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Parametros hematolégicos y morfologia celular de serpiente
cascabel (Crotalus simus) bajo cuidado humano en El Salvador

Hernandez Dofian HD?, Hernandez Reyes HR?, Lopez Salazar LS?, Chopin Rodriguez CR®, Gonzalez Pérez
GP*.

RESUMEN

Esta investigacion describe, por primera vez en El Salvador, parametros
hematoldgicos y morfologia celular de la serpiente cascabel centroamericana
(Crotalus simus) mantenida bajo cuido humano. Entre febrero y abril de 2024
se recolectaron muestras sanguineas de la vena coccigea caudal de ocho
ejemplares (machos y hembras; adultos y juveniles) alojados en el Laboratorio
de Entomologia de Vectores del Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud.
Se evaluaron recuentos eritrocitarios, leucocitarios y trombocitarios mediante
camara de Neubauer, asi como hematocrito, hemoglobina e indices
eritrocitarios. Ademas, se elaboraron frotis sanguineos tefiidos con tincion de
Wright para la identificacion morfologica de células de las lineas roja y blanca.
Los resultados evidenciaron variaciones atribuibles a respuestas fisiolégicas
asociada al estrés. La morfologia celular observada coincidié con reportes
previos para la familia Viperidae, destacando eritrocitos elipticos nucleados,
linfocitos predominantes y presencia de azurdfilos. Estos datos constituyen una
referencia inicial para el monitoreo clinico y el manejo sanitario de la especie
bajo cuido humano.
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ABSTRACT

This research describes, for the first time in El Salvador, the hematological
parameters and cellular morphology of the Central American rattlesnake
(Crotalus simus) maintained under human care. Between February and April
2024, blood samples were collected from the caudal coccygeal vein of eight
specimens (males and females; adults and juveniles) housed at the Vector
Entomology Laboratory of the Center for Research and Development in Health.
Erythrocyte, leukocyte, and thrombocyte counts were assessed using a
Neubauer chamber, along with hematocrit, hemoglobin, and erythrocyte indices.
In addition, blood smears were prepared and stained with Wright’s stain for the
morphological identification of red and white blood cell lines. The results
revealed variations attributable to physiological responses associated with
stress. The observed cellular morphology was consistent with previous reports
for the Viperidae family, highlighting nucleated elliptical erythrocytes,
predominant lymphocytes, and the presence of azurophils. These data provide
an initial reference for clinical monitoring and health management of the species
under human care.
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INTRODUCCION

La serpiente cascabel centroamericana (Crotalus simus) es una especie
de serpiente venenosa perteneciente a la subfamilia de las viboras de foseta
(Crotalinae). Esta especie se distribuye ampliamente en regiones tropicales y
subtropicales de América Central, donde cumple un rol ecoldgico importante.
En El Salvador, actualmente se encuentra categorizada como una especie en
peligro de Extincién, segun el Ministerio de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (MARN, 2023). Las mordeduras de esta serpiente venenosa
constituyen un problema de salud publica a nivel nacional, especialmente en
zonas rurales donde el acceso a servicios médicos puede ser limitado.

En El Salvador, segun Chirino (2022), la mayoria de los casos de
mordeduras por serpiente venenosa se registra durante la temporada de lluvias
y afectan principalmente a poblaciones vulnerables que habitan en areas
agricolas. A pesar de la relevancia médica y ecoldgica de la serpiente Cascabel
(Crotalus simus), los estudios hematolégicos en esta especie son escasos en
la regiébn centroamericana, y particularmente inexistentes en El Salvador;
siendo la hematologia una herramienta fundamental para la evaluacion del
estado general de salud en todas las especies incluyendo a los reptiles siento
este dltimo grupo el menos estudiado hasta el momento. En ese sentido, la
investigacion tuvo como objetivo determinar los pardmetros hematoldgicos de
ejemplares de Crotalus simus mantenidos bajo cuidado humano en el
Laboratorio de Entomologia de Vectores del Centro de Investigacién y
Desarrollo en Salud. Para ello, se recolectaron muestras de ocho individuos, los
cuales fueron clasificados por sexo y grupo etario, con el fin de obtener valores
minimos, medios y maximos en su perfil hematolégico, asi mismo, se llevé a
cabo un andlisis de la morfologia celular de la linea blanca y roja.

MATERIALES Y METODOS

El estudio dio inicio en febrero 2024 en el Laboratorio de Entomologia
de Vectores del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud de la Universidad
de El Salvador (13°4305'N, 89°12'11"0). Se tomo6 dos muestras sanguineas
entre los meses de febrero y abril del 2024 de ocho ejemplares de Crotalus
simus (machos y hembras, adultos y juveniles), mantenidos bajo cuidado
humano como modelos de estudio en condiciones controladas de temperatura
y humedad relativa, estos ejemplares estan en constante monitoreo de su
estado de salud general con examenes coproparasitologicos de rutina
desparasitaciones y vitaminacion, examenes fisicos y dieta a base de roedores
de laboratorio. Es importante recalcar que en esta investigacion no se
consideraron los factores de ambiente en los recintos y época del afio, como
variables que influyen en los resultados hematoldgicos. La contencién fisica se
efectud con ganchos herpetoldgicos, Tong y tubos acrilicos, una vez introducido
el ejemplar en el tubo de restringe su movilidad. Las muestras sanguineas se
obtuvieron mediante puncion de la vena coccigea caudal con jeringas estériles
de 3 ccy 1 cc, con precaucion de no puncionar hemipenes en caso de machos



y con las glandulas almizcleras para evitar contaminacion de muestra o tener
efectos adversos en la serpiente (Heatley, 2020), recolectando volimenes no
mayores al 1% del peso corporal, no mayores a 1 ml en ejemplares con peso
vivo de mas de 1 kilogramo. Se emplearon agujas de 25G en juveniles y 21G
en adultos. Las muestras fueron depositadas en tubos con heparina de litio
como anticoagulante.

Los frotis sanguineos se prepararon manualmente, se tifieron con
colorante de Wright debido a su coloracion policromatica para evidenciar
diferentes estructuras celulares, permitiendo diferenciar entre eritrocitos,
trombocitos y el grupo de leucocitos, se observaron en el objetivo 1000x con
aceite de inmersion para la identificacion morfolégica de los glébulos blancos y
rojos (Hernandez et al, 2014; Rivadeneyra et al, 2020).

El recuento celular de eritrocitos, leucocitos y trombocitos se realiz6 en
camara de Neubauer modificada (Martinez-Silvestre et al, 2011; Gomez 2015y
Bos, 2019), utilizando diluciones en relacién 1:200 es decir; una parte de sangre
en 200 de solucion de Natt y Herrick, mezclando 10 microlitros de sangre y
aforando hasta 2 ml de diluyente, este diluyente esta descrito para el uso
especifico en aves, reptiles y peces debido a sus caracteristicas tanto como
diluyente asi como colorante de la muestra, permitiendo realizar recuentos en
simultaneo de linea blanca, linea roja y trombocitos ya que permite diferenciar
las estructuras celulares y reducir el tiempo de recuento y preparacion de la
muestra (Natt y Herrick citado por Martinez-Silvestre et, al, 2011; Heatley J.
2020). Tras homogeneizar la muestra se colocé una gota en la cAmara de
Neubauer, se dej6é sedimentar 5 minutos y luego se observé en el objetivo 40x.
el recuento de eritrocitos se realizo en la cuadricula central de 5 x 5 en los cuatro
cuadrantes de las esquinas y el central, en cuanto a trombocitos y leucocitos se
realizd los recuentos en los cuatro cuadrantes mayores de la camara de
Neubauer.

El hematocrito se determiné utilizando microcapilares con muestras
sanguineas de los ejemplares, las cuales se centrifugaron a 12,000 g durante
5 minutos, posteriormente se midié el hematocrito mediante una tabla de lectura
de microhematocrito en capilares para determinar su porcentaje.

Por ultimo los valores de hemaoglobina, volumen corpuscular medio
(VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) vy concentracién de
hemoglobina corpuscular media (CHCM) se calcularon mediante férmulas
estandar.

Los datos obtenidos se analizaron mediante estadistica descriptiva,
utilizando el software Microsoft Excel para el procesamiento y analisis de los
datos, obteniendo los valores minimos, medios y maximos y se realizo la
desviacion estandar para medir la dispersion de estos datos respecto a su
media.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos para pardmetros hematolégicos en serpiente
cascabel (Crotalus simus) bajo cuidado humano en el Laboratorio de
Entomologia de Vectores del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud de
la Universidad de El Salvador obtenidos por medio de recuento manual en
camara de Neubauer se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Pardmetros hematoldgicos de serpiente cascabel (Crotalus simus) bajo cuidado
humano en El Salvador.

Adultos Eritrocitos Leucocitos trombocitos HTC Hb VCM MCH MCHC
cel /uL cel /uL cel /uL % g/dl L Pg g/dl

3,541.250 11,200+/- 18,026+/- 31,5+/- 10,5+/- 128+/- 38,8+/- 31,5+/-
+/- 9,347 15,145 9.4 34 59.4 18.67 0.54
1,154,082

Juveniles
3,752,500+/- 3,850+/- 6,737+/- 29,13 9,7+/- 142+/- 39,9+/- 32+/-
1,038,511. 2,280 1,969 +- 1.86 44.77 14.43 0.75

55

Hembras
3,748,750 4,125 +/- 7,218 +/- 32.62 10.9 113.62 36.37 31.62
+/- 857.8 1,500 +/- +/- +/- +/- +/-
1,242,711 13.47 4.48 67.86 21.56 041

Machos
3,377,500+/- 10,925+/- 17,544+/- 28+/- 9.324/- 125.62  42.25 31.75
1,024,295 8.502. 15,705 5.02 1.68 +/- +/- +/-

43.17 10.68 0.82

Eritrocitos. Se obtuvo un promedio por encima de los rangos reportados
para la especie Crotalus simus por Gomez (2015) que se reporta valores
maximos de 1,088,000 cel /uL. Ademas, tanto en hembras como en machos se
reportan valores de eritrocitos por encima del rango reportado. Estos resultados
sugieren policitemia, trastorno que podria ser asociado por diversas
condiciones como adaptaciones fisiolégicas hasta enfermedades patoldgicas.
Mader (2006) sugiere que una de las causas mas frecuentes de policitemia en
reptiles es debido a deshidratacién lo que hace que la concentracion de
glébulos rojos aumente en relacion con la cantidad de liquido disponible. Alves,
2014, sugiere que la contraccion esplénica podria ser una respuesta a factores
estresantes, resultando en una concentracién elevada de hematocrito y
ocasionando una policitemia absoluta transitoria.

Trombocitos. Se obtuvo un valor promedio dentro del rango reportado
para la especie por Gbmez (2015), que varia entre 3,900 cel/uL a 20,100 cel/pL.
Los trombocitos no solo desempefian un papel crucial en la formacion del



trombo para la coagulacion sanguinea y cicatrizacion de heridas, para el caso
de los reptiles, en condiciones de anemias también pueden adquirir la
capacidad de transportar oxigeno, compensando la demanda generada por la
pérdida eritrocitaria e incluso pueden actuar como células fagocitarias ante
determinadas condiciones (Martinez-Silvestre et al, 2011; Heatley J, 2020;
Campbell y Grant 2022). Se observé una trombocitosis en dos ejemplares
machos adultos, estos valores podrian estar relacionados a cambios en la dieta
proporcionada, posible insuficiencia de reticulocitos; no obstante, una
trombocitosis persistente durante un periodo prolongado podria ser indicativa
de una enfermedad crénica no diagnosticada, tal como lo sefiala Bos (2019).

Leucocitos. El valor leucocitario se reportd por debajo del rango
reportado por Gémez (2015) de 13,000 cel /puL y 45,000 cel /pL. Se observé una
leucopenia marcada en tres ejemplares juveniles dentro de la investigacion;
Martinez-Silvestre et al (2011) menciona que esta disminucion en el conteo
leucocitario puede ser secundaria a enfermedades asociadas con
inmunosupresion, estrés o animales jévenes susceptibles a inmunosuprimirse
0 malnutricién. En algunos casos, este fenémeno también puede ocurrir durante
periodos de estivacién, debido a la reduccién de la actividad en épocas de calor.

En los resultados obtenidos de hematocrito, hemoglobina e indices
eritrocitarios, las variables asociadas a edad y sexo no se consideraron
influyentes para el andlisis de los valores obtenidos, debido a que no hubo
alteraciones que se asocien a las variables mencionadas.

Hematocrito. En serpientes adultas se obtuvieron valores dentro del
rango reportado para la especie, que varia entre 16% a 36%, asi mismo, para
juveniles se encuentran dentro del rango reportado, que varia entre 22% a 30%
por Gémez (2015). Segun Martinez-Silvestre et al (2011), una elevacion del
hematocrito es indicativo de hemoconcentracion o policitemia, mientras que
niveles bajos pueden ser indicativos de procesos relacionados con anemias.

Hemoglobina. En serpientes adultas se obtuvo levemente por encima
del rango reportado para la especie, que varia entre 6.4g/dl a 10.40g/dl, asi
mismo el valor obtenido de hemoglobina en serpientes juveniles se encontrd
dentro del rango superior reportado para la especie, que varia entre 3.5 g/dl a
9.5¢/dl por Gomez (2015). La elevacion de hemoglobina esta directamente
influenciada al aumento de eritrocitos evidenciado en los valores obtenidos.

Volumen corpuscular medio (VCM). El valor obtenido para serpientes
adultas se encuentra dentro de los parametros reportados para el mismo
género, de diferente especie, Troiano (1997) reporta para la especie Crotalus
durissus terrificus en serpientes adultas de 83 fL a 207 fL y en serpientes
juveniles se reporta 69 fL a 171 fL.

Contenido Corpuscular Medio de Hemoglobina (MCH). Se obtuvieron
valores inferiores en esta investigacion para serpientes adultas y juveniles a lo
reportado para el mismo género, diferente especie. Troiano (1997) reporta para
la especie Crotalus durissus terrificus en serpientes adultas de 57 pga 91 pgy
en serpientes juveniles se reporta 53 a 79 pg. Lo que podria asociarse a la
policitemia absoluta transitoria. Un nimero alto de eritrocitos puede hacer el
MCH se encuentre aparentemente bajo por hemoconcentracion. Alteracion que
puede deberse a factores estresantes durante la manipulacion para la
extraccion (Martinez-Silvestre et al, 2011); o podria indicar deficiencia de hierro
(Rubén, 2018).

Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (MCHC). Los
valores obtenidos en la investigacién para serpientes adultas y juveniles se



encontraron inferiores a lo reportado para el mismo género, diferente especie.
Troiano (1997) reporta para la especie Crotalus durissus terrificus en serpientes
adultas de 46 g/dL a 57 g/dL, en juveniles 46 g/dL a 62 g/dL, reflejando una
alteracion fisiol6gica temporal por hemoconcentracion, ademas la respuesta
regenerativa eritrocitaria en los reptiles parece ser mas lenta que en mamiferos
y una vida promedio de 600 a 800 dias y una renovacién mas lenta (Martinez-
Silvestre et al, 2011; Alvarez, 2011 y Heatley J, 2020).

Por tanto, a pesar de observarse un MCH y MCHC por debajo del rango
de referencia, los valores de hemoglobina junto con un recuento elevado de
eritrocitos y VCM conservado indican que la disminucion de los indices
corpusculares refleja un fendmeno de hemoconcentracion asociado a
policitemia absoluta transitoria, mas que una hipocromia verdadera o un déficit
disfuncional de la hemoglobina.



Morfologia celular

La morfologia celular de serpiente cascabel (Crotalus simus), obtenida
bajo cuidado humano en el Laboratorio de Entomologia de Vectores del Centro
de Investigacién y Desarrollo en Salud de la Universidad de El Salvador,
observada en frotis sanguineo con tincion de Wright se muestra en la figura 1.

Figura 1. Eritrocitos (a), Reticulocitos (b), Conglomeracion plaquetaria (c),
Heterofilo no reactivo (d), Eosinofilo (e), Basdfilo (f), Azurofilo (g), Linfocito (h)
de serpiente cascabel centroamericana (Crotalus simus).



Los eritrocitos (a) se observaron elipticos y nucleados lo cual coincide
con lo descrito por Bos (2019) para la familia Viperidae y por Gémez (2015)
para C. simus, estos no presentaron alteraciones evidentes en su estructura
celular; sin embargo, se observaron cambios en la definicion de los bordes
celulares de algunos hematies, Lewis (2011) atribuye estos cambios a
artefactos de la tincién, a pesar de esto, dichos artefactos no interfirieron con la
identificacion de la morfologia.

Los reticulocitos se observaron (b) con su nucleo redondeado y
citoplasma ovalado a irregular, este tipo celular se encontr6 de forma escasa y
principalmente en juveniles, Bos (2019) menciona que suele ser un hallazgo
normal en animales jévenes o en proceso de muda en la familia Viperidae.

Los trombocitos se observaron con su nudcleo céntrico, citoplasma
ameboide a ovalado formando un halo incoloro alrededor del nucleo (c) hubo
una leve tendencia a la agregacién plaquetaria, Martinez-Silvestre et al (2011)
menciona que la heparina, como anticoagulante, puede ocasionar agregacion
en leucocitos y trombocitos sin causar alteraciones hematolégicas significativas.

En los heteréfilos (d) su citoplasma se observé con caracteristicos
granulos fusiformes y refringentes al microscopio y ndcleo excéntrico, su
morfologia concuerda por lo descrito por Gomez (2015) y Bos (2019), no se
observaron heterdéfilos reactivos durante la investigacion ya que su presencia
se relaciona a enfermedades inflamatorias o infecciosas.

Los eosindfilos (e) se observaron de forma redonda, con un citoplasma
incoloro y abundante granulacion eosinofilica citoplasmatica esférica. El nicleo
se localiz6 de manera periférica, coincidiendo con lo reportado por Bos (2019)
para la familia Viperidae, su hallazgo en frotis fue escaso. Estas células estaran
presentes de manera fisiol6gica normal durante las épocas de estivacién o
brumacion. De igual manera, un incremento por encima del rango reportado
puede indicar procesos parasitarios, segun lo descrito por Martinez-Silvestre et
al (2011). En este estudio su ausencia se consideré normal ya que estos
ejemplares se encuentran libres de ectoparasitos y con controles
antiparasitarios y estudios coproparasitolégicos de rutina.

Los basofilos (f) se observaron pequefios, redondos, con granulos
citoplasmaticos tefiidos fuertemente basofilicos debido a su alta densidad
citoplasmaética, lo cual impidi6 visibilizar el ntcleo de forma clara, sin embargo,
este se encontro ligeramente excéntrico, de una coloracion levemente basdfila,
y su citoplasma incoloro de forma redondeada segun lo descrito por Gémez
(2015) para la especie Crotalus simus y por Bos, (2019) para la familia
Viperidae. En este estudio se observaron basofilos en ejemplares con
leucopenia lo cual podria asociarse a un proceso viral, Martinez-Silvestre et al
(2011) menciona que su incremento es normal en épocas de brumacién y
patolégico en infecciones parasitarias e infecciones virales.

Para efectos del estudio se consideraron a los monocitos y azurdfilos (g)
dentro de un mismo grupo celular, dicho esto, los azuréfilos son considerados
células Unicas en las serpientes, actian ante enfermedades inflamatorias,
infecciones parasitarias o bacterianas, asi como en respuesta a un estrés
prolongado, estos fueron el grupo celular mas grande en comparaciéon con otras
células, su estructura celular vari6 de ameboide a esférica, el citoplasma se
observé con algunos granulos y vacuolas y el nicleo mostré formas desde
redondo a ovalado o lobulado coincidiendo con lo descrito por Gémez (2015)
para la especie y Bos (2019) para la familia Viperidae; su hallazgo frecuente



podria asociarse al estrés inducido durante el manejo de las serpientes, ya que
no es posible determinar que su presencia sea consecuencia de una patologia,
debido a la ausencia de un recuento diferencial leucocitario.

Los linfocitos (h) fueron el grupo celular mas abundante, pequefias de
forma redonda a irregular, se observaron pseudopodos, que son
prolongaciones temporales del citoplasma periférico, Gémez (2015) menciona
que se considera normal que en un hemograma el 70% de los glébulos blancos
sean linfocitos, lo que coincide con lo descrito por Martinez-Silvestre et al
(2011), quien sefala que el numero de linfocitos puede variar, llegando a
superar el 80% del recuento diferencial en algunas especies. En general,
muchas especies de reptiles sanos presentan un recuento de linfocitos superior
al de los heterofilos, en este estudio no se observé la presencia de linfocitos
reactivos, lo que sugiere la ausencia de estimulacion del sistema inmune por la
presencia de antigenos asociados a patologias.

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que la policitemia observada corresponde a una
respuesta fisioldgica transitoria asociada al estrés del manejo, mas que a una
condicién patoldgica.

La ausencia de hemoparasitos en los frotis sanguineos indica un estado
de salud relativamente estable en cuanto a infecciones parasitarias; sin
embargo, no garantiza la ausencia de otras patologias que puedan alterar los
valores obtenidos.

Aunque en la investigacion no se evidenciaron diferencias
representativas en los resultados de los parametros hematoldgicos en relacién
con el sexo o la edad de los especimenes muestreados, se debe tener en
cuenta que estos factores podrian tener un impacto no determinado en los
resultados debido a las limitaciones del estudio, como el tamafio de la
poblacion.

Este estudio aporta informacién valiosa sobre los parametros
hematolégicos en Crotalus simus, contribuyendo a sentar una base de
referencia para comprender sus condiciones fisiolégicas bajo cuidado humano.
Estos hallazgos representan un paso importante que permitiran un mejor
abordaje diagnostico y terapéutico en esta especie.
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