130754 0.0084 0.02946  29.45 0 318 10 26.05 _ 0.15789474 0.65 215

Tabla 2. Comparativo de las medias obtenidas en el presente estudio y los estudios de referencia de axolotes sanos. (Las
cifras sefialadas de color rojo son aquellas que resultaron elevadas en comparacién con los rangos obtenidos en los

estudios de Olascoaga et al., (2021) y Gastelum (2018), mientras las cifras sefialadas en azul se encuentran por debajo de
dichos rangos).

Medias

El presente
Gastellum | Olascoaga estudio
0.08 0.101
94.68 81.53
0.39 0.355
6036.62 3926.78
1674.36 980.58
263 234.83
1.15 1.987
28.07 25.1
0 0
17.41 49.03
11.77 13.733
42.11 6.333
0 0.833
0.64 5.067
0.44 0.443
0 0
0.22 1.034
0.14 0.256
0.35 0.151
0 0.02
0.01 0.085 0.02946
7.18 -
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Tabla 3. Lesiones, ejemplares que las presentan y alteraciones hematoldgicas coincidentes.

Lesion

Individuos que la
presentan

Alteraciones

Probable dermatitis

PIMVS03, PIMVS12,
PIMVS15, PIMVS22.

GB elevado, NT elevado

Reduccion de
branquias

Todos los ejemplares.

GB elevado, ST elevado

Hiperemia

PIMVS03, PIMVS08,
PIMVS11, PIMVS14,
PIMVS17, PIMVS19.

GB elevado, HCM bajo,

CHCM bajo, GB elevado,

NT elevado, ST elevado

Petequias

PIMVS08, PIMVS11,
PIMVS14, PIMVS17,
PIMVS19.

GR elevado, HCM bajo,

CHCM bajo, GB elevado,

NT elevado, ST elevado

Muda retenida y
aumento de mucosidad
en la piel.

PIMVS06, PIMVS15,
PIMVS16, PIMVS17,
PIMVS18, PIMVS21,
PIMVS22.

GB elevado, ET elevado

Probable micosis

PIMVS09, PIMVS10,
PIMVS21.

GR elevado, HCM bajo,

GB elevado, ET elevado,

ST elevado

Condicién corporal baja

PIMVSO05, PIMVS10,
PIMVS20, PIMVS22.

HCM bajo, GB elevado,
ET elevado

Probable glaucoma

PIMVS12, PIMVS20

HCM bajo, CHCM bajo,
GB elevado, LT elevado,
ET elevado, ST elevado.

Probable tumoracion

PIMVS07, PIMVS13

GR elevado, VCM bajo,
HCM bajo, GB elevado,

N% elevado, NT elevado,

ET elevado, ET elevado,
ST elevado.

Probable septicemia

PIMVS08, PIMVS11,
PIMVS14, PIMVS17,

PIMVS19.

GR elevado, HCM bajo,

CHCM bajo, GB elevado,

NT elevado, ST elevado.

Figura 4. Ejemplar PIMVSO09. Lesion lateral en el costado derecho del
ejemplar, presenta decoloracion, incremento del grosor de la piel y
textura rugosa y algodonosa, bordes irregulares y de aproximadamente
2cm de diametro. Branquias altamente reducidas. Probable lesién

micética contra parasitaria

Discusion:

Figura 1. Ejemplar PIMVS06. Presenta branquias reducidas en
alto grado y condicién corporal baja.

Figura 2. Ejemplar PIMVS08. Petequias, branquias altamente
reducidas y vascularizacién incrementada. Hiperemia y probable
septicemia.

Figura 3. Ejemplar PIMVSO03. Lesién nodular de aproximadamente
%% cm de didmetro, con vascularizacion moderadamente
incrementada en el perimetro. Ubicada del lado izquierdo en la
region dorsal, detras de las branquias. Branquias reducidas en alto.
Probable dermatitis e hiperemia.

Se determinaron los parametros hematolégicos de 20 ejemplares de Ambystoma
mexicanum criados bajo cuidado humano en la PIMVS Axolotario Xochimilco. En
algunos de los parametros, los intervalos de referencia reportados presentaban
diferencias significativas entre los dos estudios de referencia principales, como es el

caso de los porcentajes de eosinofilos, siendo la media del estudio de Gastelum (2018)
de 42.1% vy la del estudio de Olascoaga et al. (2021) de 6.33%, mientras en el presente
estudio se obtuvo una media de 26.05%. Por otro lado, en el estudio de Davis & Durso
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(2009) recopilaron la media del porcentaje de eosindfilos de estudios realizados en el
género Ambystoma, registrando una media de 32.1% en promedio para este género.

Estas diferencias, de manera general, pueden estar influenciadas por condiciones
ambientales, de albergue y alimentacion diferentes entre los estudios de referencia.
Puesto que se ha demostrado que las variaciones en la alimentacién y las condiciones
ambientales como la temperatura, contaminantes y los parametros fisicoquimicos del
agua, pueden actuar como estresores, ocasionando cambios fisiolégicos relevantes en
estos animales, incluyendo modificaciones en los parametros hematoldgicos,
principalmente cambios en el perfil leucocitario (lannacone et al., 2008; Barriga, 2021).

Debido a que la piel de los anfibios es su mecanismo de interaccion con el medio,
ademas de servir como proteccion mecanica y via de intercambio de gases, agua y
otros elementos, las alteraciones que se encontraron en los parametros del agua
pudieron jugar un papel importante en el desarrollo de las afecciones reportadas en los
ejemplares del presente estudio (Villacreses, 2016). Esto se vio reflejado en los
resultados del presente estudio, en donde la alteracion mas comun entre los
ejemplares fue la reduccion de branquias, registrada en mayor o menor grado en todos
los individuos muestreados. Esta lesion resulta crucial, ya que la integridad de las
branquias es un biomarcador fundamental para evaluar las condiciones del agua,
debido a que desempefian un papel esencial en la regulacion de la presién osmatica, el
equilibrio acido-base y el metabolismo (Liu et al., 2021).

Lo anteriormente mencionado coincide con que los niveles de amonio en el alojamiento
de los axolotes se report6 elevado, con valores de 0.1 a 2.4 mg/L, mientras que el valor
optimo es 0 mg/L (Gonzalez & Zamora, 2014). Investigaciones realizadas en peces
Pompano dorado (Trachinotus ovatus) demostraron que la exposicién prolongada al
amonio ocasiono alteraciones en las branquias, asi como el aumento de la brecha
entre los filamentos branquiales, hiperemia y atrofia en la base de los filamentos
branquiales y piezas de las branquias gradualmente més cortas, rizadas y fusionadas
(Liu et al., 2021), coincidiendo con las lesiones de nuestros ejemplares.

Al ser el 6rgano principal encargado de la oxigenacion en los axolotes, dichas lesiones
podrian indicar un proceso de hipoxia en los ejemplares afectados. Duncan (2020)
sostiene que el transporte de oxigeno en la sangre puede depender del nimero de
glébulos rojos circulantes y la concentracion de hemoglobina. Mientras Fajardo et al.,
(2020) informan que, en respuesta a la hipoxia, los anfibios pueden aumentar el
transporte de oxigeno mediante el incremento en el nUmero de eritrocitos, aunque su
tamano disminuye, lo cual podria explicar que se registraran valores altos de GR en los
ejemplares, mientras que los valores de VCM, HCM y CHCM se encuentran en su
mayoria reducidos. En un estudio realizado por Mazon et al., (2002), analizaron los
cambios hematoldgicos y fisioldgicos inducidos por la exposicion a corto plazo en
peces Prochilodus scrofa, dentro de ellos analizaron la reduccion de las branquias. En
dicho estudio sugieren que los cambios en los globulos rojos se deben a un mecanismo
compensatorio a la reduccion de la superficie respiratoria de las branquias (dafio tisular
UAM XOCHIMILCO
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y proliferacion celular), desarrollado con el fin de mantener la transferencia de oxigeno
del agua a los tejidos, permitiendo que los peces sobrevivan.

Otra alteracidn relevante que se reporto en el hemograma fueron los neutrofilos totales,
donde 17 de los 20 ejemplares mostraron valores elevados en comparacion los valores
reportados por Gastellum (2018) y Olascoaga et al., (2021). Podriamos relacionar dicha
elevacion a la exposicion prolongada a temperaturas suboptimas, considerando que se
llegaron a registrar temperaturas de 19 a 20°C, siendo la temperatura maxima
recomendada en sus alojamientos de 18°C (Ramos et al., (2021). Ya que se ha
demostrado que en anfibios estas condiciones tienden a ocasionar un incremento de
neutrofilos (Allender y Fry, 2008). Sin embargo, esta elevacidén puede estar relacionada
con otros aspectos, como el proceso inflamatorio o el estrés producido por el manejo
de los ejemplares durante la toma de muestra, dado que los neutréfilos son los
primeros fagocitos en actuar y proliferar en la circulacion en respuesta a procesos
infecciosos, inflamatorios y estrés (Barriga, 2021).

Asi mismo, el estrés relacionado al manejo que se realiz6 en los animales podria
asociarse a las alteraciones registradas en los niveles de neutrofilos, linfocitos y
eosindfilos en sangre, ya que algunos estudios sugieren que estos pueden verse
afectados por niveles elevados de cortisol y otros corticoesteroides en anfibios;
particularmente alterando el coeficiente de neutrdfilos a linfocitos (N/L), propiciando un
incremento en los neutrofilos y un declive de los linfocitos (Rollins, 2017; Barriga et al.,
2015; Davis & Durso, 2009). Un estudio realizado por Davis & Maerz (2010), menciona
gue los coeficientes considerados normales para este género se encuentran en un nivel
optimo promedio de 0.30. Niveles por encima de este coeficiente se presentaron en 16
de los 20 ejemplares muestreados, siendo mayor la coincidencia en 4 de los
ejemplares que presentaron mayores signos de estrés, como el PIMVSO03, 04, 14 Y 17.
Por lo tanto, algunas de las alteraciones en los valores de leucocitos y linfocitos no
podemos atribuirlos a una causa especifica, dado que hubo factores externos y de
manejo que pudieron alterar dichos resultados.

La dltima alteracion relevante que encontramos en el hemograma fue la elevacion de
los niveles de sélidos totales, la cual se presentd en 19 de los 20 ejemplares
muestreados. En este caso en particular encontramos relacion entre las lesiones
branquiales descritas anteriormente y la elevacion de los sélidos totales. En un estudio
de Tahir et al., (2021) mencionan que las lesiones branquiales en peces, debido a la
exposicidon a toxicos, se relacionaban con un aumento en los niveles de proteinas en
sangre. Dado que en el presente estudio reportamos niveles altos de amoniaco en los
albergues de los individuos muestreados y en un estudio realizado por Liu et al., 2021
determinaron que la alta concentracién de amoniaco puede dificultar la respiracion y su
metabolismo, alterar el equilibrio de la presion osmaética, producir dafio oxidativo y
provocar inflamacion y cambios patoldgicos en el tejido branquial, podemos inferir que
esta es una causa probable para la presencia de dicha alteracion también en los
axolotes.
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Otro signo relevante que pudimos asociar al incremento de los sélidos totales fue la
hiperemia o vascularizacion incrementada, la cual identificamos en 6 de los 20
ejemplares examinados, ya que, como mencionan Leodn et al., (2015), este signo de
manera patoldgica se constata en la mayoria de los tejidos inflamados cuando son
accesibles a la inspeccidn y no se interponen pigmentos como la melanina (lo cual afect6
su identificacion en los ejemplares pardos), y es debido principalmente a las variaciones
del flujo sanguineo local. Este proceso se presenta en tejidos donde existe lesion o
infeccion, detonada por una cascada de interacciones bioquimicas y celulares, ya sea
causado o no por agentes patdgenos y se manifiesta por la acumulacién de leucocitos,
proteinas plasmaticas y derivados de la sangre hacia estos sitios (Gonzalez-Costa &
Gonzalez, 2019).

Conclusion:

En el presente estudio pudimos encontrar asociacion entre algunas de las lesiones
registradas en los ejemplares y alteraciones presentadas en ciertas variables del
hemograma. Se concluye por lo tanto que si se presentan cambios hematoldgicos
relevantes durante procesos infamatorios e infecciosos especificos en Ambystoma
mexicanum, aunque estos cambios pueden llegar a estar influenciados también por
cambios en las condiciones del albergue o la alimentacién y procesos de estrés. Y por lo
mismo, aunque si se pudo analizar la relacion entre ciertas alteraciones hematoldgicas
y procesos infecciosos e inflamatorios especificos, es necesario estandarizar las
condiciones previamente mencionadas y complementar con otras pruebas diagndsticas
para aseverar la asociacion entre estas.

Recomendaciones:

Consideramos que hace falta realizar mas estudios en esta especie con condiciones mas
controladas y mayores repeticiones, tanto en animales sanos para estandarizar los
valores normales del hemograma; como realizar repeticiones en un mayor nimero de
animales enfermos que presenten la misma condicion. Esto con la finalidad de relacionar
estadisticamente el proceso inflamatorio de ciertas lesiones con alteraciones
hematoldgicas, dado que algunas afecciones se presentaron en pocos ejemplares y no
permitié encontrar un patrén o asociacion con alguna alteracién hematoldgica particular.
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