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Valores hematoldgicos y bioquimicos del axolotl (Ambystoma
mexicanum) mantenidos en cautiverio en Lima, Peru

Haematological and biochemical values of the Mexican axolotl (Ambystoma
mexicanum) Kept in captivity in the Lima, Peru

Brayan Alfonso Anaya-Lavalle'?, Siever Morales-Cauti'

RESUMEN

El axolotl o ajolote es un anfibio caudado utilizado en numerosos estudios
biomédicos por su capacidad regenerativa. Actualmente se encuentra en la categoria de
peligro critico de extincion a consecuencia de la contaminacidén acudtica, caza
indiscriminada e introduccién de especies invasoras en su medioambiente natural. El
objetivo del presente estudio fue determinar los rangos de parametros hematoldgicos y
bioquimicos de axolotls cautivos en Lima, Pert, para que puedan ser utilizados como
referencia durante la evaluacion clinica en laboratorios biomédicos y consultorios vete-
rinarios de especies no convencionales. El estudio se realizé en una coleccion privada de
axolotls en el distrito de San Juan de Miraflores, Lima. Se emplearon 27 axolotls, los
cuales fueron restringidos quimicamente para realizar la colecta de sangre, lograndose
establecer rangos referenciales para 13 pardmetros hematolégicos y 10 bioquimicos.
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The axolotl is a caudate amphibian used in numerous biomedical studies for its
regenerative capacity. Itis currently in the category of critical danger of extinction because
of aquatic pollution, indiscriminate hunting and introduction of invasive species into its

! Facultad de Ciencias Veterinaria y Biolégicas, Universidad Cientifica del Sur, Lima, Peri
2 E-mail: brnanaya@gmail.com

Recibido: 26 de marzo de 2021
Aceptado para publicacion: 20 de octubre de 2021
Publicado: 22 de diciembre de 2021

©Los autores. Este articulo es publicado por la Rev Inv Vet Perti de la Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Este es un articulo de acceso abierto, distribuido bajo los
términos de la licencia Creative Commons Atribucion 4.0 Internacional (CC BY 4.0) [https://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es] que permite el uso, distribucion y reproduccion en cual-
quier medio, siempre que la obra original sea debidamente citada de su fuente original

—_



B. Anaya-Lavalle y S. Morales-Cauti

environment. The objective of the present study was to determine the ranges of
haematological and biochemical parameters of captive axolotls in Lima, Pert, so that they
can be used as reference values during the clinical evaluation in biomedical laboratories
and veterinary clinics of unconventional species. The study was carried out in a private
collection of axolotls in the district of San Juan de Miraflores, Lima. In total, 27 axolotls
were used, which were chemically restricted to perform the blood collection, establishing
reference ranges for 13 haematological and 10 biochemical parameters.
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INTRODUCCION

El axolotl o ajolote (Ambystoma mexi-
canum), endémico de la ciudad de México,
es un anfibio caudado de cuerpo robusto con
tres pares de branquias externas. En la anti-
giiedad fue inspiracion para la creacion de la
leyenda del dios «Xolotl» y fuente de alimen-
to, con propiedades medicinales para las cul-
turas mesoamericanas (Barcat, 2018; Zapa-
ta'y Solis, 2013). En la actualidad es una de
especie de importancia para las investigacio-
nes biomédicas, debido a que no experimen-
ta metamorfosis y a que posee la capacidad
de regenerar cualquier tipo de tejido
(Vazquez-Molina, 2010; Zapata y Solis, 2013).
Sin embargo, la especie se encuentra en la
categoria de peligro critico de extincion en
Meéxico, debido a la contaminacion del lago
Xochimilco (inico lugar donde se encuentra
en estado silvestre) (Voss et al., 2015;
Viézquez-Molina, 2010), la aparicion de en-
fermedades emergentes como la chitridio-
micosis (Fowler, 2012; Mendoza-Almerallaa
et al., 2015), la caza indiscriminada y la in-
troduccion de especies invasoras (Zambrano,
2010). Se han desarrollado diversos progra-
mas de proteccion para esta especie (Voss
et al.,2015; Vance, 2017).

El axolotl ha sido sujeto de multiples in-
vestigaciones tales como, induccion de me-
tamorfosis con hormona tiroidea (Rosenkilde
et al., 1995), criopreservacion de semen
(Chester y Figiel., 2013), fecundacion in vitro

(Mansour et al., 2011), anestesiologia (Zullian
et al., 2016), y creacion de quimeras
hematopoyéticas (Lopez, 2015), entre otras;
sin embargo, los estudios hematoldgicos son
escasos, algunos estan incompletos, y otros
fueron realizados con ejemplares enfermos
(Wright, 2001) o con especies no
emparentadas (Solis er al., 2007; Finkler,
2013).

Rosenkilde et al. (1995) proporciona-
ron datos cuantitativos de las lineas celulares
hematologicas para axolotl y otras especies.
Boutilier ef al. (1992) publicaron un reporte
de hematologia y bioquimica sanguinea reali-
zado en una hembra adulta de axolotl que
estaba afectada por una neoplasia ovarica,
siendo esta referencia el primer estudio de
hematologia reportado en axolotls de cauti-
verio. lannacone et al. (2008) identificaron
la morfologia de las lineas celulares
hematologicas de Aequidens mauseanus y
Ambystoma mexicanum. Barriga-Vallejos et
al. (2015) reportaron valores hematologicos
del axolotl de Toluca (4dmbystoma rivulare),
en tanto que Takami y Une (2017) analizaron
parametros de bioquimica sérica y hematocrito
provenientes de axolotls mantenidos en cau-
tiverio. De todo lo anterior, se evidencia la
carencia de estudios hematoldgicos especifi-
cos para A. mexicanum. Por tal motivo, el
objetivo del presente estudio fue determinar
los rangos de los valores hematologicos y
bioquimicos de axolotls mantenidos en cauti-
verio en el distrito de San Juan de Miraflores
(Lima-Peru).
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion y Muestra

Previa autorizacion del Comité de Etica
Institucional de 1a Universidad Cientifica del
Sur, se obtuvieron 32 larvas de axolotls de
variedad silvestre (coloracion verde olivo y
negro, natural de los ejemplares del lago
Xochimilco), en aparente buen estado de sa-
lud, comprobado por evaluacion clinica (piel
brillante sin presencia de lesiones hemo-
rragicas, ulceras o crecimiento de hongos,
branquias largas con presencia de filamen-
tos, heces firmes en forma de frejol, sin dia-
rrea) (Wright, 2001). Las larvas tenian 1.5
meses aproximadamente, median 5 cm de
largo y tenian 3 g de peso en promedio.

Las larvas nacieron en cautiverio en el
acuario «Huancayo» del distrito de Ate, Lima-
Peru, el cual tenia autorizacidén para comer-
cializarlos en calidad de mascotas, segtn el
reglamento nacional (Ley Forestal y de Fau-
na Silvestre N°2963) (SERFOR, 2015).

Sitio de Estudio

Los ejemplares fueron trasladados en
bolsas plasticas llenas de agua a un casa par-
ticular del distrito de San Juan de Miraflores,
Lima-Pert, donde fueron mantenidos bajo
condiciones controladas durante un afio, has-
ta que alcanzaron un peso de 50 gy 30 cen-
timetros de longitud como minimo, para po-
der obtener una muestra de sangre suficien-
te (0.5-0.8 ml) para ser procesada en labora-
torio.

Se estableci6 un periodo de cuarentena
de 90 dias para observar si alguno de los
ejemplares desarrollaba sintomas de enfer-
medades (Cinco larvas no sobrevivieron).
Cada axolotl fue alojado individualmente en
recipientes plasticos de 60 por 30 cmy 4 L
de capacidad, para evitar conductas de cani-
balismo (Wright y Whitaker, 2001d). Los re-
cipientes fueron llenados con agua de grifo
(pH 6.5 y densidad 1.050 g/ml), la cual fue
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tratada con solucion acondicionadora para
peces de acuario (Nutrafin Acua-Plus) a ra-
zon de 0.1 ml/L. Se les ofrecio un fotoperiodo
de 12 horas de luzy oscuridad (Takami y Une,
2017). No se utilizo ningun tipo de sustrato o
decoracion en los recipientes, para evitar
laceraciones en la piel y la presentacion de
timpanismo por ingesta accidental.

Se realizaron cambios de agua dos ve-
ces a la semana, retirando el 50% del volu-
men total de liquido y completando con agua
limpia previamente acondicionada. La tem-
peratura fue mantenida en un rango de 8.3 a
10 °C (Schad, 2008; Servin, 2011; Mena y
Montes, 2014). Se realiz6 la limpieza de sedi-
mento, heces y restos de muda con ayuda de
un sifon para acuarios. No se utilizaron equi-
pos de filtracion automatizado debido a que
las corrientes generadas por la recirculacion
de agua provocan lesiones y estrés en los
ejemplares (Schad, 2008; Servin, 2011; Mena
y Montes, 2014).

Se realizaron control de pesos y tama-
fio mensuales, asi como analisis coprologicos
por método de sedimentacion (Wright y
Whitaker, 2001). En dos ejemplares se en-
contré trofozoitos de protozoarios flagelados,
los cuales no recibieron tratamiento, ya que
no ocasionaron signos clinicos en los ejem-
plares y son atribuibles a poblacion comensal
del intestino (Wright y Whitaker, 2001).

Los axolotls fueron alimentados con pre-
sas vivas, tres veces por semana, empleando
para este fin Artemia salina 'y Tubifex
tubifex (previamente desinfectado con
albendazol y metronidazol) (Browne, 2009;
Servin, 2011).

Coleccion de Muestras

Se realizo6 en dos etapas para no sobre-
pasar el 1% de peso vivo de sangre recolec-
tada (Wright, 2001; Campbell, 2015a) y cuan-
do los ejemplares tenian dos afios de edad.
Con la primera muestra se realizo el analisis
bioquimico y con la segunda, luego de tres
meses, el analisis hematologico (nimero de
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eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, valores
absolutos y relativos de las lineas celulares
de leucocitos). Los ejemplares (9 hembras y
18 machos) no recibieron alimento las 48 ho-
ras previas a la contencion quimica para re-
ducir el riesgo de emesis (Wright, 2001).

En la contencion quimica se utilizo
Eugenol (U.S.P 926) (solucion a base de cla-
vo de olor con 99.5% de pureza) diluido en 1
L de agua proveniente de las peceras de los
axolotls (dosis: 350 pl/l) (Baitchman y Stetter,
2014). Los especimenes fueron sujetados uti-
lizando guantes de polietileno sin talco (R&G)
y colocados en un recipiente de 20 x 15 cmy
1 L de capacidad conteniendo la solucion
anestésica y mantenido a la misma tempera-
tura del recinto (10 °C). Luego de 30-40 mi-
nutos se produjo la pérdida del reflejo de en-
derezamiento y se alcanz6 plano quirargico
(Baitchman y Stetter, 2014). El individuo fue
posicionado ventro-dorsal en una esponja
humedecida con agua del recinto y se man-
tuvo la humedad de la piel y branquias con
agua del recinto sin anestésico (Wright ez al.,
2001; Baitchman y Stetter, 2014). La frecuen-
cia cardiaca y saturacion de oxigeno fue
monitoreada con pulsioximetro (EDAN
H100) y Doppler fetal (Jumper JPO-1008)
(Wright et al., 2001b; Baitchman y Stetter,
2014).

Se utilizo una jeringa de tuberculina de
1 ml (25 G x 5/8"; Vanish Point), la cual se
carg6 con heparina de sodio (Laboratorios
Rovi de 1000 Ul/ml) para impregnar las pa-
redes, y luego se expulso el contenido (Wright
et al., 2001a; Takami y Une, 2017). La san-
gre (1% del peso vivo del animal, 0.5-0.8 ml)
se tomo de las venas branquiales (Zwemer,
1991) en un minuto de tiempo cronometrado
(Wright, 2001a; Campbell, 2015a) y fue al-
macenada en tubos de heparina de litio
(Vacuette LH; Nipro) y mantenidas en refti-
geracion a 4 °C hasta su procesamiento (una
hora después). Todos los ejemplares fueron
devueltos a sus recintos luego de 30 minutos
(periodo de recuperacion), sin que luego de
24 horas se observen efectos secundarios y
recibieron alimento.

Procesamiento de Muestras

Las muestras para bioquimica sangui-
nea fueron procesadas en el laboratorio pri-
vado de la Unidad de Cuidados Intensivos
Veterinarios (UCIVET), ubicado en Lince,
Lima, utilizando el rotor Vet Scan Avian
Reptilian Profile Plus en el analizador auto-
matizado Vet Scan Vs2 Abaxis, el cual per-
mite analizar 10 parametros. aspartato
aminotransferasa (AST) mediante el método
modificado IFCC, creatina quinasa (CK)
mediante fosforilacion inversa, glucosa (GLU)
utilizando el método de reduccion de cobre,
calcio (Ca) con la reaccion de Arsenazo 111,
fosforo (PHOS) mediante sucrosa fosforilasa,
proteinas totales (TP) utilizando la reaccion
de Buriet, albumina (ALB) utilizando la colo-
racion verde de bromocresol, sodio (Na)
mediante coloracion enzimatica y potasio (K)
por espectrofotometria.

Las muestras para el analisis hemato-
logico fueron remitidas al laboratorio Vet
Diagnostics, Callao, Peru. Las muestras fue-
ron procesadas manualmente empleando un
microscopio Optico trinocular Eurotech de
campo claro, la camara de Neubauer y las
tinciones Natt-Herrick (conteo total de
leucocitos y eritrocitos) y tincion Wright-
Giemsa (conteo diferencial de leucocitos). Se
determind el numero de eritrocitos (RBC),
leucocitos (WBC), eosinofilos, basofilos,
heterofilos, azurdfilos y linfocitos (Campbell,
2015a; Wright, 2001). Los trombocitos no se
pudieron contabilizar debido a la presencia
de nucleo y la dificultad para diferenciarlos
de los linfocitos (Campbell, 2015b; Wright,
2001). Para la hemoglobina (Hb) se utilizo
método fotométrico de metahemoglobina
azida fotométrica utilizando un
hemoglobindémetro portatil Mission), el
hematocrito (Ht) se calculd6 mediante
centrifugacion de tubos microcapilares a
12 000 rpm. La hemoglobina corpuscular
media (HCM), concentracion de hemoglobi-
na corpuscular media (CHCM) y el volumen
corpuscular medio (VCM) se calcularon
mediante las formulas matematicas respecti-
vas (VCM=Hematocrito (L/L) * 1000/
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Eritrocitos*(1012/L); HCM=Hb (g/dl) * 10/
Eritrocitos * (1012/L); CHCM=Hb (g/dl) *
10/Hematocrito (L/L)).

Analisis de Resultados

Los rangos referenciales se establecie-
ron segun los lineamientos de la Sociedad
Americana de Patologia Clinica Veterinaria
(ASVCP) para muestras de fauna silvestre,
exoticos y neonatos, con tamafios muestrales
mayores e iguales a 20 y menores a 40
(Kristeny Friedrich, 2012). Estos lineamientos
indican que se deben descartar «valores
aberrantes», puesto que son atribuidos a erro-
res de muestreo o procesamiento. En este
caso se descartaron cinco valores (1 de AST,
3 de glucosa y 1 de fosforo). Para el analisis
de los datos se utiliz6 el programa informatico
Excel y el paquete estadistico SPSS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determinaron rangos referen-ciales
con media y desviacion estandar (DE) de 13
parametros hematologicos y 10 bioquimicos
para la especie Ambystoma mexicanum
(Cuadro 1). Solo existen dos reportes de
parametros hematoldgicos para esta especie,
siendo estos los de lannacone et al. (2008),
quienes describen la morfologia de las lineas
celulares, y los valores relativos mas no los
valores absolutos de leucocitos, y el estudio
de Takami y Une (2017) quienes solo calcu-
laron el hematocrito y la bioquimica sangui-
nea, de alli que es dificil comparar los resul-
tados obtenidos. Por otro lado, Boutilier et
al. (1992) presentaron valores hematicos de
una sola hembra afectada con una neoplasia
ovérica.

Los valores de hematocrito (Ht) repor-
tados por lannacone et al. (2008) de 8.5-
33.8% son mucho mas bajos que los del pre-
sente estudio (Cuadro 1), diferencias que
pueden deberse a la hidratacion, la dieta em-
pleada o a efectos del anestésico utilizado.
Un estudio en esturiones siberianos (Acipen-
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cer baerii) reveld que el Eugenol produce
una pequeiia elevacion de los valores de he-
moglobina y hematocrito (Gomulka et al.,
2015). Este efecto también se observo para
el hematocrito en ratas cuyos valores
suboieron ante la exposicion a Eugenol
(Pandian et al., 2018). Por otro lado, los va-
lores de hematocrito del presente estudio se
encuentran dentro del rango de 18-47% re-
portado por Takami y Une (2017).

Con relacion a la bioquimica sanguinea,
Takami y Une (2017) reportan valores de 81-
1139 U/L de AST, en tanto que en el presen-
te estudio se encuentran en el rango de 113-
285 U/L. Por otro lado, los valores de gluco-
sa de 17-55 mg/dl presentados por estos au-
tores fueron similares a los obtenidos en este
estudio (30.2-57.9 mg/dl) (Cuadro 1). Sin
embargo, cabe acotar que la glucosa es un
parametro que se ve afectado por el tiempo
de procesamiento de la muestra, ya que al
pasar las horas las células consumen la glu-
cosa residual obteniendo resultados inferio-
res. Por otro lado, los valores de creatina
quinasa (CK), albumina, globulina, proteinas
totales, sodio, potasio y calcio fueron simila-
res a los presentados por Takami y Une
(2017).

Por ultimo, los valores de fosforo (1.8-
3.8 mg/dl, Cuadro 1) fueron inferiores a los
reportados por Takami y Une (2017) de 3-6
mg/dl. Estas diferencias pueden explicarse
por la produccion de huevos en las hembras,
ya que, en especies de aves, reptiles y anfi-
bios, hay una tendencia a la elevacion de los
valores de calcio y fosforo por estimulacion
hormonal o formacion del cascarén de los
huevos (Wright, 2001a). También se ha re-
gistrado cambios en las concentraciones de
fosforo y calcio en cuadros de acidosis o
alcalosis respiratoria (Ghosh y Joshi, 2008).
Por esta razon seria conveniente monitorear
la ventilacion de los anfibios anestesiados y
separar parametros de electrolitos en grupos
especificos para machos y hembras, tenien-
do en cuenta ademas si el muestreo fue eje-
cutado en temporada de apareamiento.
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Cuadro 1. Parametros hematoldgicos y bioquimicos de 27 axolotl (4mbystoma mexicanum)

criados en cautiverio (Lima, Per()

Parametros Unidad Media + DE Rango
Hematologicos
Eritrocitos x 10%/ul 1.3£0.3 1.0-1.6
Hemoglobina g/dl 11.8+1.7 10.1-15.5
Hematocrito % 43.5+£5.7 37.8—-49.2
VCM fl 356.1 £50.9 305.3 -407.0
HCM pg 97.7+21.3 76.4—118.9
CHCM % 272+29 24.3-30.0
Leucocitos x 103/ul 8.8+1.0 7.8-9.7
Heterofilos x 10%/ul 45+0.9 3.5-54
Linfocitos x 10%/ul 33£1.0 23-43
Monocitos x 10%/ul 0.2+0.1 0.05-0.3
Azur6filos x 10%/ul 0.3+0.2 0.06 - 0.5
Basofilos x 10%/ul 02+0.2 0.02-0.4
Eosinofilos x 10%/ul 0.3+0.2 0.1-04
Bioquimica sanguinea
Glucosa mg/dl 440+ 13.8 30.2-579
AST U/L 199.4 + 86.4 113.0 — 285.7
Creatina quinasa U/L 218.4 +£126.8 91.6 -345.2
Calcio mg/dl 7.6+1.7 59-9.2
Fosforo mg/dl 2.8+1.0 1.8-3.8
Proteinas g/dl 1.9+0.2 1.7-2.1
Albumina g/dl 0.7+0.2 0.5-0.8
Globulina g/dl 1.2+0.1 1.1-1.4
Potasio mmol/l 39+1.6 23-5.6
Sodio mmol/l 107.1+3.4 103.8 - 110.5

CONCLUSION

Los valores hematoldgicos y bioquimicos
de los axolotls (Ambystoma mexicanum)
mantenidos en cautiverio obtenidos en el pre-
sente estudio pueden utilizarse como infor-
macion referencial durante evaluaciones cli-
nicas de ejemplares criados en acuarios y
colecciones privadas del Peru.
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