Rev. Biol. Trop., 7 (2): 143-155, 1959

Algunos Problemas en Hematologia Comparada*
pot
Sophie Jakowska**
(Recibido para su publicacién el 4 de septicmbre de 1939)

Ya a fines de 1800 y comienzos dec 1900 era evidente el interés que el
estudio de la sangre animal despertaba en los hombres de ciencia, logrindose
acumular apreciables datos bibliogrificos alrededor de este tema (45, 49, 19,
39, 16, 17). En 1875, GULLIVER (18) presenté ante la Sociedad Zoolbgica de
Londres, un extenso estudio de las dimensiones de los eritrocitos en un sinnd-
mero de vertebrados. Adn cuando en aquella época la presencia o ausencia de
ntcleo en los hematies maduros del hombre y de los mamiferos era un problema
discutido e inconcluso, GULLIVER intentS, por vez primera en la historia, cla-
sificar los vertebrados basindose en las caracteristicas citoldgicas de las células
rojas. De esta manera, GULLIVER denominé “‘apyrenaemata’ a los animales con
eritrocitos no nucleados, tales como los mamiferos, mientras que a los animales
con eritrocitos tipicamente nucleados, como los cicléstomos, los peces, los anfi-
bios, los reptiles y las aves, los llamé “‘pyrenaemata’.

En realidad, casi todas las autoridades de aquella época en el campo de
la hematologia humana, tales como METCHNIKOFF (34), Maximow (32) (33),
WEIDENREICH (47), WERZBERG (48) y DowNEy (8, 9, 10), estuvieron aso-
ciados de una manera u otra con el estudio de los elementos celulares de la
sangre de los invertebrados, peces, anfibios, reptiles y aves. Por otra parte,
numerosas y extensas tesis doctorales versaron sobre este asunto (13, 30, 31),
y las mis famosas clinicas estuvieron vinculadas con estudios de hematologia
comparada. Mis recientemente, YOFFEY (50), REZNIKOFF (41), PONDER (37)
y otros hemat6logos conocidos, principalmente en el campo de la medicina cli-
nica, utilizaron vertebrados inferiores, o de sangre fria, en sus trabajos experi-
mentales. Estas investigaciones no fueron el resultado de un “snobismo intelec-
tual”, sino de la firme conviccién de que algunas enfermedades de la sangre
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humana podrian explicarse mediante ¢l conocimiento de los elementos celulares
de la sangre de los animales inferiores.

Fue asi como la hematologia comparada fue adquiriendo caracteristicas
propias, hasta aparecer como disciplina individualizada en el afo 1938, en oca-
sién de haberse publicado en el Handbook of Hematology, editado por Hal
Downey, un capitulo escrito por JorRDAN con el titulo “Hematologia Compara-
da” (28). Después de publicada esta obra monumental, en la que JORDAN
compilé y evalué hasta los articulos publicados en revistas no muy conocidas,
los problemas de hematologia comparada atrajeron la atenciéon de médicos v
z06logos. Desde entonces, se¢ han hecho familiares los trabajos de este tipo en
los laboratorios cientificos de diferentes paises.

La hematologia comparada, establecida firmemente como ciencia morfo-
légica alrededor de 1930 (1), volvié a utilizar las técnicas y métodos modernos
usados corrientemente por los hematélogos clinicos y citélogos experimentales.
Meétodos de anilisis quimico, electroforesis, estudios cromatogrificos, eritrosedi-
mentacién, recuento globular, determinacion de hemoglobina y técnicas de la
citologia experimental, tales como microscopia electronica, ultracentrifugacion,
cultivo de tejidos, citoquimica, etc., se emplean hoy dia en estudios de la san-
gre animal.

Los problemas que resultan al tratar de determinar los valores hemato-
légicos normales en distintas especies animales, sobrepasan las dificultades de
la técnica misma. Sin embargo, estos valores son de importancia prictica en los
estudios de experimentacion y siempre en condiciones determinadas. No se debe
olvidar que los animales inferiores, en especial los vertebrados de sangre fria,
poseen células sanguincas que no son del todo comparables a las del hombre.
Ademis, hay que determinar la técnica mais apropiada para la obtencién y pre-
servacién de la sangre, lo que a veces resulta algo dificil. El tiempo de coagu-
lacion y la fragilidad celular varian en las distintas especies, y la composicién
i6nica del suero, el pH, etc., son también diferentes. En los invertebrados pue-
den existir, ademds de la hemoglobina o substituyendo a ésta, pigmentos san-
guineos tales como hemocianina y clorocruorina, los cuales estin localizados en
células especiales o, generalmente, en cl plasma (40).

Cuando sc trabaja con animales de sangre fria, hay que tomar en con-
sideracién las variaciones individuales y estacionales a que estd sujeta la compo-
sicion de la sangre. Estimulos externos o internos relativamente débiles producen
cambios en la férmula leucocitaria y en el recuento globular, particularmente en
peces y anfibios, ya que estos animales estin en intimo contacto con el am-
biente que les rodea por medio de intercambios osmoéticos branquiales y cutineos.

Uno de los problemas més arduos de la hematologia comparada es el
de la nomenclatura. El hecho de que algunos autores utilicen una nomenclatura
incorrecta crea una de las mayores dificultades, sobre todo cuando se aplica arbi-
trariamente la terminologia humana. No discutiremos en esta oportunidad, la no-
menclatura hematolédgica de los invertebrados, ya que la clasificacion de Ehrlich
no es aplicable a sus células que son todas, generalmente, de tipo leucocitario
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y no pueden ser diferenciadas en neutréfilos, baséfilos y eosinéfilos.

Recientemente tuvimos oportunidad de discutir en un articulo publicado
en la Revwe d'Hematologie (23) el problema de la terminologia hematolégica
en los peces, y propusimos una nomenclatura simplificada que puede ser apli-
cada, en parte, a la sangre de otros vertebrados, tal como veremos en seguida.

Toda nomenclatura hematolégica debe basarse en las condiciones espe-
cificas de la hematopoyesis de cada grupo de vertebrados. JORDAN, en sus nume-
rosos y sistemiticos estudios, describi6 la evolucién de los érganos hematopoyé-
ticos de los vertebrados (27) y sefialé la relativa importancia del bazo, meso-
nefros, médula désca y ganglios linfiticos. Mediante estudios filogenéticos se
observa que el bazo es de importancia primaria en la eritropoyesis, desde los
ciclostomos hasta los anfibios.

En los anfibios anuros y en una familia de urodelos (Plethodontidae)
(2, 3), se observa que la médula 6sca tiene una actividad eritropoyética que
méis o menos guarda relacién con las estaciones del afio, siendo mdis activa en
la primavera. Este mismo fenémeno se observa en las tortugas y demds reptiles.
Sin embargo, en las aves y mamiferos la médula ésea llega a ser el dérgano
principal en la produccién de eritrocitos, granulocitos, linfocitos y trombocitos.
' En la mayoria de los teledsteos y elasmobranquios, la parte anterior de
los rifiones o mesonefros produce eritrocitos y leucocitos, mientras que en los
dipnoos solamente produce células blancas. En los anfibios urodelos tipicos, los
leucocitos se originan en la cipsula del higado pudiendo observarse en el tejido
perihepitico polimorfonucleares y otros leucocitos en diferentes fases de desa-
rrollo.

En los mamiferos el bazo participa en la destruccién y no en la pro-
duccién de los eritrocitos, siendo la médula 6sea el érgano principal del proceso
de la hematopoyesis. Como vemos, en algunos vertebrados las células de las
series eritrocitaria y leucocitaria se originan en un mismo 6rgano. En otros,
estas células son producidas en o6rganos diferentes. De ahi que sea incorrecto
aplicar los términos empleados en la hematologia humana tales como linfo-
blasto, monoblasto y megablasto, a las células sanguineas de los peces las cuales
se originan en un mismo sitio, el mesonefro. Por otra parte, en vista de que
no hay médula 6sea en los peces urodelos tipicos, el uso de los términos mie-
locito, mieloblasto o linfomielocito es impropio.

Otra razén por la que algunos términos de la hematologia humana no
son aplicables a otros vertebrados, es que el proceso de diferenciacién de algu-
nas células de la sangre es distinto. Por ejemplo, los trombocitos en los animales
de sangre fria se diferencian directamente de las células madres. El proceso de
segmentacion multiple tipico en la formacién de las plaquetas de los mami-
feros no existe. En consecuencia, hay que evitar los términos megacarioblasto
y megacariocito. Igualmente, el término normoblasto no estd justificado cuando
hablamos de los vertebrados que poseen normalmente eritrocitos nucleados,
porque en ellos no se observa estado de transicién comparable, esto es, que
la desaparicién del nacleo no se produce como en el caso de los mamiferos,
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Cuando los vertebrados inferiores poseen células no-nucleadas !lamadas
eritroplastidos (4, 14), las mismas no deben ser consideradas homologas a
los hematies humanos, ya que los eritroplastidos se originan por fisién citoplas-
mica de los eritrocitos. Un fragmento de citoplasma que contiene hemoglobini
se separa de la parte nucleada de la célula. Asi, la porcién no nucleada, el
eritroplastido, y la porcién con ntcleo y poco citoplasma, el microcito, circulan
independientemente.

Otro hecho que debe tomarse en cuenta es que en los vertebrados infe-
riores, especialmente en los peces y anfibios, la sangre puede, a veces, contener
muchas células inmaduras (5, 6), como resultado de ciertos estimulos externos
o internos. Estas células inmaduras desaparecen gradualmente porque continfian
su proceso de diferenciacién en los vasos sanguineos. Este poder de diferen-
ciacién no existe en el hombre ni en otros mamiferos. Por esta razén, cuando
en la sangre de los peces hay numerosas células inmaduras, se produce un cua-
dro que sugiere un estado leucémico, aunque verdaderamente no lo es.

Los peces tienen también la facultad de utilizar érganos diferentes para
formar células- sanguineas cuando el 6rgano principal no funciona debido a
enfermedad. Esta facultad no existe en el hombre; asi, cuando hay dafios en
los sitios hematopoyéticos, como la médula 6sea y el bazo, el resultado es una
anemia apléstica.

La brevedad de este trabajo no permite presentar todos los problemas
que abarca la hematologia comparada, por lo que tnicamente se enfocarin aque-
llos en los cuales estamos interesados en el laboratorio del New York Aquarium.

Existe una anemia de tipo muy diferente de las que ocurren en el hom-
bre, que se encuentra exclusivamente en una especie de tritones, Diemictylus
viridescens (Triturus wviridescens) (fig. 1), pero que es de importancia con-
siderable como fenémeno clinico y citolégico. Descubierta por NIGRELLI (35)
en 1929, las causas de esta anemia no estin ain bien claras. Los cambios pato-
légicos caracteristicos de esta condicién incluyen una disminucion de la porcién
citoplasmatica del eritrocito, mientras el nicleo del mismo se agranda hasta cubrir
casi todo el espacio originalmente ocupado por la hemoglobina (figs. 2 y 3).
El aumento de tamafio del nicleo estd acompanado de cambios en la cromatina
la que, en esta circunstancia, no se tife con el reactivo de Feulgen o verde
de metilo tan tipicamente como en condiciones normales; ademds sus filamentos
aparecen mas finos. En la fase terminal de este proceso, el eritrocito se presenta
como un nucleo aislado, sin citoplasma, y el contenido nuclear homogéneamente
tefiido (fig. 4). En su aspecto general se semeja a los eritroplastidos, razén por
la cual NIGRELLI, al descubrir csta anemia, utilizd el término pseudoeritroplés-
tido para designar estas células anormales.

JorDAN (29) sugirid, en un excelente articulo publicado en 1938, que
esta anemia era el resultado de una deficiencia alimenticia y, en efecto, man-
tuvo tritones en estado de inanicion durante 4 meses, al cabo de los “cuales
pudo comprobar este tipo de anemia en todos. Por otra parte, observé atrofia
del bazo en todos los animales sin que la extirpacién del mismo tuviera ninguna
influencia sobre el curso de la anemia.
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En estudios llevados a cabo por nosotros (20) hemos tenido ocasién de
observar numerosos tritones en diferentes estados de nutricién y hemos llegada
a la conclusion de que la atrofia del bazo no es un signo indispensable en la
anemia pseudoeritroplastica, habiéndose observado la misma tanto en animales
con bazos de tamafio normal o mis grande, como en aquellos con atrofia de
éste. En algunos casos, casi todas las células rojas en circulacién presentaban
estados iniciales o avanzados de la transformacién de los eritrocitos en pseudo-
eritroplastidos. En algunas secciones microscopicas, el bazo contenia solamente
pseudoeritroplastidos. Inyecciones de 4cido folico y de vitamina By. en dosis
muy altas, no determinaron cambio en la anemia de los tritones. De la misma
manera, no sc obtuvieron efcctos de importancia sobre los pseudocritroplastidos
con irradiaciones, a excepcion de una aparente distension de la membrana celu-
lar. Este cambio permiti6 indicar que la permeabilidad de estas células anormales
es diferente a la de los eritrocitos normales. Hemos comprobado, al igual que
JorRDAN, que la extirpacién del bazo no modifica la anemia, lo que indica que
la causa determinantc no estd posiblemente localizada en este 6rgano eritropo-
yético. Otros factores que tampoco afectaron el proceso fueron la extirpacién
parcial o total del higado (38) y la eliminacién de los pulmones (24), proce-
dimientos que hemos realizado por otros motivos.

Muchas interpretaciones pueden ser propuestas para explicar el origen
de la anemia pseudoeritroplastica. NIGRELLI (35) en 1929 sospeché la existen-
cia de un factor de tipo alimenticio en vista de que en los tritones alimentados
con higado no se observé anemia severa. Los resultados de nuestros estudios con
el 4cido félico y la vitamina By, parecen excluir la deficiencia de estos factores
como causa primaria de este tipo de anemia. No hemos podido establecer el
papel que desempefian los factores endocrinoldgicos y hereditarios en la anemia
pseudoeritroplastica. Estos no se deben excluir, pero es muy dificil investigar
tritones genéticamente puros porque una generacion, hasta la madurez, tarda
tres anos.

Observaciones sobre tritones infectados por hemosporidios semejantes a
Babesia (21) nos hacen sospechar que la hemoglobina de los eritrocitos que
comienzan a transformarse en pseudoeritroplistidos esté modificada. Esos para-
sitos, llamados Babesiosoma (Dactylosoma) jabni, se encuentran en todas las
clases de células que contienen hemoglobina, a excepcién de los pseudoeritro-
plastidos juveniles (25). Puede ser que la ausencia de los parisitos en estas
células sea debida a una distinta constitucién de la hemoglobina de los mismos,
semejante a la que se observa en la meniscocitemia, en la cual no hay infeccion
paltdica de los meniscocitos. La infeccion de Babesiosoma jabni en los tritones
parece ser rara (diez o doce casos en mis de mil animales) y éstos no se pueden
emplear como animales experimentales para otros estudios.

En esta oportunidad, discutiremos también el problema de los globulos
rojos no nucleados en los animales de sangre fria. Estas células, eritroplastidos,
se encuentran esporidicamente en los anfibios. En una familia de urodelos (Ple-
thodontidae) éstos son extraordinariamente numerosos (hasta 95 por ciento),
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hecho conocido desde hace mucho tiempo y descrito detalladamente por EMMEL
(14). En los peces y en las tortugas, el aumento del nimero de los eritroplds-
tidos se encuentra usualmente asociado con dificultades respiratorias. En los pe-
ces tropicales, Lebistes reticulatus, sujetos a temperaturas excesivamente altas,
hemos observado anisocitosis y poiquilocitosis, con eritropldstidos muy numerosos.
Hemos también observado condiciones similares en otros peces con lesiones
parasitarias en las branquias. En una tortuga marina con hemorragia severa de
los pulmones, el frote de sangre revel6 gran nimero de estos elementos no-
nucleados.

Un hecho interesante es que, trabajando con los tritones sujetos a neu-
trones térmicos por 12 horas, hemos observado grandes cantidades de eritro-
plistidos (22). En los pulmones de estos animales se observé edema, y la con-
dicion general de estos Organos indicé que los tritones obtenian oxigeno por
otras vias, probablemente por via cutinea, lo que es tipico en los anfibios.
Teniendo en mente el hecho de que los urodelos de la familia Plethodontidae,
en los cuales se encuentran muchos eritroplistidos, no poseen pulmones en la
fase adulta, hemos procedido a extirpar pulmones de Diemictylus viridescens
normales. En esta forma creiamos simular experimentalmente las condiciones
presentes en los tritones sujetos a los neutrones térmicos y las condiciones tipicas
de los Plethodontidae.

A pesar de que los tritones sobrevivieron esta operacién (36), cl efecto
deseado no se produjo (24). En consecuencia, los factores que causan la pro-
duccion anormal de los critroplastidos en los animales de sangre fria no ecstin
completamente claros y tienen que ser estudiados mds detalladamente.

Deseamos mencionar también una técnica, muy divulgada cn las inves-
tigaciones clinicas, que promete ser importante para la hcmatologia comparada.
Estudios con la electroforesis sobre el papel demostraron diferencias especificas
en la composicion del suero entre los varios grupos de vertebrados (7, 43, 46).
Por ejemplo, la diferencia entre el suero humano y el de los peces consistc cn
una diferente proporcion de la albumina y de las globulinas (11). Estas dlti-
mas se modifican durante el desarrollo de los peces (12) y de los anfibios (15).
Modificaciones de la hemoglobina fueron también observadas en aves de edal
difcrente (26), asi como en varios vertebrados parasitados (44) y normales (42)

En conclusién, debemos recalcar que los estudios de hematologia com-
parada en los vertebrados inferiotes no tienen valor directo en la hematologia
clinica. Sin embargo, cstos estudios son indispensables, ya que el uso de ani-
males de sangre fria se ha generalizado mucho en las investigaciones médicas
y farmacoldgicas. Ademis, la hematologia comparada’ contribuird a la compren-
sién del mecanismo de la hematopoyesis tipica y anormal del hombre y de otros
animales. Finalmente, los estudios de este tipo constituyen fuente de mucho
valor para el conocimiento de los principios fundamentales de la biologia.
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RESUMEN

La autora hace una revisién histérica y bibliogrifica de la hematologis
comparada, y comenta la nomenclatura de esta disciplina haciendo notar la im-
portancia del proceso hematopoyético en la produccién de tipos anilogos pero
no homélogos de células en los distintos grupos de vertebrados. Comenta espe-
cialmente los problemas planteados por la anemia pseudoeritroplastica del triton
Diemictylus viridescens y, finalmente, el problema de eritrocitos no nucleados
en vertebrados de sangre fria en condiciones normales y anormales, estas tl-
timas siempre relacionadas con dificultades respiratorias o con temperaturas ex-
cesivamente elevadas.

SUMMARY

A historic and critical review is made of comparative hematology; its
nomenclature' is discussed, stressing the importance of the hematopoietic process
in the production of analogous but not homologous types of cells in different
vertebrate groups. Special discussion is made of the problems of pseudoerythro-
plastic anemia in Diemictylus viridescens and of enucleated red cells in cold-
blooded vertebrates in normal and abnormal circunmstances: the latter usually
related to respiratory difficulties or abnormally high temperatures.
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Diemictylus (Triturus) vividescens, el urodelo de
manchas rojas del oriente de Estados Unidos.

Frotis de sangre, tincién de Wright,

Fragmentacion de eritropldstidos después de expues-
tos a neutrones térmicos, 400 X.

Babesiosoma jabni, infeccidon en eritrocitos y eritro-
plastidos circulantes, 1100 X.

Anemia pseudoeritropldstica. NoOtense los nucleos
agrandados que desplazan a la hemoglobina, 850 X.
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