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INTRODUCCION

Los trabajos de hematologia ictiolégica son muy numerosos en cier-
tos aspectos, especialmente los relacionados con la bioquimica y la inmu-
nologia, menos frecuentes los de citomorfologia, y muy escasos los cito-
quimicos de los elementos de la sangre circulante.

Se encuentran trabajos en la bibliografia, donde se comentan cambios
de gases, reserva alcalina, recuentos de eritrocitos y valor hematdcrito.
De los leucocitos podemos decir que se comentan casi Unicamente los
recuentos y el estudio citomorfoldgico en algunas especies, tanto de agua
dulce como marina.

Las investigaciones hematoldgicas se orientan principalmente desde
el punto de vista de la inmunologia, destacando principalmente por su
actividad los grupos de Honoluld, California, Japén, Francia y Rusia,
entre otros. Lias especies mds estudiadas han sido : atin, trucha, carpa,
sardina, etc., y las investigaciones se han encaminado al reconocimiento
de las diferentes poblaciones.

En 1961, el doctor J. RopricUEz-Ropa nos facilitd extensiones de
sangre de atun, que tefidas y tratadas posteriormente con diferentes
técnicas presentaron un gran interés para nuestros estudios, siendo este
trabajo el primero de esta indole que se realiza en HEspaiia.

Bajo el titulo amplio de estudios hematolégicos agrupamos las in-
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vestigaciones realizadas en las siguientes partes : eritrocitos, leucocitos
y trombocitos, inmunohematologia y bioquimica.

Quiero hacer constar en este trabajo mi agradecimiento al doctor
J. RopricUEz-Ropa, director del laboratorio de Cidiz del Instituto de
Investigaciones Pesqueras del C.8.I.C., por sugerirnos el tema, propor-
cionarnos bibliografia y darnos amphas facilidades para realizar las di-
ferentes etapas 1n101ales de estas investigaciones. No quiero silenciar al
Consorcico Nacional Almadrabero y al personal de la almadraba y fd-
brica de Barbate, siempre dispuesto a facilitar la labor de toma de
muestras.

Se estudian los eritrocitos en sangre periférica desde los siguientes
puntos de vista : recuento, contenido en hemoglobina, valor hematéerito,
resistencia osmdética en elementos conservados, citometria directa (cito-
pldsmica y nuclear), valor globular, determinacién de la superficie total,
nuclear y hemoglobinica y caracteres citomorfolégicos en extensiones
fijadas y tefiidas con el Pancromo Azul G 239. Lios aspectos citoquimicos
se concentran a los dcidos nucleicos (DNA), actividad pseudoperoxidasas
y el catién hierro trivalente.

Los leucocitos y trombocitos, en general poco estudiados, son inves-
tigados en sus caracteres c1tom01tolég1cos diferenciales en extensiones
finas segin la citoquimica de los grupos electropolares, como también
los carbohidratos, lipidos, dcidos nucleicos (DNA-RNA), y entre las
enzimas, se investiga la distribucién de la actividad peroxidisica.

La inmunohematologia, de tanto interés en el estudio de las pobla-
ciones, se ha desarrollado simultaneando y comparando los datos hallados
en las investigaciones realizadas en el hombre, por lo que comentaremos
de forma resumida las diferentes fases en dichos estudios. Si se mezclan
al azar eritrocitos y sueros o plasmas de diferentes personas, puede ocu-
1Tir que presente aspecto homogéneo, o por el contrario que prontamente
aparezcan grumos irregulares mds o menos gruesos, no destruibles por
agitacion, debido a la aglutinacién de los eritrocitos. Fm los de aspecto
homogéneo, los elementos hemoglobinicos estén hien individualizados,
mientras que en los irregulares, lo grumos presentan a dichos elementos
en aglomeracién desordenada, denomindndosele a dicho fenémeno eritro-
aglutinacién, més concretamente, por ser individuos de la misma espe-
cie, isoaglutinacion. Estas reacciones se pueden llevar a cabo in vitro,
sobre tubos de hemdlisis o sobre portaobjetos, segun la técnica empleada.
Tstas aglutinaciones verdaderas no hay que confundirlas con los posibles
grumos que se pueden formar por reunién de los eritrocitos por contacto
de sus caras, tomando el aspecto de pequefias pilas de monedas y que
con una agitacién discreta adoptan la individualidad. De esta manera
quedan perfectamente diferenciadas las aglutinaciones verdaderas de las
pseudoaglutinaciones, en las que también influyen otros factores, como
el frio.
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En 1874, Macuerri (1952) cita las reacciones de isoaglutinacion entre
diferentes personas, y en 1869 CRETTE y LiANDAIS observaron las reac-
ciones de heteroanticuerpos.

El mérito de las investigaciones metddicas se debe a ILANDSTEINER
(1900, 1901 y 1941), quien descubre la existencia de tres grupos sangui-
neos, correspondiendo el cuarto a sus discipulos Stuant y DECASTELLO.
Tue BrRNSTEIN quien formulé la herencia de los grupos sanguineos si-
guiendo las leyes de MENDEL, actuando con cardcter dominante los gru-
pos A y B, y como recesivo el grupo 0.

Estas denominaciones grupales se deben a DUNGERN e HIRSZFELD
por el afio 1910, que denominaron a los aglutinogenos por dichas letras
y a las aglutininas anti-A y anti-B por las griegas « y 8, y para los sue-
ros, carentes de aglutininas, por la letra cero en mintscula.

Al mezclar sangre humana con suero de otras especies se observa
que hay aglutinacién, lo que demuestra que existen antigenos comunes
a la especie humana,

Bl aglutindgeno estd en el estroma, de aqui la necesidad de conser-
var los eritrocitos completos, estando en el suero o plasma las aglutininas.
Tia reaccién entre aglutininas y aglutindgenos se realiza de forma ldbil,
separdndose a los 50°C y siempre lo hacen de forma especifica. Si se
mezcla suero del grupo 0, que lleva las aglutininas « y 8, con eritrocitos
del grupo A, portador del aglutinégeno A, quedan separadas exclusiva-
mente las aglutininas «, por absorcién especifica, conservindose el titulo
inicial de las 8. El caso contrario ocurre con eritrocitos del grupo B.
Tos aglutindgenos son de naturaleza lipdidea, termoestables bajo di-
versas temperaturas que pueden llegar a 100°C. Su sensibilidad aumenta
con el tiempo.

Las aglutininas son sustancias de tipo albuminoideo y termoestables,
resistiendo los 56°C o mds. Su titulo en el hombre describe una curva
parabdlica, con un mdximo hacia los treinta afios. Las aglutininas «, «,
v B se consideraban naturales desde el punto de vista genético, pero ulti-
mamente existen opiniones abogando a favor de la naturaleza reaccional
por sensibilizacién en contra de bacterias saprofitas o de ciertos alimen-
tos, dado que existen polisacdridos muy afines a las aglutininas anali-
zadas. Se originan en el 5.R.E., en linfocitos y plasmocitos.

Estudios posteriores han demostrado la existencia de otros subgrupos
v grupos, tales como A; y A,, y menos frecuentes o muy raros los Ay,
A, v A;, M, N, con aglutininas anti-M y anti-N. De menor interés los
aglutinégenos P, G, H. LANDSTEINER y WIBNER (1941) descubren el
aglutindgeno de gran interés llamado Rh. T.os grupos sanguineos forman
un cardcter personal fijo desde el nacimiento, no siendo posible descen-
dencia con caracteres distintos a las posibles combinaciones que se pue-
dan hacer con sus progenitores.

Existe otra modalidad de investigacion, que es la llamada isoinmuno-
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anticuerpos, con lo que tenemos reactivos de especificidad y gran sensi-
bilidad para estudiar parentescos entre especies afines.

Citaremos a continuacién algunos trabajos realizados sobre inmuno-
hematologia en el hombre por servirnos de iniciacién, ademds de los
realizados en diferentes grupos zooldgicos, donde se aprecia el interés
de estos estudios en sus diferentes métodos de investigacion para el and-
lisis de subpoblaciones, en relacién con estudios taxondmicos o el com-
portamiento diferencial de especies afines. En cuanto a trabajos reali-
zados en peces, indicaremos inicamente la bibliografia consultada o citas
en autores en relacién con nuestras modificaciones.

En invertebrados marinos tenemos las investigaciones de CUSHING
y colaboradores (1963). En anfibios, BoypeEM y col. (1933) estudia la re-
lacién de algunas especies por métodos seroldgicos, y en el pollo BRILES
y colabs. (1950) indican el valor de los grupos sanguineos, SCHULTZ y co-
laboradores (1953), el de los genes, también en el pollo. Fin bovinos,
STORMONT y cols. (1951) estudian los grupos sanguineos referidos al sis-
tema B y C.

En peces, tenemos los siguientes trabajos : ToTH y col. (1932) rela-
cionando la aglutinacién y hemolisis, JENSEN (1937), que inicia el interés
de la investigacién en el campo de la serologia, CusHING y col. (1953)
demostrando los resultados reaccionales de los eritrocitos de varias es-
pecies frente a sueros humanos ; RIpaway (1957), que comenta amplia-
mente la técnica inmunolégica en el estudio racial ; BALAKHENIN (1962),
que describe métodos generales de demostracién de grupos sanguineos ;
CusHING (1962), resaltando el gran valor de las investigaciones sobre
los conceptos inmunogenéticos en el estudio de las subpoblaciones mari-
nas, y por ultimo los importantes trabajos de PARRISH (1964) sobre mé-
todos bioquimicos y serolégicos, como problemas para futuras aplica-
ciones.

En tdnidos citaremos, entre otros, los trabajos de CusHING (1956),
SuzURr y cols. (1958), MaRR (1962), SPRAGUE y col. (1962), Ripaway
(1962), que emplea métodos inmunoquimicos, y las investigaciones de
Keyvanrar (1962), que encuentra escasisima reactividad en pruebas
cruzadas en el atan, Thunnus thynnus, observable a veces con el micros-
copio en una proporcién de 5 por 600 reacciones analizadas. Por ultimo,
como método de gran interés, destacamos las iniciadas con células hu-
manas y extractos vegetales segin Boyp y col. (1949) continuadas por
Makmna (1957) y ULTER y cols. (1964), que los desarrollan ampliamente
en varias especies de peces. Nosotros seguimos estas ultimas técnicas
en el attin, por parecernos mis adecuadas en este tipo de investigaciones.

Lia inmunohematologia la dividimos en los siguientes apartados :
isoanticuerpos (eritrocitos y sueros de la misma especie), heteroanticuer-
pos (eritrocitos de una especie y suero de otra, es decir, lo que se deno-
mina seroeritroaglutinacién, en el caso de usarse extractos vegetales le
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denominamos fitoeritroaglutinacién), isoinmunoanticuerpos (inmuniza-
cién entre animales de la misma especie) y heteroinmunoanticuerpos (in-
munizacién de una especie con eritrocitos de otra).

Los métodos de isoanticuerpos y heteroanticuerpos no necesitan gran-
des ni costosas instalaciones y creo de gran interés para el tuturo las
investigaciones correspondientes a los heteroanticuerpos, especialmente
las que usan extractos vegetales, por el fdcil intercambio de semillas en-
tre los laboratorios de hematologia distanciados entre si y que trabajan
en estos problemas serolégicos y no cuentan con semillas propias de otras
regiones.

Lo mismo podriamos afiadir para los sueros, que bien se podrian en-
viar desecados en pequefias tarjetas, segun se desprende de nuestras prue-
bas sobre ldminas de vidrio o celuloide, las cuales conservan su actividad
de 7 a 8 dias, con fdcil envio por avién.

Ademads de las investigaciones citadas sefialaremos las de inmuno-
electroforesis.

Desde el punto de vista de la bioquimica, se estudia exclusivamente
el contenido en proteinas totales y urea.

MATERIAL Y METODOS

Las tomas de muestras de sangre se hicieron los dias 11 y 25 de mayo,
O y 13 de junio y 14 de julio de 1965, en la almadraba de Barbate, entre
las 8 y las 12 horas, y en las siguientes condiciones : los peces recién
capturados son punzados en la zona lateral del cuerpo, inmediatamente
por encima de la aleta pectoral, brotando libremente la sangre en forma
de surtidor, la cual es recogida, después de perder los primeros centime-
tros cubicos, directamente en frascos estériles que llevan heparina al 5 %,
en la proporcién aproximada de una gota por cada 10 o 15 cc de san-
gre, en una cantidad de unos 40 6 60 cc por frasco. Yistos son inmedia-
tamente tapados con tapdn a rosca y agitados ligeramente por rotacién
suave, para mezclar intimamente con el anticoagulante y evitar toda
posibilidad de formacién de pequefios codgulos. Seguidamente se guardan
en un refrigerador portdtil que mantiene una tempevatura que oscila al-
rededor de los 8°C, hasta su llegada al laboratorio. En general, desde
que se recoge la sangre y se la transporta al laboratorio, transcurren de
una a dos horas y a veces menos. Prontamente se hace el muestreo para
cada determinacion, separando el plasma y trasladando los eritrocitos al
reactivo de ALSEVER. Una parte de las determinaciones se hacen inme-
diatamente, y otras, las que necesitan técnicas mds complicadas, se rea-
lizan en nuestro laboratorio del Instituto de Investigaciones Pesqueras
de ('idiz. Durante todo el tiempo, la sangre estd conservada en el refri-
gerador a la temperatura indicada. Bl plazo transcurrido entre la toma
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de sangre y su total utilizacién es de dos a tres dias. Se han realizado
ensayos de larga conservacién para las técnicas usadas, obteniéndose
datos que serin comentados. El estudio de las extensiones se puede rea-
lizar, estando reservadas del polvo, aun pasados unos tres meses, sin
encontrar por ello variaciones en los caracteres tintoriales diferenciales.

Para comparar alteraciones postmortem, se tomaron muestras en pe-
ces que llevaban de 8 a 12 horas de captura, obteniéndose la sangre por
puncién de los vasos branquiales. T.a finalidad era estudiar exclusiva-
mente la citomorfologia eritrocitica y la capacidad de aglutinacién ante
sueros diferentes y extractos vegetales.

Para el recuento de los eritrocitos se usan las pipetas cuentaglobulos
habituales para diluciones al 1 :100 y al 1:200, diluyéndose con solucién
de NaCl al 1,2 o 1,3 por ciento, discretamente hiperténica para evitar
hemdlisis. Se puede anadir eosina al 0,1 o 0,2 % para lograr mayor con-
traste de los elementos con hemoglobina. También se puede hacer la
dilucién con el reactivo de Hayeum, siendo la cdmara usada la de NrU-
BAUER elegida entre la de THOMA y BURKER y con doble reticulo y pinzas.
Siempre se usé cubreobjeto grueso para evitar variaciones en el volumen
de la zona de recuentos. Lios eritrocitos destacan limpiamente en el
campo del microscopio, siendo fdcil la lectura, y para mayor exactitud
se recomiendan dos, una a dilucién al 1:100 y otra a 1:200, o sea to-
mando 1 mm® o 0,5 mm® de sangre. Es conveniente hacer el recuento
pasados unos cinco minutos de reposo después de haber llenado la cd-
mara por capilaridad, para que todos los elementos estén en un mismo
plano y no se repitan sus lecturas al emigrar por flotacion.

Los autores han seguido diferentes procedimientos en la determina-
cién de la hemoglobina, debido a que los nucleos de los eritrocitos des-
truidos pueden interferir en el uso de algunos métodos, especialmente
el de SmaLL, por lo que se obtienen cifras mas altas y resultados inade-
cuados. Con el método de la cianhemoglobina, da en muchos casos una
solucién coloidal algo turbia, que enmascara los resultados. En este tra-
bajo hemos usado, por su sencillez y constantes resultados, el método
del carbonato sédico de SHEARD, y SANFORD (1937), usado y recomendado
para sangre de pollo por ScHULZE y ELVEHJEN (1934), por ser los eritro-
citos de peces también nucleados. La determinacién se hace con lectura
en el fotocolorimetro, usando filtro verde y enrasando a cero con la so-
lucién reactivo. T.os valores se dan en tanto por ciento de Hb v en
gramos por ciento de Hb, haciendo la calibracion 100 % Hb = 16 g %
de Hb. En un tubo se colocan 10 cc de solucién de carbonato sodico al
0,1'% v se afiaden 20 mm? de sangre total, se lava la pipeta varias veces
para arrastrar toda traza de sangre y se deja la sangre en reposo unos
dos minutos y luego se hace la lectura. La solucién obtenida es de color
rojo totalmente transparente.

Para la determinacién del valor hematderito hemos utilizado el mé-
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todo de WiNTROBE (1934), con tubo grande y centrifugacion a 2500-3000
rev/min durante un tiempo de 20 a 30 minutos. En el plasma separado
podemos apreciar su transparencia y color y recogido adecuadamente se
puede usar en microdeterminaciones bioquimicas. También se puede
determinar el valor hematdcrito con muy poca sangre tomando 1 mm?
en una pipeta de recuento de leucocitos y diluyéndola hasta media ampo-
lla con solucién de NaCl al 1,2 0 1,3 % y tapando su extremo inferior
con un tubo de goma, arrolldndolo al resto de la pipeta, y se hace la
centrifugaciéon de igual forma. Para los cdlculos haremos la longitud
de 1 mm?® de la pipeta empleada igual al 100 %. lste micrométodo es
util sélo para conocer la relacion plasma-glébulos. Tos caracteres del
plasma no se pueden estudiar.

Kl interés del estudio de la resistencia osmoética es fundamental para
realizav reacciones inmunoldgicas, utilizindose eritrocitos lavados y con-
servados en diferentes disoluciones, KEn este trabajo se uso la conservacion
en el reactivo de Arusevier. Previamente se desplasmatizan los elemen-
tos v luego se colocan a una concentracidn del 50 % en solucién de NaC'l
al 1,2 0 1,3 %. De lo apuntado anteriormente se destaca la necesidad de
conocer lo que serfa una solucién hemolizante, por hipotonia, para estos
eritrocitos en lag condiciones de conservacion, para realizar las reaccio-
nes de eritroaglutinaciones. T.as soluciones hemolizantes, no sirven por-
que al destruir inutilizan uno de los elementos reaccionantes, siendo ne-
cesaria la integridad de las células hemoglobinicas. En inmunohemato-
logia se hard un detenido estudio de los problemas técnicos usados.
A continuacién exponemos brevemente la técnica modificada con la que
se realiza la determinacién de las dos fases de la hemdlisis, inicial y
total, o sea la resistencia minima y la mdxima. La resistencia osmdtica
—de los eritrocitos se ha realizado sobre elementos conservados en ALSE-
VER y refrigeracién durante 48 a 72 horas, desplamatizados y diluidos al
509% en solucién de NaCl al 1,2 %.

En una gradilla (fotogratia 1, fig. 1) se colocan 16 tubos de hemdlisis
y se enumeran, usando en la determinacién tnicamente a partir del tubo
marcado con el 6 6 7, que les corresponde una concentracién del 1,3 o
1,2% de NaCl respectivamente. La pauta de las diluciones es la si-
guiente :

TUBOS  weveeeeenens, 6 7 8 9 10 11 12 18 1 15 16 17 18
ce de NaCl
al 1,8 9% oo 1,8 1,2 1,1 1,0 0,9 0,8 0,7 0,6 05 0,4 08 0,2 0,1

ce de agua
destilada ....... 0,5 0,6 0,7 0,8 09 1,0 1,1 1,2 1,8 14 1,5 1,6 1,7

La concentracion de Na(l en gramos por ciento se deduce de los cen-
timetros cibicos de NaCl al 1,8 %.
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Si no se hacen lecturas fotocolorimétricas, se pueden anadir, en vez
de centimetros cibicos, gotas con una pipeta de igual orificio, para que
éstas sean del mismo tamafio, y de esta forma al tubo marcado con el 7,
por ejemplo, se le afiaden 12 gotas de la solucién salina y solamente 6
de agua destilada, y asi sucesivamente. Liuego de realizadas las dilucio-
nes se agitan los tubos suavemente y se afiade a cada uno una gota de
sangre segin se ha preparado de la forma indicada. Se agitan y dejan
en reposo durante 30 a 40 minutos. Pasado este tiempo, se centrifugan
suavemente y se hace la lectura con el liquido sobrenadante. Por dltimo
anotamos el tubo que presenta trazas de hemdlisis, color amarillo débil y
el que presenta hemdlisis total. El primero da el valor de la resistencia
osmotica eritrocitica minima, y el segundo el correspondiente a la resis-
tencia mdxima. Si se toma el liquido sobrenadante v se hacen lecturas
fotocolorimétricas, obtendremos una curva correspondiente a la grada-
cién hemolitica, pasando desde 0 %, ninguna hemolisis, al 100 %, he-
mdlisis total, lograda con una gota de sangre, colocada y agitada en 1,8 cc
de agua destilada durante igual tiempo de reposo. Hl filtro usado es el
verde 520 mp) y el enrase a cero se hace con la solucién salina de con-
centracion 1,8 %.

Las dimensiones del citoplasma de los eritrocitos se puede realizar
por métodos especiales, tales son el difractométrico de Pryprr (1924),
el hialométrico de ScEMIDT-LANGE y ScHENCK (1933) y el de PONDER
(1930) o fotografico, citado por Mas y Maaro (1953), todos usados en
citologia humana. El método seguido en este trabajo es de micrometria
directa sobre extensiones finas de sangre, secadas y teflidas con el mé-
todo Pancromo Azul G 239 de GuTiErrEz (1962). La exactitud depende
de los cuidados técnicos seguidos durante las diferentes determinaciones.
Hemos usado el ocular 6 X m Reichert y el micrémetro objetivo de 2 mm
dividido en 200 divisiones de Reichert Wien y el obetivo 0,1-1 m,
A = 1,25, 100 :1 Reichert Wien.

Lios campos elegidos para la lectura presentan a los eritrocitos sepa-
rados ligeramente, no midiendo a los que tienen zonas de contactos y
menos aun superpuesto. Se leen los dos didmetros, dada la forma ova-
lada de estas células, y se contaron 250 eritrocitos en varios campos. No
se ha seguido el método de proteger a las extensiones con bdlsamo y
cubreobjeto, por dar mayor grado de retraccién.

El valor globular es un dato obtenido al realizar el cociente entre el
porcentaje de Hb y el doble de las dos primeras cifras del recuento de
eritrocitos.

Para calcular la superficie eritrocitica total, nuclear y hemoglobinica,
hemos utilizado la férmula dada por TiMET (1956) en sus investigaciones
sobre peces adridticos :
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siendo los valores @ y b los diimetros mdximo y minimo. Con este dato
se puede conocer la supetficie eritrocitica en mm?* de sangre y la super-
ficie hemoglobinica.

En el estudio de los caracteres citomorfologicos de los eritrocitos
hemos usado las extensiones finas y secas de sangre, fijadas y tenidas en
el puente de tincién (fotografia 2) con el Pancromo Azul G 239, hacién-
dose un estudio detallado del citado colorante al estudiar los leucocitos
y trombocitos. El tiempo de fijacién oscila entre medio y un minuto, y
el de la coloracién entre seis y diez, realizdndose con el mismo reactivo,
diluyéndolo seguidamente con agua destilada libre de dcido carbdénico o
con solucién tampén de fosfatos a pH = 6,8.

Los resultados son uniformes, tonos nitidos, observindose gran gama
diferencial en la basofilia, oxifilia, policromatofilia, azurofilia y meta-
cromasia, necesarias para el diagndstico de las células de la sangre. Se
destaca como ventaja el corto tiempo de fijacién-coloracién en compara-
cién con otros que emplean de 30 a 40 minutos, recomendado por PucH-
Kov (1964) usando el GIEMSA-ROMANOWSKY,

Para el estudio citomorfoldgico de los eritrocitos, también recomen-
damos los métodos siguientes : fijacién con alcohol metilico absoluto
de 3 a 5 minutos y secar. A continuacion tefir con disolucidén de eosina
al 1% durante 3 minutos y lavar con agua destilada. Otras extensiones
se fijaron de igual forma y se tifieron con solucién de azur A o azur I al
0,5 % durante 5 minutos, con lavado posterior v secado. Fl objeto de
estos métodos era estudiar la distribucién de zonas oxifilas y baséfilas
exclusivamente, junto con la actividad metacromatica. También se usa
la fijacién con vapores de formol a 25°C durante 5 minutos, en una ca-
mara de vapores de dicha sustancia, segun la fotografia 1. Después se
lavan con agua corriente y destilada. Se secan y tifien con hematoxilina
de tipo Harris acetificada en la proporcién de una gota de dcido acético
por cada 10 cc de hematoxilina, durando la tincién 5 minutos, virando
con agua corriente y lavando con agua destilada y haciendo contratin-
cidén con la solucién de eosina durante 2 a 3 minutos. Esta tincidn se
hizo para comparar la influencia de una fijacién y coloraciéon mds drastica
que la pancromitica en la observacién de datos citométricos, no encon-
trindose alteraciones en los caracteres citomorfoldgicos.

En el estudio del DNA se utiliza el método de FEULGEN y RossEM-
BERG, empleando para la hidrélisis HCI/N y reactivo de ScHIFF, prepa-
rado segun la férmula recomendada por Mac Manus en histoquimica.

Fuesina bdsica . . . . . . . . . lg
Agua destilada (A.D) . . . . . . 200 ce
HCYN . . . . e 20 cc

Sulfito o metabisulfito sédico . . . . 1lg



62 MANUEL GUTIERREZ

o
o
o

.
.

- 1adill ] . s . s TR
Fia. 1 Gradilla con tubos de hemolisis para resistencia osmdtica de log eritrocitos
Caja de Petri, adaptada como camara de fijacion con vapores de formol.

i

I"1a. 2. — Disposicién del puente de fijacidn-coloracién de extensiones.
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Cuando el agua destilada estd hirviendo, se retira del fuego y se
afiade la fucsina bien pulverizada, agitindose y enfridndose a 50°C' para
afiadir el HCI/N y dejar enfriar a 25°C, agregando seguidamente el sul-
fito o metabisulfito sédico y después de agitado y tapado se deja en re-
poso durante 24 horas en la oscuridad. Pasado dicho tiempo se anaden
unos 0,25 g de carbén activado y se agita y filtra sobre un frasco de
color topacio. Para su conservacién se guarda en un refrigerador.

Lia técnica empleada es como se describe seguidamente :

1. TFijacién : las extensiones se fijan con vapores de formol, segiin
se indicd anteriormente en la caja de Petri, adaptada como cimara de
vapores.

2. Luego se lavan con agua destilada y se escurren.

3. Tratar durante 10 a 15 segundos con HCI/N a la temperatura
del laboratorio, 18 a 25°C, y colocar en un bafio de HCI/N que estard
a 59°, durante 5 minutos. Tlevar al HCI/N frio para interrumpir la hi-
drélisis, 10 a 15 segundos. Lavar con agua corriente durante unos mi-
nutos y luego con agua destilada y escurrir bien.

4. Cubrir con el reactivos de ScHirr vy dejar actuar durante 15 mi-
nutos. Liavar con agua corriente (por tratarse de células aisladas no se
lava con agua sulfurosa) y luego, con agua destilada. Se puede hacer
una contratincion con solucion de Verde Tuz al 0,1 %.

También hemos hecho preparaciones simultdneamente con el pro-
ceder de Guriirrez (1960). Las extensiones se fijan con metanol du-
rante 10 a 15 minutos y se dejan secar. Se repiten los tiempos 2 y 3 del
método anterior y al Hegar al 4, en vez del reactivo de ScHirr, se hace
una tincién con el Pancromo Azul G 239 durante 2 ¢ 8 minutos, lavando
y secando. Con este método se consiguen imdgenes nucleares compara-
bles a la veaccién de FRuLGeN y simultdneamente la contratincién de
los sustratos oxifilos.

En el estudio de ciertos aspectos enzimoldgicos se hace la identifica-
cién de la actividad pseudoperoxiddsica (hemoglobina). Las técnicas usa-
das comparativamente han sido la de la bencidina de LisPEHNE, y espe-
cialmente la de glicocola-bencidina de Garcia Branco (1948), llamado
método de . B., usado en sus estudios sobre sangre de batracio y perro.

En la distribucién de los granos de hierro trivalente en las células
que llamamos sideroeritroblastos y sideroeritrocitos, hemos usado una
modificacién del método de PERL, segun la variante estudiada para frotis
de médula ésea humana e improntas de bazo, GUTIERREZ y MONTERO
(1961). Kl hierro se observa en forma de granos de tamafio y nimero
variables, de color azul brillante y disposicién perinuclear.

Para la confeccion de extensiones en el estudio de los leucocitos y
trombocitos, hemos seguido la técnica siguiente : sobre un portaohjeto
se coloca una gota de sangre, o mejor alin, segiin nuestra experiencia,
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colocando con una pipeta una tira de sangre que llegue cerca de ambos
bordes, Se aplica cuidadosamente un borde del portaobjeto o cubreobjeto
que sirve de extendedor delante de la sangre y procurando formar un
dngulo de unos 40-50°. Por capilaridad se extiende la sangre sobre porta
y cuble ocupando el dngulo diedro. Ahora se desliza el cubreobjeto en
la dneccmn contraria, procurando no despegarlo de la zona de frotacion,
hasta lograr extendel en una superficie toda la sangre. Kl deslizamiento
conviene hacerlo despacio para lograr la extensién fina, que nos facilita
una buena separacién de las células. Después basta agitarla al aire para
secar mpldamente Un secado lento produce fenémenos osmoticos por
concentracién del plasma con arrugamiento de las células, aunque siem-
pre existirdn zonas idéneas para el estudio microscdpico. Las extensio-
nes, bien secas, se guardan en cajas portapreparaciones para preservarlas
del polvo, donde se mantendrdn hasta el desarrollo de las técnicas con-
venientes.

Al hacer las extensiones, las células se reparten en general por su
tamafio, ocupando el centro las mds pequefias y los bordes las mds grue-
sas. Los elementos formes quedan adheridos al porta al secarse la ex-
tensién por el contenido en proteinas del plasma. Los mejores detalles
celulares se obtienen observando las zonas finales de la preparacion,
donde resultan delicadamente separadas y extendidas las células.

En general, los grupos electlopolales de los citosustratos que vamos
a estudiar son los grupos aminos primarios y secundarios y el radical
guanidil, como electropolares positivos y los grupos carboxilos, restos fos-
téucos y sulfdricos, como electropolares negativos, estando estos ultimos
condensados por lo que influyen para ciertos matices de coloracion, ya
que inducen metacromasia.

Los métodos de coloracién que se pueden usar son los siguientes :
colorante de (31EMsA, segin recomienda HaMRE para estudiar la sangre
de pollo, en este caso las extensiones se tratan con el colorante de
WRIGHT, unos 4 minutos, después se afiade agua destilada y se deja
4-5 minutos, se lava y tifie con el colorante de (tiEMsa durante 15-25 mi-
nutos. En este trabajo hemos utilizado nuestro fijador colorante ripido,
del que haremos unos comentarios por ser poco conocido en este campa
de la hematologia ictiologica. Se trata de un colorante que usamos en
citologia de la sangre humana y de aves, donde realizamos algunas mo-
dificaciones segun la finalidad pelsegmda en cada técnica. En el caso
del atun introdujimos modificaciones, dando resultados constantes y una
buena diferenciacién entre la acidofilia, basofilia y metacromasia, sin
olvidar el armazén azurédfilo de los nucleos y de los granos con las mis-
mas caracteristicas tintoriales, siendo su preparacion la siguiente : se
colocan en una cdpsula de porcelana de unos 100 cc de capacidad, 0,200 g
de azul de metileno y 10 cc de hidréxido aménico de D = 0,92 — 0,91,
y se calienta en bafio Marfa hirviente durante 3 a 5 minutos. Pasado
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este tlempo y sin retirar del fuego se adicionan otros 10 cc de hidréxido
amonico y se dejan de 8 a 10 minutos, afiadiendo seguidamente 0,120 g
de azul de toluidinay se agita hasta disolver. Se afiaden después 7 cc de
solucién de eosina al 4 %, agitando de vez en cuando con una varilla
de vidrio hasta obtener una pasta y evaporando a sequedad a unos 70°C.
Por tultimo se raspa con la misma varilla, enfriando a la temperatura
del laboratorio, 18-25°C), y se disuelve afiadiendo 250 cc de alecohol me-
tilico absoluto neutro en pequefias porciones de 15 a 20 cc y mediante
un embudo, sin papel de filtro, se recogen sobre un frasco que estard
quimicamente limpio y seco. Después de pasadas unas 24 horas se puede
filtrar sobre el frasco definitivo que estard para mayor comodidad provisto
de tapdn de rosca y tetina cuentagotas. En lugares cdlidos es ttil afiadir
4-5 cc de glicerina anhidra por cada 95-96 cc de solucién preparada, evi-
tdndose asi una rdpida evaporacién durante la fase de fijacién.

lias extensiones de sangre bien secas se pueden usar incluso pasados
de 3 a 4 meses y seglin la finalidad a investigar incluso un afio, estando
reservadas de la luz y polvo, aunque para estudios citomorfoldgicos en
los que se deseen buenos matices y demostracién de delicadas estructuras
debe usarse dentro de los 10 dias de confeccionadas.

Para la fijacién y tincién, se siguen las fases siguientes : las exten-
siones se colocan sobre el puente de tincién y se cubren totalmente con
unas 12 o 15 gotas, se deja actuar durante 1 minuto (fase de fijacién) y
seguidamente se afiaden unos 2 cc de agua destilada o, mejor, solucién
tampén de fosfatos a pH = 6,8, dejindole caer gota a gota en distintos
puntos y se sopla con la misma pipeta, suave y rdpidamente sin tocar
el liquido para homogeneizar dejdndola actuar de 5 a 10 minutos, a ve-
ces 12, debido a la gran cantidad de células a tefiir, especialmente ni-
cleos (fase de coloracién). Pasado este tiempo, se lava con agua destilada
v se deja secar al aire.

También podemos teiiir, haciendo una fijacién con alcohol metilico
durante 2 a 3 minutos y tiflendo durente 10 minutos con la disolucién
colorante recién preparada, en la proporcién de 3 cc de agua destilada
o solucién tampdn de fosfatos a pH = 6,8 y 10 o 12 gotas del Pancromo
Azul G 239. Con ambos métodos hay una seguridad en no obtener pre-
cipitados ni sobrecoloracién, que siempre dan un aspecto grosero, ademds
de dificultar la observacién de los finos detalles en la catalogacién de las
células.

Para obtener los diferentes didmetros celulares, hemos seguido la
citometria directa segun se indicd en el estudio de los eritrocitos.

En la investigacién de carbohidratos no acidicos hemos usado la reac-
cion llamada del PAS para aquellos grupos oxidables por el dcido per-
yédico, siendo la técnica seguida la siguiente : las extensiones bien secas
se fijan en la cdmara de vapores de formol durante 3-5 minutos y luego
se cubren con alcohol metilico segin recomienda GUTIERREZ, MONTERO

5
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y Gasanna (1968), con lo que se logra una buena inmovilizacién del glu-
cégeno y dejindolas secar, pasados unos 5 minutos se cubren con solu-
cién reciente de dcido peryddico al 0,5 % durante 5 minutos y después
de lavadas se dejan secar. Se afiade el reactivo de ScHIFF durante 15 mi-
nutos y pasado este tiempo se lavan de la forma habitual y se tifien con
hematoxilina.

Para la investigacién de carbohidratos acidicos con grupos anidnicos
condensados que inducen metacromasia, hemos empleado el método si-
guiente : se cubren las extensiones durante 5 minutos con solucién de
azur A en metanol absoluto al 0,5 g %, y lavando seguidamente con agua
destilada.

En la investigacién de lipidos hemos seguido la técnica recomendada
por Li1son y citada por UNDRITZ (1952), para citologia de sangre humana.
Tl reactivo es una solucién de Negro Suddn B, fenol-etanol-fosfato diso-
dico a pH = 6,5. Las extensiones son fijadas de la forma habitual en
vapores de formol durante 5 minutos y luego se fratan con la solucién
colorante durante 15 minutos. Se lava con agua destilada, arrastrando
el exceso de colorante con etanol de 80°, se lava de nuevo y se hace una
contratineién con rojo neutro al 1% o con el Pancromo Azul G239 pre-
viamente diluido segtn se indicé en la tincién de leucocitos.

Para la demostracién del DNA seguimos el método de FEULGEN, se-
gtn la téenica descrita en el estudio de los eritrocitos, usando el verde
de metilo-pironina para el RNA previa fijacién en metanol o Carnoy se-
guido del método de BRACHET citado por Davipson (1960) para tejidos
y adaptado por nosotros a extensiones., Otro método es nuestra modifi-
cacién al de HamNEL (1952), usando nuestro colorante y diluyendo en la
fase de tincién con solucién tampén a pH = 4 durante 8-10 minutos.
(lon este método la basofilia citoplidsmica debida al RNA se muestra en
un tono azul fuerte, mientras que el DNA sdlo se aprecia en un tono
verde muy claro. Es muy probable que en esta tincién influya el azur B,
contenido en dicho colorante. Para un total control de dicho dcido nu-
cleico es necesario usar extraccion con RNasa.

Para evidenciar la actividad peroxiddsica se emplearon los métodos
que en sus diferentes variantes usan la bencidina, entre ellos el de GRa-
HaM y de SATO, este ultimo descrito por CIscARr y col. (1960) y compa-
rado con nuestro proceder, GUTIERREZ (1961), para citologia de sangre
humana. En la variante llamada A se fijan las extensiones con etanol
absoluto durante 5 6 6 minutos y se deja secar, tratindose después con
una solucién recién formada por una solucién de 1 cc de bencidina-etanol
al 2 %, conservada en frasco oscuro, y 10 cc de agua destilada, a la que
se le aflade una gota de agua oxigenada de 10 volumenes. Se agita y
filtra directamente sobre la extensién, actuando 2 6 3 minutos, seguido
de lavado y contratineion con Pancromo segin el método de la dilucién
previa. Para la variante B se hace actuar, después de la fijacién, una



HEMATOLOGIA DEL ATON 67

solucién de molibdato aménico al 0,1.% durante 1 é 2 minutos y luego
se vierte la solucién de bencidina, preparada segin se indicé antes, por
filtracién estando la extensién inclinada para que arrastre las nubes que
se forman al contacto de la bencidina con la solucién de molibdato amé-
nico. Se deja actuar durante 1 ¢ 2 minutos, se lava con agua destilada
y se hace la contratincién con solucién de rojo neutro al 1 % para hacer
destacar los nucleos.

En inmunohematologia las muestras de plasma o suero, se prepararon
a partir de la sangre heparinizada, o de muestras dejadas coagular y
conservadas en el refrigerador portdtil. Por centrifugacién se separan
los eritrocitos, obteniéndose un liquido transparente e incoloro, en unos
y ligeramente amarillo o rosado, en otros. Los hemolizados, fueron
desechados para estas pruebas. Los sueros o plasmas fueron conservados
en tubos de hemolisis en el refrigerador, hasta el momento de realizar
los ensayos de aglutinacién cruzadas. Estas reacciones se hicieron a las
24 horas y se repitieron a las 48 y los sueros que sobraron, se conser-
varon durante unas dos semanas, afladiéndose quinosol al 5% en la
proporcién de una gota por cada centimetro ctibico, lograndose una buena
conservacién. En la obtencién del suero es buena técnica que la coagu-
lacién y retraccién sea completa, siendo conveniente dejar las muestras
durante 24 horas en reposo. Pasado este tiempo, se fragmenta cuidado-
samente el codgulo con una varilla estéril y después de comprimir los
trozos, los dejamos unas 5 a 7 horas, para obtener el mdximo de suero.
A continuacién seguimos el proceder citado anteriormente, de separacién
y conservacién. Separamos el suero repartiéndolo en pequefias porciones,
unos 2 cc, en tubos para evitar el contacto minimo con los materiales
durante las manipulaciones. Para la preparacién de los eritrocitos sepa-
rados por centrifugacién del plasma o suero, seguimos la siguiente téc-
nica : se lavan con solucién de cloruro sédico al 1,2 o 1,3%, que
segun se demostrd en la investigacién de fragilidad osmética, esta con-
centracién se comporta como ligeramente hiperténica y con buena con-
servacién de dichos elementos, Al haber comprobado que la sangre total
se conserva mds dias sin presentar signos de hemolisis, cuando se mezcla
con reactivo de ALSEVER en la proporcién de 1 :2, hemos usado éste como
conservador, lavando los eritrocitos dos o tres veces antes de efectuar
las pruebas y haciendo una dilucién al 50 % con la solucién salina a la
concentracion citada. También podemos conservar los eritrocitos libres
del plasma, durante varios dias en el refrigerador, disueltos en solucién
de cloruro sédico al 1,2 0 1,3 %, o mejor atn, en el reactivo de ALSEVER
en la proporcion 1:3 a 1:5. Para usarlos se lavan con la solucién de
cloruro sédico y se diluyen con dicha solucién al 50'% como dilucién
final. Toos eritrocitos conservados de esta forma se pueden usar pasados
unos 7 6 10 dias, con buena capacidad reaccional. También hemos
comprobado que se pueden usar atn con ligeros signos de hemdlisis,
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después de 15 6 20 dias, si previamente se lavan, para quitar los vestigios
de hemoglobina, finalmente se diluyen al 50 %. En nuestras experien-
cias los hemos usado dentro de las 48 horas e incluso hasta los 5 dias
de capturados. Bl reactivo de ALSEVER usado, tiene la siguiente férmula :

Citrato sédico . . . . . 160g
Cloruro sédico , . . . . 160¢g
(#lucosa anhidra . . . . 4,00 »
Agua destilada . . . . . 200 cc

Tl cual ha de conservarse estéril y en el refrigerador.

Ts curioso, que al intentar fijar y tefiir con nuestro colorante de la
forma habitual, extensiones de sangre conservadas en el reactivo de
ArnsmveR, durante unas tres semanas, se observan alteraciones en la
superficie de los eritrocitos, que consisten en oquedades con pérdida
de hemoglobina, que al hacer el estudio a inmersion en caliente, dan el
aspecto de microgotas muy refringentes, en nimero variable de 8 a 15
y de tamafio desigual. Si las extensiones se fijan previamente con me-
tanol y se tifien con el colorante diluido, o se hace, una tincién de
hematoxilina-eosina, no se observa dicho fenémeno. Por ahora, lo in-
terpretamos como una reaccién de la glicerina a nivel de la membrana
lipoide-colesterinica, alterada fisicoquimicamente. HEstos eritrocitos pre-
sentan una forma redonda, en vez de eliptica, y una marcada tendencia
a la cariopicnosis, aparte de presentar menor oxifilia (fotomicrografias
17 y 18).

Para la obtencién de los diferentes sueros humanos anti-A y anti-B
y animales, conejo (Oryctolagus cuniculus, 1..), vaca (Bos taurus, L.),
cerdo (Sus scrofa doméstica, Gray) y pollo (Gallus domesticus, L..) se
ha seguido la técnica antes citada de coagulacién o heparinizacién, frag-
mentacién del codgulo, centrifugacién y separacién en pequefias por-
ciones.

Para los sueros humanos anti-A vy anti-B, se usaron los de gran
titulo, separando las crioaglutininas y liberdndolas del complemento
con bloqueo de las hemolisinas. También se han usado sueros controles
comerciales. T.os sueros de animales procedian de un solo individuo
joven, comprendidos en el primer afio de vida y se eligieron los. sueros
méis transparentes de color amarillo, los de vaca y pollo, y sin color,
los de conejo y cerdo.

Para la preparacién de los extractos vegetales, se usaron semillas
de garbanzo (Cicer arietinum), lentejas (Lens sculenta). altramuces
( Lupinus luteus), guisantes (Pisum sativum) y judias ( Phaseolus vul-
garis), que se sometieron al siguiente tratamiento : Se pulverizan en
un mortero 0,5 g v se colocan en un tubo de hemdlisis de paredes refor-
zadas, afiadiendo 2,5 cc de solucién NaCl al 1,2 0 1,3 %, agitindose
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tres o cuatro veces en intervalos de 10 a 15 minutos, seguidamente se
llevan a un termoestato a 37°C durante dos horas, agitando cada 20 ¢
30 minutos, con una varilla. Pasado este tiempo de incubacién se deja
reposar durante 24 horas en el refrigerador a unos 6°C y después se
centrifuga a 2500 o 3000 rpm, durante unos 15 minutos, separando el
sobrenadante que se usa directamente o diluido.

b - 4

F1a. 8. — q, reaccidén de aglubinacion (—); b, idem (+); ¢, idem (4 +),
y d, idem (+ + +).

Lias muestras conservadas en el refrigerador y estériles son activas
pasado de 10 a 15 dias y habiendo ensayado su actividad transcurrido
un mes con idénticos resultados. Los extractos los guardamos en pe-
queiios lotes y siempre los usamos entre las 24 y 48 horas de preparados
y fueron siempre utilizadas varias semillas de cada especie, para obtener
disoluciones uniformes.

Las reacciones se realizan sobre portaobjetos, mezclando, con una
varilla fina, una gota de suero y otra de eritrocitos de attin diluidos al
50 %, como para las pruebas cruzadas en la investigacién de isoanticuer-
pos. Para los heteroanticuerpos, se mezclan sueros de las especies a en-
sayar o extractos vegetales (semillag) y los eritrocitos. Bn todos los
casos, las reacciones se realizaron a una temperatura ambiente que
oscilé entre 18 y 25°C, y la lectura se hizo en un tiempo maximo de
8 minutos. Para la negatividad o tipo de grumo, en lecturas cualitativas,
nos guiamos por la gradacién de reacciéon indicado en la fotografia 3.

En bioquimica usamos suero, para la determinacién de las proteinas
totales seguidos del método de biuret segin KiNsnmy (1942) y lectura
en fotocolorimetro con filtro rojo (640 mp) y para la urea sangre total,
desproteinizando con dcido tricloracético al 20 % y valoracién del ni-
trogeno liberado por la acecién del hipobromito sédico segin el miecro-
método de BARRON descrito por GasTON pr IRIARTE (1950).
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ERITROCITOS

L.os analisis se realizaron sobre doce muestras de «derecho» y diez de
«wevés». Lios atunes elegidos para realizar las diferentes técnicas se to-
maron al azar, vivos, aunque con signos de asfixia y con una talla media
de 220 ecm. No se llevd a efecto, de momento, el control de grado de
asfixia, tal como lo tuvieron en cuenta HALL y col. (1926). Destacamos
principalmente el recuento de eritrocitos y el contenido en Hb. En las
Tablas I y II, se dan los valores mdximos, minimos y medios de las dife-
rentes determinaciones, comparando simultdneamente los estados de
«derechoy» y «revés», segin términos usados por RoDRiGUEZ-Ropa (1964),
de los diferentes lotes de atunes que fueron sometidos al control hema-
tolégico.

En el recuento (Tabla I) se observa una discreta disminucion en los
de «evés» que puede tener de momento valor, como indice del grado de
asfixia, ya que ambos tipos de muestras, se tomaron al azar, y en tiempos
que no se llevaban largos plazos diferenciales. Este mismo comentario es
vélido para todas las demds determinaciones.

E1 valor hematocrito de 58 % correspondiente a un atin de «revés»,
se interpreta de momento, como muestra de sangre en fase avanzada de
asfixia y mayor hemoconcentracién, debido a probable paso de agua del
plasma a los tejidos (Tabla I).

Referente a la resistencia osmdtica, si los eritrocitos se colocan en
contacto con soluciones hipoténicas de NaCl y en grado mds drdstico con
agua destilada, primero se hinchan (fenémeno de turgescencia) y poste-
riormente se rompen con salida de la hemoglobina, origindindose una
solucién de color rojo transparente (lacado de la sangre) (Tabla I). Estos
datos corresponden a los eritrocitos en las condiciones de conservacién
que se sometieron para estudios de aglutinaciones. Se observa una des-
viacién hacia la izquierda de la resistencia osmética en los de «revés»,
que se interpreta como de alteracién quimica y fisicoquimica a nivel de
la membrana. Creemos de interés el estudio de la resistencia osmotica
de los eritrocitos como un criterio para caracterizar un estado fisiolégico
dependiente de dificultades vitales, alimentacién por ejemplo, en cambios
ecoldgicos. También estarfa influido por otros factores internos relacio-
nados con el metabolismo lipoproteico. ‘

Los valores cariométricos, se mantienen en limites muy constantes
y los eritrocitos en la fase de «revés», tienen aparentemente aspecto
ligeramente alargado (Tabla IT).

El ligero aumento del valor globular en los de «evés» (Tabla I) se
interpreta como una compensacién a la discreta disminucién del nimero
de eritrocitos por milimetro cubico, para cubrir las necesidades del trans-
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Recuentos, hemoglobina, valor hematdcrito, resistencia osmoética y valor globular de los eritrocitos.

; VALOR HEMATO- REsIST. 0SMOT.
RCUEN 3 Hex N A b AL DL *
RecuENTO (en mm®) HEMOGLOBIN A CRITO, en % eng % de NaCl
VaLor
3LOBU-
MAsxo Mint™o Mebro JY .
Mixivo Mixto Mzpro Mix. Min. Mepro Mixmo  MiNivo -
o/ o O o/ o 9o o/ o o
/0 5 (o) /0 =3 ] /o 5 /0
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porte de oxigeno, ya que dicho valor depende del ntimero de eritrocitos |
y del contenido en hemoglobina. j

En la superficie eritrocitica (Tabla IT) si relacionamos el valor corres-
pondiente a la superficie total media y el recuento eritrocitico medio por
milimetro cubico, podemos determinar la superficie eritrocitica total media
contenida en 1 mm® de sangre. Para estos cdlculos hemos usado los va-
lores medios eritrociticos de 2,2 x 10° y 2x 10° para los de «derecho» y
«revés» respectivamente, cuyos valores son : «derecho» =428,56 mm?* y
«aevés» = 363,30 mm?.

Por tltimo, queremos hacer constar que los datos analiticos cuan-
titativos hallados de las Tablas I y II, sélo tienen valor de orientacién
ya que el numero de atunes analizados es escaso y no se ha tenido en
cuenta la influencia del sexo ni el estado de normalidad fisioldgica.

Lias extensiones de sangre fijadas y coloreadas con nuestro método
muestran a los eritrocitos con los siguientes caracteres tintoriales (foto-
micrografia 8), Kl citoplasma es de color amarillento en las células
maduras y con cierto grado de policromatofilia segtin la concentracidn
en hemoglobina. En algunas extensiones, es mds frecuente observar
esta coloracién en campos aislados, que bien se podria interpretar como
la salida a la circulacién de elementos no maduros ante la exigencia de
mayor actividad funcional respiratoria, motivado por la asfixia durante
el proceso de captura. Se observa con mayor frecuencia en las extensio-
nes de sangre correspondientes a atunes que dieron mayor recuento de
eritrocitos. La relacién de los didmetros medio (mdximo/minimo), es
igual a 1,40, mientras que esta relacién, referida al nicleo, es igual
a 1,66, por lo que éste tiene un aspecto mds alargado que el citoplasma
correspondiente, aunque los ejes mdximos llevan la misma direccién.
Kl citoplasma protegido por la condensacién membrana, hace que el
eritrocito presente cierta elasticidad, observable en algunos puntos de
la extensién, donde un elemento puede presentar como didmetro menor
citoplismico en la direccién correspondiente al mayor del nucleo. Este
signo de compresién con la deformidad como respuesta para adaptarse
a las fuerzas externas, nos indica cierto grado de elasticidad con mante-
nimiento de la postura del nucleo dentro del estroma citopldsmico.

El nucleo se presenta como un érgano alargado discretamente y co-
locado, en general, en el centro del eritrocito, no siguiendo los cambios
motivados por las presiones al realizar la extensidn, segin se ha comen-
tado. Con la técnica de la coloracién usada presenta dos tonos, un fondo
azulado (ortocrémico), sobre el cual se dibuja un reticulo de finas hebras
y granos mds o menos gruesos de color violeta purpura. Se han obser-
vado diferentes formas de nticleo, pudiéndose presentar dentado, fusi-
forme, en pera, escotado, etc., sin que exista deformidad del eritrocito.
Lios caracteres tintoriales del nucleo estdn a veces disminuidos en alguna
zona o en una gran porcién de él, son las zonas croméfobas y que afectan
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a las hebras o granos, es decir, falta de induccién de metacromasia ya
que en su lugar hay una tincidén azul ortocrémica uniforme. En elemen-
tos muy aislados sélo hemos visto uno o dos gramos violeta-parpura,
interpretdndose como eritrocitos con signos de lisis (eritrocitolisis peri-
férica), probablemente en células viejas aun circulantes o elementos
lanzados a la circulacién por las contracciones en las fases de asfixia,
procedentes de lugares normales de destruccidn (espleno-contraceion).
Se han visto, en muy pequefia proporcién, eritrocitos sin ntcleo (eritro-
plistido), presentdndose como una masa circular o eliptica oxifila de
igual color que el citoplasma de los eritrocitos nucleados. En los ma-
duros tienen como caracteristico, el citoplasma aciddfilo ortocrémico
v el ntcleo ligeramente alargado con una estructuracion densa y los
no maduros, tienen el citoplasma basdfilo presentdndose en azul-gris
predominante. Muy rara vez, se ha observado algin eritroblasto clasi-
ficado de basédfilo de tamafio pequefio, citoplasma gris-azulado predo-
minante y ntcleo redondo, grande y de cromatina floja.

Los eritrocitos tefiidos con solucién de eosina presentan el citoplas-
ma de color rosado uniforme, mds débil en los policromatdfilos con
menor contenido en hemoglobina. El ntcleo presenta unas hebras muy
aisladas de color rosa-rojizo sobre un fondo incoloro limitado del cito-
plasma. Es probable que en la tincién con el Pancromo, el color pirpura
sea el resultado de existir zonas baséfilas y acidéfilas, mezcla de azul
y rosa-rojizo. En la tincién con azur A 6 azar T a pH = 6,5—068, el
citoplasma se presenta en un color amarillo-verde muy tenue, mos-
trando un grado muy débil de basofilia con distribucién uniforme, lo que
hace que con el Pancromo, no sea rosa o rojizo puro por la eosina que
lleva este colorante, pues durante la tincién, también se ioniza una
buena fraccién de colorantes catiénicos (tiazinas) y anidnico (eosina).
El nucleo presenta una tonalidad doble, azulado y ptrpura, por ser un
colorante metacromatico por lo que interpretamos que el color plurpura
con el Pancromo sea un fendmeno de induccién de metacromasia por
el DNA, por fracciones tiazinicas con grupos aminicos y metilaminicos
independientemente de que exista una refuerzo tintorial purpureo, por
haber cierto grado de eosinofilia. El armazén metacromdtico se revela
bien por el azur A, en las condiciones técnicas comentadas.

El DNA se encuentra localizado en el nicleo, observindose una
trama reticular densa y sélo en algunos elementos, con ligeros signos
de inmadurez, policromatdfilos presentan las mallas mds fluidez en donde
destacan granos sueltos, con un aspecto puntiforme. Lia reaccién es mis
densa en la periferia, con disposicién cercana a la carioteca.

El citoplasma, con la contratincién, presenta color amarillo-verdoso
y no se han visto granos FEULGEN positivos dispersos.

Con las técnicas para la demostracién de la actividad pseudoperoxi-
ddsica, se obtiene una positividad bien aparente en el nticleo en forma
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de hebras o granos sueltos, muy escasos, en contraste con una reaccioén
muy intensa en el citoplasma. La intensidad es, en general, bastante
uniforme en todos los elementos, excepto en los policromatoéfilos, donde
aparte de ser menor, se distribuye algo irvegularmente. Del estudio
comparado de los dos métodos usados, preferimos el denominado de la
glicocola-bencidina (G, B.) de (+arcia Branco v Iforteza, por dar mds
intensidad, obteniéndose preparaciones muy demostrativas del conte-
nido hemoglobinico. Cuando deseamos hacer contratincidn, preferimos
el método de la bencidina, segin LEPEHNE, y la coloracién ulterior con
nuestro método. Con este proceder se aprecian bien los datos citomor-
folégicos, junto con la distribucién pseudoperoxidisica en el citoplasma,
ya que la reaccién nuclear queda enmascarada.

Lia distribucién del hierro trivalente, sélo se advierte en muy aislada
célula, en forma de granos con disposicion yustanuclear o distribuidos
por el citoplasma. En general, la reaccién es negativa.

LEUCOCITOS Y TROMBOCITOS

Solamente se describen los caracteres citodiferenciales de los elemen-
tos maduros de los leucocitos y trombocitos hallados en sangre periférica.
Dado que existen varios nombres para un mismo elemento, y creyendo
que se debe tender a una nomenclatura que sirva para una mejor com-
prensién entre los investigadores en esta rama, de tanto interés en la
Biologia, hemos analizado los datos de la bibliografia, y de momento
adoptamos en parte la nomenclatura que sigue, para peces teledsteos,
Jaxowsgka (1956), por ser, a nuestro juicio, la mds racional con algunas
variantes, no a lo que atafie al nombre de las células finales de lineas,
sino en lo referente a ciertas facetas durante los estadios de diferencia-
cidn-maduracion, segiin datos de nuestras actuales investigaciones. Apar-
te de los eritrocitos ya estudiados, las células a que nos vamos a referir
son las siguientes : granulocitos neutréfilos, granulocitos eosindfilos, gra-
nulocitos basdfilos, linfocitos, monocitos, trombocitos, macréfagos, plas-
mocitos y panhemocitoblastos estaticos,

Para un estudio mds completo de los diferentes coloves que vamos a
observar en las células, haremos una descripcidn de los colorantes que
componen el Pancmmo Azul G239 y de la forma probable de actuar
cuando se ioniza, teniendo en cuenta el pH del medio en la fase de colo-
racién. Nuestro colorante es una solucién metilica glicerinada de eosi-
natos de varias tiazinas procedentes de la desmetilacién parcial del azul
de metileno por oxidacién a pH mayor que 7, seglin método original con
hidréxido amoénico, produciéndose azur B, azur ‘\ y violeta de metﬂeno
en los que queda azul de metileno sin desmetilar y azul de toluidina que
se afiade. En la fase de coloracién se encuentran iones de colorantes
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catidnicos, aniénico y moléculas sin disoclar, en las que las dos fracciones
tienen propiedades colorantes. Dado que el eosinato de azul de toluidina
tiene gran ionizacion, resulta un buen contraste de los sustratos oxifilos
y por otra parte, debido a la riqueza en tiazinas con grupos amino y
metil-amino, se obtienen buenas tinciones de tipo metacromiticas de
aquellos citosustratos ricos en grupos anidnicos condensados. La grada-
cion de los tonos de las diferentes basofilias es muy amplio, por el con-
junto resonante que interviene en la coloracién de grupos electropolares
negativos. Durante la diferenciacién-maduracién, hay cambios patentes
en la polaridad de los sustratos que influyen principalmente en la colo-
racion, a parte de otros factores. Desde este punto de vista y segin un
pH controlado, la coloracién, a nuestro juicio, entra de lleno en la cito-
quimica de grupos electropolares, los cuales estdn principalmente repre-
sentados en los cationes por grupos amino primarios y secundarios, y en
los aniones por grupos carboxilicos y restos fosféricos y sulftricos, sin
definir una sustancia determinada o una agrupacién funcional mayor,
que entraria en otro aspecto citoquimico, segin analizaremos mds ade-
lante.

En la tabla TIT resumimos la interpretacion de la ionizacion de nues-
tro colorante, en medio acuoso, durante la fase de coloracidn, el cual
presente caracteres especiales espectrofotométricos, tincién a pH adecua-
do, ionizacién, tonalidades de basofilias, fijar y tefiiv en corto tiempo,
gran brillantez en mostrar citosustratos oxifilos, baséfilos y metacro-
maticos.

TABLA III

Ionizacién del Pancromo Azul G 239 durante la fase de coloracidn

COLORANTES CATIONICOS COLORANTE ANIONICO MoLECULAS COMPLETAS
Azul de metileno Fosinato de azul de metileno
Azur B Fosinato de azur B
Azur A Tlosina Tloginato de azur A
Violeta de metileno Tosinato de violeta de metileno
Azul de toluidina Tosinato de azul de toluidina

Violeta de toluidina (?)

En la citoquimica de grupos electropolares (a pH = 6,8) haremos una
descripcion de cada una de las células segin el aspecto que muestran
cuando son fijadas y tefiidas con nuestro proceder, que creemos idéneo
para finas investigaciones por dar una amplia informacién sobre los carac-
teres diferenciales (tabla IV).

Granulocitos neutréfilos : son células con capacidad fagocitaria (mi-
crofagocitos). El tamafio del citoplasma oscila entre 8,5-10,5 micras, v el
nucleo entre 5-6 micras. Kl citoplasma es de color rosado muy tenue,
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IV

Caracteres diferenciales de células de la sangre periférica del atin, Thunnus thynnus (L.)

CELULAS

CITOPLASMA

NucLEo

(GRANOS ESPECIFICOS

OBSERVACIONES

Granulocitos
neutrofilos

Color rosado, 8,5-10,5 mi-
cras. Redondeado.

Redondo. Purpura azula-
do. Cromatina en hebras
y grumos. 5-6 micras.

Finas desigualmente re-
partidas de color rojo-vio-
lacea.

Las granulaciones a veces
abundantes, en ofros ele-
mentos muy escaso.

Granulocitos
eosinofilos

Color celeste azulado, a ve-
ces no se observa, 11-13
micras. Redondeado.

Redondo-ovalado, rechaza-
do. Pirpura azulado. Cro-
matina en grumos. 4-6 mi-
cras.

Gruesas muy oxifilas y
abundante, ocupando todo
el citoplasma.

A veces se observan ele-
mentos de pequeiia talla y
pocas. granulaciones.

Granulocitos
basodfilos

Color rosado, escaso. Re-
dondeado. 7,5-9,5 micras.

Redondo, central y de co-
lor purpura oscuro. 4-5
micras.

Medianas, aisladas com-
pactas, de color azul-ne-
gro-pirpura. Metacroma-
sia.

Es el mas pequeilo y esca-
so de los granulocitos.

Linfocitos

Escaso, redondeado y ba-
sofilia ortocrémica. De 6 a
8,5 miecras.

Redondo, reticular, grue-
so, de color purpura. De

5 a 6,5 micras.

No existen.

A veces granos inespecifi-
ficos azurdfilos finos, pur-
pura y yustanuclear.

Monocitos

Abu ndante, gris azulado
tenue. Redondo, 10-14 mi-
cras.

Redondeado, irregular o
escotado. Cromatina re-
ticular parpura. 7-9 mi-
cras.

No existen.

Tincién a pH 6,5-6,8 para
apreciar el color gris-azul.

Trombocitos

Rosado muy débil. Ovoi-
de. 6-7 micras.

Ovoide-eliptico. ~ Pidrpura
predominante. 4,5-5,5 mi-
cras.

No existen.

En general, granos grue-
sos, escasos y azurdfilos
polares. A veces vacuolas.

Eritrocitos

Ovoide eliptico, oxifilos,
amarillento sucio. De 11 a
15 micras/8,6 a 10,6 mi-
cras.

Ovoéideo eliptico, pirpura
azulado y granular. & mi-
cras-3 micras.

No existen.

Fijacion-coloracién a pH=0,8, segin método original con Pancromo Azul G 239.

A veces ntecleo dentado.
Muy raras veces ausencia
de ntcleo (eritroplastido).
Signos de -cariorrexis-ca-
riolisis.
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donde destacan unas finas granulaciones de color rojovioldceas, distri-
buidas regularmente y pudiendo ser abundante o muy escasas. Kl nucleo,
cuya situacién en general es central, suele ser redondo, a veces algo irre-
gular con mamelones lobulados y la cromatina se dispone en hebras y
grumos de color rojo plrpura con un fondo azulado y no se observan
nucléolos (fotomicrografia 1, fig. 4).

Granulocitos eosindfilos : El tamano del citoplasma oscila entre 11 y
12,5 micras, y el del nucleo de 4 a 5 micras, en general, siempre algo
mds pequeilo que el del neutréfilo. Estas células son las mayores de la
serie granulocitica. Su citoplasma estd totalmente atiborrado de gruesas
granulaciones de 1-1,5 micras, con sustrato oxifilo, por lo que muestran
un bello color rojo brillante. En las zonas donde estdn mds separadas
o en los elementos que presentan menos ntimero y estdn mds extendidos,
tienen un color débilmente basdfilo, mostrando un color celeste, la matriz
donde estdn las granulaciones, La oxifilia de estos granos es diferente
de la del citoplasma de los eritrocitos. En general, los granos eosinéfilos
se reparten por todo el citoplasma a partiv de un polo, lo que hace que
quede rechazado el ntcleo hacia la periferia y quedando en la zona mar-
ginal. Bl nucleo siempre lo hemos observado de forma redonda y muy
rechazado por la presién durante la formacién de las granulaciones espe-
cificas, colocdndose junto a la membrana, pero sin hacer relieve en dicho
limite. Su cromatina queda tefiida de color parpura predominante, con
un fondo azulado, y sus grumos son compactos y regularmente reparti-
dos. No se ven nucleolos. En algunas extensiones se han visto granulo-
citos eosinéfilos de pequena talla v escasos granos (fotomicrografia 2).

Granulocitos basdfilos : son elementos muy escasos y el tamafio,del
citoplasma oscila entre 7,5 v 9,5 micras y es el mds pequeiio de los gra-
nulocitos. Su nucleo tiene un didmetro comprendido entre 4 y 6 micras.
Kl citoplasma presenta un color ligeramente rosado en las zonas que no
muestra granos especificos. Con nuestro método rdpido de tincién, el con-
tacto con el medio acuoso es corto y la conservacién de las granulaciones
es buena, ya que las pocas células estudiadas muestran granos muy abun-
dantes y compactamente distribuidos, ocultando gran porcién del nu-
cleo del que sélo deja apreciar una pequeiia zona. Tios granos son mds
pequefios que los de los eosindfilos, con color que varia entre el azul, el
negro y el purpura, o sea con un grado manifiesto de metacromasia, y la
diferencia de colores indicaria un estado funcional. El ntcleo ocupa gran
parte de la célula, pues son de los granulocitos que muestran menor can-
tidad de citoplasma y se presenta tefiido en color purpura oscuro estruc-
turado, casi uniforme y estando localizado en el centro de la célula o
ligeramente excéntrico, no llegando nunca a la periferia, como ocurre
en el eosindfilo. La produccién granular es mds regular que en el oxifilo
y con una mds amplia distribucién, manteniendo al ntcleo en posicion
central (fotomicrografia 3).



78 MANUEL GUTIERREZ

Linfocitos : son células que varian mucho en sus dimensiones, en
general son pequefias y redondas, con un citoplasma que oscila entre
6 y 8,5 micras, a veces mayores, siendo de dificil catalogacién. Kl nucleo,
central, ocupa casi totalmente el citoplasma, especialmente en los ele-
mentos de talla mds pequefia, oscilando entre 5 y 6,5 micras. Bl cito-
plasma aparece como una franja alrededor del nicleo, de color azul muy
intenso (basofilia ortocrémica), y a veces con grumos basofilos muy con-
fluentes. Bn los elementos de mayor talla, la basofilia citopldsmica es
menos manifiesta. En algunos elementos no se han visto pequefias va-
cuolas observéandose digitaciones en la periferia del citoplasma. A veces
se han visto pequefios granos en escaso nimero, de color purpura, locali-
zados cerca del nucleo, Lia cromatina es de tipo condensada en los mds
pequefios y reticular grueso en los mayores, adoptando forma de bloques
y dispuesta en el centro de la célula. No se observan nucléolos ni zonas
de menor basofilia con disposicion yustanuclear (fotomicrografia 4).

Monocitos : son células con potencial actividad fagocitaria y para su
distincién es necesario que las extensiones sean finas. Su tamafio cito-
pldsmico oscila entre 10 y 14 micras, a veces algo mayor, mientras que
su niecleo oscila entre 7 y 9 micras. Su citoplasma suele mostrar, reali-
zando las tinciones a un pH entre 6,5 vy 6,8, un color gris azulado muy
tenue, siendo su tipo especial de basofilia ortocrémica la que nos puede
servir para su identificacién, pues es dificil hacer un citodiagnéstico,
déndole mucho valor a este aspecto del citoplasma. En general no se
observan granulaciones de tipo azurofilo y en aislados elementos se han
visto pequefias vacuolas. K] numero es de color purpura-azul débil, con
cromatina poco densa y tendencia a la veticulacién, rara vez en grumos
y sin nucléolos (fotomicrografia 5).

Trombocitos : el tamafio de estas células oscila alrededor de 6-7 mi-
cras y son ovaladas. Su nucleo sigue la forma general de las células, pre-
sentando un didmetro médximo, comprendido entre 4,5 y 5,5 micras. Son
elementos abundantes y aunque se observan sueltos es frecuente que se
presenten reunidos en grupos (zoogleas) de 4 a 10 células, y son centros
de coagulacién de la sangre. Bl citoplasma se presenta en color rosado
muy tenue y es frecuente observar alguna vacuola con tendencia a dis-
ponerse en las zonas polares. Alguna vez presentan granos azuréfilos
cercanos a estas vacuolas. Kl nucleo tiene un color purpura azulado que
recuerda al de los eritrocitos, bien estructurado y menos azulado que en
los elementos hemoglobinicos, por lo que presentan, en general, un tono
mds purpura. El tamaifio es también algo mayor que en estas células
y es posible hacer la identificacién de los nucleos aislados (fotomicro-
grafias 6 y 7, figs. 4 y 5).

Plasmocitos : son células muy escasas, ya que solo las hemos obser-
vado en una sola extensién de las numerosas estudiadas. Posiblemente
estin relacionadas con ciertas alteraciones celulares de la sangre. Su
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TFra. 4. — Totomicrografias . 1. Granulocito neutrdfilo. - 2. Granulocito eosindfilo. -
3. Granulocito basofilo pequeiio. - 4. Linfocito mediano. - 5. Monocito grande. -
6. Trombocito (dos vacuolas).

citoplasma tiene una intensa basofilia especialmente periférica y dejando
mds clara una zona yustanuclear, Tua hiperbasofilia se presenta a veces
como granos tefiidos ortocrdmicamente v dispuestos apretadamente. Fl
ntcleo es redondeado v situado hacia la periferia, presentando una cro-
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matina de grumos gruesos y de color purpura, los cuales dejan zonas
claras.

Macréfagos : estas células han sido vistas en algunas extensiones y
creemos que se trata de monocitos con actividad actual fagocitaria y
relacionada con ciertos estados de enfermedad-defensa, como los plas-
mocitos. Su citoplasma muestra en general un color gris azulado, vacuo-
lizado y con granos de pigmentos de color verde o negro o detritos englo-
bados de color azul. El ntuncleo se corresponde con la descripeién dada
para los monocitos, lo mismo que el citoplasma, y a veces se ha obser-
vado en él signos de picnosis, quizd lesionado por su actividad funcional.

Panhemocitoblastos : son elementos multipotentes, capaces de dar
origen a todas las células adultas descritas en la sangre periférica. Segin
su capacidad de diferenciacién-maduracién, los dividimos en dindmicos,
localizados en los focos hematopoyéticos, y estdticos, sin signos de ma-
duracién y en el torrente circulatorio. Son células de gran tamafio, osci-
lando entre 12 y 16 micras, y de dificil diagnéstico los de menor talla.
El citoplasma presenta hasofilia ortocrémica no muy acentuada y siempre
agranular y el nicleo es reticulado y con cromatina fina de color purpura,
No se han visto mitosis, nucléolos evidentes ni signos de diferenciacion-
maduracion.

En la citoquimica de los carbohidratos hemos usado la reaccién del
FAS. En este grupo hay varios compuestos no acidicos, siendo los mas
frecuentes : glucégeno, mucopolisacdridos neutros, mucoproteinas y gli-
coproteinas. Kl glucdgeno se puede extraer selectivamente por accién
enzimética, intercalando dicha secuencia entre la fijacién y la reaccion
del PAS, y segin se desprende de nuestras investigaciones, es una reac-
cién muy util en el estudio de la citologia, ya que imprime cierto ca-
ricter a las diferentes células y hace fécil su diferenciacién, aparte de
dar una informacién sobre la existencia de ciertas agrupaciones quimicas
e incluso llega al conocimiento de la distribucién de la actividad gluco-
génica en algunos elementos.

Los granulocitos neutréfilos tienen reaccién positiva y de color rojo
magenta, el cual es localizado en el citoplasma en forma granular com-
pacto, ocupando totalmente el citoplasma y respetando la zona central
correspondientes al nucleo (fotomicrografia 9).

Los granulocitos eosinéfilos presentan reaccién positiva, con locali-
zacién citopldsmica y distribucién exclusivamente perigranular. El cito-
plasma adopta el aspecto de panal o vacuolar con limites de color ma-
genta y el centro claro ocupado por el grano especifico (fotomicrogra-
tia 10).

En los granulocitos baséfilos, la reaccién es positiva y localizada en el
citoplasma, a nivel de los granos especificos, los cuales presentan una
distribucién irvegular y escasa, fdcil de diferenciar de los anteriores ele-
mentos.
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12

F16. 5. — Potomicrogratias : 7. Trombocito (una vacuola). - 8. Dritrocito policroma.-

tofilo y maduros. - 9. Granulocito neutréfilo, PAS (+) denso. - 10. Granulocito eosi-

néfilo, PAS (+) vacuolar. - 11. Linfocito, PAS (+) granular. - 12. Trombocito,
PAS (+) bipolar,

Con esta reaccion podemos diferenciar claramente estos tres granu-
locitos con facilidad, ademds de demostrar la existencia de grupos fdcil-
mente oxidables por la accion del dcido peryddico,

Los linfocitos tienen en algunos elementos reaccién positiva, en for-

6
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ma de granos finos y brillantes, aislados y con disposicién perinuclear,
a manera de corona o escasamente distribuidos por el pequeiio citoplasma
que presentan (fotomicrografia 11).

Tos monocitos dan reaccién positiva en forma de granos muy finos
y de aspecto difuso.

Fn los trombocitos la reaccién es positiva y constante en forma de
granos muy gruesos a manera de bloques, en nimero de dos, y con dis-
posicién polar respecto al nicleo. A veces estos bloques aparecen en nu-
mero de tres o cuatro, mds pequefios y en las zonas laterales del nicleo.

Respecto a las tres ltimas células citadas, destacamos el gran in-
terés de esta reaccién al mostrar cada elemento una disposicién espe-
cial, que sirve para su identificacién, ya que los resultados son superpo-
nibles en cada tipo de célula (fotomicrografias 12 y 13, figs. 5y 6).

Al grupo de los carbohidratos acidicos pertenecen : los mucopolisa-
cdridos deidos (grupos aniénicos condensados), con la propiedad de in-
ducir metacromasia. Hemos usado como colorante la tiazina azur A o
azur I, adquiriendo los granos un color mds o menos rojo violdceo, con
distribucién citopldsmica aislada y a veces formando un casquete en una
zona del nicleo y siendo positivos, exclusivamente, los granulocitos ba-
s6filos.

La citoquimica de lipidos, como dice Ti1son, es una investigacion de
tipo citofisico, ya que al aprovechar la mayor solubilidad del Negro Su-
dén B, en solucién alcohélica en los lipidos, evidencia su localizacién por
acumulacién de dicho colorante al disolverse en ellos.

En los granulocitos neutréfilos la reaccién es positiva, en forma gra-
nular, fina con disposicién regular por todo el citoplasma y dejando so-
Jamente el espacio correspondiente al nicleo, adoptando la forma de
pequefios bastones muy cortos y de color negro, siendo la tinica célula
positiva a esta reaccién (fotomicrografia 14).

En la citoquimica de los dcidos nucleicos, el DNA siempre ha sido
positivo en el ntcleo y nunca en el citoplasma. La reaccién puede ser
intensa en los ntcleos condensados de los linfocitos y menos intensa en
los reticulados de los monocitos. Fin aquellas células con nucleos forma-
dos por zonas mds densas, a ese nivel la reaccién es mds fuerte, como
ocurre en los granulocitos neutrdfilos y eosinofilos.

K1 RNA se observa en los delgados citoplasmas de los linfocitos v
algunas células catalogadas de monocitos. Con esta técnica, y depen-
diendo del pH, se suele observar el DNA en color verde muy débil (de-
bido probablemente a cierta metacromasia inducida por el DNA sobre
el azur B). Con la técnica del verde de metilo-pironina, el DNA toma
un color verde azulado débil, con zonas de color rosado, y el rojo vivo
se encuentra solamente en el citoplasma de los linfocitos y menos in-
tenso en los monocitos. Algunas células de tipo inmaduro presentan una
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F16. 6. — Totomicrogratias : 18. Trombocito, PAS (+) irregular. - 14. Granulocito

neutréfilo, lipidos (+). - 13, Granulocito neutrdfilo, peroxidasas (+) granular. -

16. Granulocito neutrdfilo, peroxidasas (+) densa. - 17. Tiritrocitos conservados con
alteracion superficial. - 18. Tdem sin alteracién.

zona pironinéfila en el citoplasma. Fu los nicleos no se han visto zonas
circulares intensas relacionadas con el nucléolo,

Citoquimica de enzimas: se investiga exclusivamente la actividad
peroxidasica en los granulocitos neutréfilos, usando la varviante A de
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Caracteres citoquimicos de células de la sangre periférica del atin, Thunnus thynnus (L.)

v

CarBo- MucoroLz- . ; Pseupo-
CELULAS HIDRATOS SACARIDOS Lirinos DNA RNA PEroxipasas PEROXIDASAS Hierro
ACIDOS
Granuocitos (+) granular (+) granular  (+) nuclear (+) granular
neutrdfilos uniforme aislados o compacto y
compactos uniforme
Granulocitos (+) peri- (+) nuclear
eosindfilos granular
Granulocitos (+) granular (+) granular (+) nuclear
basofilos aislado aislado. Me-
tacromasia
Linfocitos (+) a veces (+) nuclear (+) inteaso
granular, po- citoplasma,
€O NUmMeroso débil nuclear
Monogcitos (+) débil y (+) nuclear (+) muy dé-
difuso bil citoplas-
ma, débil
nuclear
Trombocitos (+) granular (+) nuclear.
grueso y
polar
Eritrocitos (4) nuclear  (+) difuso, (+) intenso (+) en gra-
débil en poli- uniforme en nos en esca-
cromatdfilos, citoplasma, sos elemen-
(—) en en. hebras y tos
oxifilos granos

nuclear
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nuestro método, los cuales presentan granos finos o gruesos de color ama-
rillento oscuro y repartidos por el citoplasma. Lias demis células presen-
tan reaccion negativa a esta actividad enzimdtica, incluso el granulocito
eosindfilo, que muestra, bien contrastado en rojo vivo, los granos espe-
cificos, no dando positividad ni la periferia de los mismos. Con la va-
riante B se observan los granos quizd mds compactos, en un color azul
intenso, siendo esta variante mis sensible. T.os diferentes colores segun
la técnica empleada serfan debidos a los productos de oxidacién, simple
en la variante A, y por condensacién posterior de la forma oxidada de la
bencidina con moléculas no oxidadas por la accién del molibdato amé-
nico, en la variante B (fotomicrografias 15 y 16). Lios caracteres cito-
quimicos comentados se dan de forma resumida en la tabla V.

INMUNOHEMATOLOGTA

Las reacciones cruzadas (isoanticuerpos) de tipo aglutininas-agluti-
négenos, en las condiciones técnicas descritas, han sido negativas en
todos los casos, incluso observadas con lupa. No usamos tiempos ma-
yores de ocho minutos en las lecturas, porque una desecacién puede dar
resultados falsos. En la investigacién de heteroanticuerpos (seroeritro-
aglutinacién) seguimos el mismo criterio que para las lecturas, indicado
en la figura 3, mientras que en las lecturas cuantitativas las reac-
ciones positivas con sueros sin diluir se repiten a diluciones al 1/2,
1/4,1/8, 1/16, 1/32, 1/64, hasta lograr negativizar, para conocer el grado
de sensibilidad o titulo. En la tabla VI, en la que se usaron diferentes
sueros de animales y eritrocitos de atiin, resumimos los resultados ob-
tenidos, en la que puede apreciarse el titulo de reaccién. Se puede ob-
servar en ella la existencia de antigenos comunes a la especie estudiada
segun los diferentes sueros probados, la incompatibilidad de las sangres,
la menor reactividad con el suero del conejo, el mayor titulo reaccional
para el suero humano anti-A y la correspondencia en los resultados con
los sueros de vaca, cerdo y pollo.

En las reacciones por fitoeritroaglutinacién solamente obtuvimos re-
sultado positivo con extractos de judias (Phaseolus vulgaris), siendo
sensible hasta titulo 1/32, y las demds reacciones fueron negativas en el
tiempo limite. Tua intensidad de los grumos fue, como con los sueros (fo-
tografia 3), variando desde tres cruces (grumos gruesos) en tiempos que
oscilaron desde 15 hasta 20 segundos, hasta una cruz (grumos finos) en
un tiempo de 5 a 7 minutos. Un ejemplar procedente de la almadraba
de Tia Linea de la Concepcién (atunara) en el mar Mediterrdneo y so-
metido a las mismas pruebas seroldgicas, obtuvimos idénticos resultados
al de los ejemplares de Barbate (Atlédntico).
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TABLA VI
Resultados obtenidos en los ensayos de reaccidn entre los eritrocitos del atin y
diferentes sueros de animales. (+ indica reaccién positiva, — negativa y + dudosa)

DILUCIONES DE LOS SUEROS

SUEROS USADOS

0 1/2 1/4 1/8 1/16 1/82 1/64
1. Conejo ..o.oevvneinnns + + — — — — —
2. anti-B + + + —_— — — —
3. anti-A + + + o+ + — -
4. Vaca + + + + + — —
5. Cerdo + + + + + — —
6. Pollo + + + + + — —
BIOQUIMICA

En la tabla VII quedan resumidos los valores hallados de las protei-
nas totales en gramos por ciento de seis ejemplares de «derecho» y cinco
de .«revés», y la urea en gramos por mil, en ocho de «derecho» y seis de
«evés». Se observa en ella una discreta disminucién en el contenido
de las proteinas totales, en el corto ntmero de ejemplares de «evés»,
probablemente relacionado con el cambio ecolégico que pudiera influir
en el régimen alimentario proteico. Por parte de la urea, las cifras os-
cilan dentro de unos valores limites estrechos, lo que podrfa indicar un
metabolismo normal, constante y relacionado con ciertos compuestos
nitrogenados.

TABLA VII

Concentracién de las proteinas totales (en g %) y de la urea en sangre (en g %o0)

Proreinas Urea
Miximo  MinmMo Mepio MAixmno Minryo Murpr1o
«Derechoy ...... 6,00 5,25 5,57 0,35 0,21 0,26
«Revésy ......... 5,00 4,08 4,46 0,35 0,27 0,30
RESUMEN

Nuestros estudios hematoldgicos han sido realizados en el atin, Thun-
nus thynnus (1..), de la costa sudatlintica de spaiia (Barbate) en ejem-
plares de «derecho» y «revésy,

En ellos se estudian los eritrocitos, leucocitos y trombocitos, caracte-
res inmunohematolégicos y en el aspecto bioquimico, los relacionados
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con las proteinas totales y la urea en sangre. Lios valores correspondien-
tes a los eritrocitos, hemoglobina, valor hematdcrito, resistencia osmo-
tica, valor globular, didmetros y superficies de dichas células, quedan
resumidos en las tablas I y II. Los caracteres citomorfolégicos y cito-
quimicos de los eritrocitos, leucocitos y trombocitos, se reflejan en las
tablas IV y V. Se hace un estudio detallado del colorante hematolégico
Pancromo Azul G 239 usado en la fijacién y coloracién de dichas células,
indicando su rapidez y detallando su preparacién, aparte de seflalar en
la tabla IIT los colorantes que resultan durante su disolucién en agua.
Lios caracteres inmunohematoldgicos ,especialmente las reacciones entre
eritrocitos de atin y sueros de diferentes animales (seroeritroaglutina-
ciones), se recogen, segun su titulo, en la tabla VI, en la cual damos
entre otras las reacciones positivas entre dichas células y el extracto de
judias (Phaseolus vulgaris) (fitoeritroaglutinaciones) a titulo 1/32. Por
tltimo los valores correspondientes a las proteinas totales v urea se dan
en la tabla VII.

SUMMARY

Twenty-two Bluefin tuna, Thunnus thynnus (I.), from southern coast of Spain
(Barbate) of which 12 were of «derecho» (coming season) and 10 of «revésy (reburn-
ing season) were studied on their haematological characters. It was not possible to
take in consideration in this study neither the degree of asphyxiation nor the sex,
therefore our conclusions concern chiefly on the two phases said of «derechoy and
«revésy.

Maximum and minimum values of the number of erithrocytes, hemoglobin con-
centration, hematocrit value, osmotic resistence, globular value, diameter and sur-
face of the cellules, arve given in the tables I and II.

The eytomorphological and eytochemical characters of the erithrocytes, leuco-
cytes and thrombocytes are presented in the tables IV and V. The techniques of
our special haematological staining (Pancromo azul G 289) as adapted to the blood
of fishes is described in the text and resumed in the table III.

The results of our serological studies bebtween tuna erithrocytes and human
serum anti-A and anti-B and animal serum (rabbib, cow, pig and chicken) and ex-
tracts of plants (FFrench beans, garavances, lentils and peas) are given in the table VI.

The total proteing and urea values are given in the table VIIL.
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