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Resumen

Para la determinacién de las caracteristicas morfoldgicas de las células sanguineas de
Colossoma macropomum cultivado en estanques, se utilizaron 20 ejemplares de 5 meses de
edad, con 425g de peso y 25.1cm de largo, obtenidos de la piscigranja “Bonifaz”, ubicada en
el caserio Centro Chambira, distrito de Yurimaguas, Provincia de Alto Amazonas, Region
Loreto. Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena caudal; la tincién Wright
se usO para colorear los frotis sanguineas, con ayuda de un microscopio a 10X y 100X se
caracterizaron las células sanguineas. Las caracteristicas citomorfoldgicas de sangre de
gamitana fueron: globulos rojos o eritrocitos se observaron maduros e inmaduros, los globulos
blancos o leucocitos: neutréfilos o heterdfilos segmentados y abastonados, eosinofilos,
basdfilos, linfocitos, monocitos y trombocitos o plaquetas. Se concluye que la gamitana
presenta las caracteristicas citomorfoldgicas sanguineas similares reportados para otros
teledsteos dulceacuicolas y marinos, lo que confirma que las células sanguineas son semejantes

independientemente a las especies.

Palabras clave: Eritrocitos, Leucocitos, Trombocitos.



Summary

For the determination of the morphological characteristics of the blood cells of
Colossoma macropomum cultivated in ponds, 20 specimens of 6 months of age, with a weight
of 425¢ and a length of 25.1cm, obtained from the "Bonifaz" fish farm, located in the hamlet,
were used. Chambira Center, Yurimaguas District, Alto Amazonas Province, Loreto Region.
Blood samples were obtained by puncture of the caudal vein; Wright's stain was used to color
the blood smears, with the help of a microscope at 10X and 100X the blood cells were
characterized. The cytomorphological characteristics of gamitana blood were: mature and
immature red blood cells or erythrocytes, white blood cells or leukocytes: segmented and rod-
shaped neutrophils or heterophils, eosinophils, basophils, lymphocytes, monocytes and
thrombocytes or platelets. It is concluded that the gamitana presents the similar blood
cytomorphological characteristics reported for other freshwater and marine teleosts,

confirming that blood cells are independently species-like.

Keywords: Erythrocytes, Leukocytes, Thrombocytes.
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Introduccion

Debido al desconocimiento y escasez de estudios de las caracteristicas citomorfoldgicas
de sangre de gamitana (Colossoma macropomum) cultivado en estanques, que tiene
importancia productiva y economica, ponen en desventaja al piscicultor, por lo que es
importante conocer las caracteristicas morfoldgicas de las células sanguineas que presenta esta
especie, en busqueda de mejorar el cultivo en estanques y obtener alimentos inocuos para el
consumo humano.

La citomorfologia sanguinea presentes en las diferentes etapas de vida en los peces,
deben ser monitoreados en las evaluaciones hematoldgicas, ya que son de gran utilidad para la
acuicultura. Las células sanguineas forman parte del sistema inmunoldgico de los peces, para
ello el analisis de sangre en peces constituye un procedimiento facil, asequible y de bajo costo,
nos brinda informacion para el pronostico y diagndstico de morbilidad.

En la actualidad el cultivo intensivo de gamitana es comdn, permitiendo la sensibilidad
patdgena, debido a las condiciones nutricionales y cambios ambientales, esto conlleva a las
perdidas en la produccion debido al desconocimiento de las caracteristicas citomorfoldgicas de
la sangre, reflejandose en la mortalidad al no permitir el diagndstico oportuno de las
enfermedades, ya que la sangre es el punto de confluencia de las alteraciones producidas por
factores ambientales , nutricionales e ictiopatologias. La importancia del estudio es determinar
las caracteristicas citomorfolégicas de la sangre de gamitana cultivado en estanques, esta
evaluacion sanguinea indica el estado fisioldgico, convirtiéndose en una herramienta
fundamental en el monitoreo sanitario de la gamitana.

Los resultados obtenidos de las caracteristicas citomorfolégicas de la sangre de
gamitana aparentemente sanos fueron: globulos rojos o eritrocitos, glébulos blancos o
leucocitos: neutrofilos o heterofilos (segmentados, abastonados), eosinofilos, basofilos,
linfocitos, monocitos y trombocitos o plaquetas. (Ver anexo 1). Llegando a la conclusion que
el Colossoma macropomun presenta las caracteristicas citomorfologicas similares a otros
teledsteos tanto marinos como dulceacuicolas. Esto servira de guia en la evaluacion

hematoldgica asociada al monitoreo en la crianza de esta especie.



Capitulo I: Problema

1.1 Planteamiento del problema y Formulacion

Hay muy poca informacion acerca de hematologia en peces y esta se encuentra
generalizada y ante el alto grado de intensidad de la produccion de la gamitana cultivado
en estanques en nuestro pais, se han presentado pérdidas econdmicas para el acuicultor,
debido a la aparicion de enfermedades al no contar con métodos o técnicas que permitan
un monitoreo permanente del estado fisiol6gico, nutricional y sanitario de los peces para
ello es de importancia identificar las caracteristicas citomorfoldgicas de la sangre de
gamitana al ser el pez mas cultivado en nuestra amazonia peruana, para contar con
informacién referente a los tipos de celulas presentes en esta especie para la cual se
utilizaron los ejemplares cultivados en estanques tipo presa de donde se obtuvieron
muestras de sangre para la observacion respectiva, de esta manera coadyuvar con el

conocimiento profesional en la crianza de la gamitana.

1.1.1 Problema General

¢Cudles son las caracteristicas citomorfoldgicas de la sangre de gamitana cultivados

en estanque?

1.1.2 Problemas Especificos

¢Como son las caracteristicas citomorfol6gicas de los Gl6bulos Rojos o Eritrocitos?
¢Cbémo son las caracteristicas citomorfoldgicas de los Leucocitos?

¢Como son las caracteristicas citomorfologicas de los Trombocitos o Plaquetas?



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

e Identificar las caracteristicas citomorfol6gicas de la sangre de gamitana cultivado en

estanques.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Describir las caracteristicas citomorfoldgicas de los Globulos Rojos o Eritrocitos.
e Describir las caracteristicas citomorfoldgicas de los Leucocitos.

e Describir las caracteristicas citomorfoldgicas de los Trombocitos o Plaquetas.



1.3

Justificacion e Importancia

Debido al cultivo intensivo de la gamitana en nuestro Pert y por ende en nuestra region
amazonica es importante desarrollar estudios que nos permitan controlar los niveles de
productividad y evaluar las condiciones fisioldgicas y sanitarios de los peces cultivado en
estanques y asi evitar pérdidas economicas debido a la aparicion de diferentes
enfermedades, una alternativa para el monitoreo sanitario lo constituye la identificacion de
las caracteristicas morfoldgicas de las células sanguineas mediante la técnica del frotis
sanguineo y la tincién Wright al permitir caracterizar a cada de una de las células
sanguineas de la gamitana, ya que en humanos y otros animales mamiferos se usa
rutinariamente en la prevencion y diagndstico de patologias, Por esta razén es importante
iidentificar y describir las caracteristicas citomorfoldgicas de sangre de gamitana cultivado
en estanques, porque aportara informacion de la sanidad acuicola, condicién que permitira
evaluar tempranamente el estado sanitario , evitando pérdidas econdmicas en la produccién
de la gamitana , garantizando la calidad del producto para el consumo humano, para ello se
debe incluir dentro las evaluaciones asociadas al monitoreo fisioldgico y sanitario de la

gamitana cultivado en estangues.



Capitulo I1: Marco Tedrico

2.1  Antecedentes de la investigacion

Alaye y Morales, (2013), mencionan que los frotis sanguineos de organismos juveniles
de Chirostoma estor estor fueron tefildos con Wright, donde observaron: serie roja eritrocitos
madurs e inmaduros, serie blanca los linfocitos, monocitos, eosinofilos, trombocitos
evidenciandose la ausencia de neutrdfilos, encuanto a las caracteristicas morfologicas de las
celulas sanguineas, encontraron alteraciones en la serie roja como hipocromia, anisocitosis,
poiquilocitosis debido al estrés hipoxico y anemia, esto debido al tipo y forma de cultivo de
tanques y tinas en un sistema de recirculacion cerrado.

Alvarez et al., (2010) al pez catadn (Atractosteus spatula), en México realizaron un
estudio hematoldgico de las cuales los frotis de sangre de catan fueron fijados con metanol y
coloreados con hemocolorante rapido (HYLCEL N°548), donde reportan las siguientes células:
trombocitos, neutrofilos, basofilos, eosinoéfilos, linfocitos, monocitos, células plasmaticas, pro
mielocitos, y mielocitos, lo que concuerdan con los reportados para otros peces.

Atencio et al., (2007), detallan que el pez Rubio Salminus affinis se encuentra
distribuido en los rios de Colombia y Ecuador, sus caracteristicas de las células sanguineas
generan informacién fundamental para la piscicultura, donde utilizaron 10 ejemplares
juveniles, capturados en el rio Sinu. Los frotis sanguineos fueron tefiidos con Wright, llegando
a tomar fotografias de cada tipo celular, para ello determinaron las siguientes caracteristicas
celulares sanguineas: eritrocitos, trombocitos y los leucocitos. Los eritrocitos de forma ovoide,
con nucleo central de igual apariencia, su citoplasma es acidofilo y ocupa la mayor parte de la
célula; los trombocitos de formas redondas a fusiformes, citoplasma escaso poco visible y sin
granulaciones; los linfocitos son células de tamafio y forma variables, el citoplasma es escaso
sin granulos, con un nucleo grande; los monocitos son las célula mas grandes y esféricas, el
nicleo de forma variable redonda a oval presenta una ligera invaginacién de arrifionada,
citoplasma de color baséfilo con vacuolas; los basofilos tienen forma redonda, el citoplasma es
basofilo debido a la presencia de granulos oscuros que cubren el nicleo; Los neutréfilos de
forma variable, su nicleo es excéntrico segmentado y bilobulado, de cromatina ligeramente
compacta, el citoplasma es basofilo con granulos redondos que se tifieron poco; los eosindfilos
de forma redondas y relativamente grandes, con nucleo excéntrico bilobulado, en su citoplasma

presentaban granulos alargados numerosos y eosinofilicos.



Segun Garay y Paredes, (2011), en las caracteristicas hematoldgicas del paco (Piaractus
brachypomus) cultivados en la selva alta de la piscigranja municipal de Aucayacu, su tamario
muestral que utilizaron fue de 30 pacos divididos en tres grupos etarios: alevinos juveniles y
adultos, Las muestras de sangre de los alevinos y juveniles lo obtuvieron por incision del
pedunculo caudal, y de los adultos por puncion de la vena caudal. Para su estudio de las
caracteristicas hematoldgicas, las muestras sanguineas lo colectaron en tubos con EDTA,
donde encontraron: eritrocitos, leucocitos, linfocitos, Heterofilos, Eosinofilos y monocitos.

Hahn et al., (2011), que en la Tilapia nilética (Oreochromis niloticus), sus frotis
sanguineos fueron tefiidos con Wright llegando a caracterizar ocho tipos células. Para los
eritrocitos con ndcleo céntrico de cromatina color parpura oscuro y citoplasma acidofilo; los
policromatocitos o eritrocitos inmaduros lo diferenciaban por el citoplasma més redondo y un
ndcleo con cromatina poco condensada; a los Neutrofilos los diferenciaban por presentar un
gran citoplasma basofilo con escasos granulos, su nucleo excéntrico irregular en algunos casos
multilobulado de cromatina color purpura oscuro; los trombocitos lo determinan como células
alargadas y nucleadas; para los linfocitos como células pequefias ovaladas con bordes
irregulares de cromatina fuertemente condensada, a su citoplasma lo observaron de color azul
oscuro; los monocitos y macrofagos son células grandes de citoplasma azul-grisdceo con
nucleos de forma irregular de color purpura oscuro mostrando pequefios granulos; los
eosinofilos son esféricos de tamafio variable, nicleo excéntrico con cromatina de color morado,
el citoplasma de azul palido con granulos de color rosa claro; en los basofilos su citoplasma
contiene granulos basofilicos el nucleo se tifie de color azul-rojizo claro. Donde llegan a la
conclusion que sus resultados son semejantes reportados por otros autores.

Salazar-Lugo et al., (2012), observan en la morfologia de los leucocitos de sangre del
pez Colossoma macropomun. Seis tipos de leucocitos: (trombocitos, granulocitos tipo 1y 11,
basofilos, Eosindfilos, linfocitos, monocitos y plasmocitos o células inmaduras). Legando a
mencionar que los linfocitos y trombocitos fueron negativos para las tinciones citoquimicas.
Los granulocitos tipo | son celulas esféricas con ndcleo excentrico y citoplasma con finas
granulaciones  distribuidas homogéneamente, obtuvieron reaccion positiva para
mieloperoxidasa, Acido Periddico de Schiff (PAS) y negro amida; los granulocitos de tipo Il
los monocitos y basofilos son células grandes con nicleo compacto, excéntrico, con citoplasma
de aspecto esponjoso y fueron positivas para (PAS), también observaron células inmaduras o
plasmocitos, llegaron a concluir que la gamitana presenta similitudes en los tipos celulares

descritos para otros teledsteos.



Silveira-Coffigny et al., (2005) para la determinacion de las caracteristicas
morfoldgicas y citoquimicas de las células sanguineas de la especie Oreochromis aureus.
emplearon la técnica de May—Grinwald Giemsa, Ilegando a describir seis tipos celulares: a los
eritrocitos, trombocitos, monocitos, neutréfilos y linfocitos maduros y jévenes. Los eritrocitos
son nucleados y elipticos, con nucleo central de color purpura, el citoplasma acidéfilo; los
trombocitos son elipticos; los linfocitos maduros son células pequefias tienen forma irregular
poseen un nucleo redondeado de rojo violeta, su citoplasma azul; los monocitos tienen forma
redondeada con nucleo rojo a violeta y excéntrico, su citoplasma de color gris humo, los
neutrofilos tienen forma redondeada su ndcleo denso de color rojo a violeta, el citoplasma es
rosado grisaceo.

Véliz, (2013), especifica que para la Validacion de la cuenta total de leucocitos en frotis
sanguineo como alternativa de campo en las especies de salmos salar sanos. Es importante
realizar el analisis morfoldgico, luego los recuentos diferenciales de células, es alli donde
lograron identificar y describir las caracteristicas morfoldgicas de los eritrocitos, trombocitos
y leucocitos: Heterdéfilos, eosinofilos, basofilos, linfocitos y monocitos; utilizando el colorante

Giemsa.

2.2 Bases teoricas:

2.2.1 Lagamitana

De nombre cientifico Colossoma macropomum pertenece a la familia
Charicidae, cominmente se le conoce como gamitana en Perud, cachama en Venezuela
y Ecuador, cachama negra en Colombia y tambaqui en Brasil. Es un pez carécido nativo
de las cuencas de los rios Amazonas y Orinoco, (Campos, 2015). Su cuerpo es
comprimido de coloracion negruzca en el dorso y verde amarillento en la parte ventral,
presentando una mancha oscura entre la aleta anal y caudal, sus escamas son pequerias
y fuertemente adheridas a la piel que tienen forma de “V” en la parte ventral (Fondo
Nacional de Desarrollo Pesquero(FONDEPES), 2014). Es una especie omnivora que
alcanza su madurez sexual entre los tres a cuatro afios de edad, pero en condiciones de
cautiverio generalmente no llega a desovar. Esta especie se cultiva en las regiones de:
Loreto, San Martin, Madre de Dios, Ucayali y Cusco (FONDEPES, 2013).



Las caracteristicas fisioldgicas externas de gamitana aparentemente sanos
En la cabeza: de ojos brillantes, branquias de color rojo y lamelas completas.
Su piel: es suave, no presentan descamacion, hematomas, con presencia de mucus.
Las aletas: deben estar integras libre de hemorragias subcuténeas ni parasitos, al igual
que el ano y las pupilas genitales como también no deben estar inflamados, (Balbuena,
2011).

2.2.2 Las células sanguineas de los peces

La sangre es un tejido liquido fundamental para la vida de los peces, compuesta
por diferentes tipos celulares sanguineos como son: glébulos rojos o eritrocitos,
gldébulos blancos o leucocitos y las plaquetas o trombocitos. Farrell et al., 2011 citado
por (Duque & Loaiza, 2017).

Este tejido se caracteriza por que la formacién de este no ocurre “in situ”, si no
en organos diferentes, asegurando la hematopoyesis en su tiempo de vida del pez
(Charpentier 1999, citado por (Alvis, 2004).

2.2.3 Caracteristicas morfoldgicas de los glébulos rojos o eritrocitos de los peces

Los gldbulos rojos de los peces son elipticos u ovales similares a los anfibios y
reptiles, tienen ndcleo, son grandes. Miden de 10 a 20um de largo, 6 y 10pum de ancho.
El tejido hematopoyético mas importante en los peces es el timo, bazo y rifion, Farell
etal., 2011 citado en (Duque & Loaiza, 2017)

Los eritrocitos de los peces son ovoides, con nucleo ovalado , color violeta,

citoplasma rosado, sin granulaciones (Noro & Wittwer, 2012).

2.2.4 Caracteristicas morfologicas de los globulos blancos de los peces

Los Leucocitos son células del sistema inmune, defensa del organismo, es el
mas diverso en cuanto a morfologia y funciones; los leucocitos de peces se clasifican,
asi como otros vertebrados en: linfocitos, monocitos, neutréfilos, eosinofilos y
basofilos, Ellis, et al., 1997, citado en (Alvis, 2004)).

Los Neutrofilos o Heterdfilos, célula con nucleo es excéntrico, de color violeta
redondo, con finos granos y generalmente en forma de l6bulos, citoplasma redondo con

una coloracion celeste, con granulaciones y vacuolas. (Noro & Wittwer, 2012)



Eosindfilos, célula de nucleo excéntrico de color violeta y de forma lobulada,
presenta el citoplasma de color celeste con granulos de color naranja o rosado. (Noro
& Wittwer, 2012).

Basofilos, son células escasas, su citoplasma contiene granulos basofilicos el
nucleo se tifie de color azul-rojizo claro Hahn et al., (2011)

Linfocitos, son células esféricas con nucleo excéntrico grande de color violeta
redondo con cromatina granulosa y condensada, citoplasma escaso rodeando el ndcleo,
azul oscuro sin granulos (Noro & Wittwer, 2012).

Monaocitos, son células de mayor tamafio con nucleo grande reniforme semi
excéntrico de color azul grisaceo y cromatina laxa poco condensada, con citoplasma
irregular de color gris palido, presenta vacuolas (Noro & Wittwer, 2012)

Trombocitos o Plaguetas, tienen una forma alargada, su nacleo es central de
color violeta, su citoplasma es reducido azurofilo palido, sin granulos,
morfolégicamente puede presentar 4 formas: forma oval, de huso, claveteado y
fragmentado (Noro & Wittwer, 2012).

2.2.5 Aporte y Andlisis en funcion a las citas

Son escasos los trabajos publicados en hematologia de la gamitana y se
encuentra generalizada lo que no permite contar con informacion concreta haciendo
que la evaluacion sanguinea se ve limitada, sin embargo, Minaya (2018) en su tesis
denominado Evaluacion del perfil Hematoldgico y Bioquimico en Gamitana en la
Amazonia Peruana solo demostré porcentajes de células encontradas mas no la
descripcion morfoldgica; existen otras publicaciones como Salazar- Lugo et al. (2012),
mencionan que la morfologia y Citoquimica de Leucocitos del Colossoma macropomun
en Venezuela, al igual que los resultados obtenidos en el presente trabajo existe una
concordancia en cuanto a las caracteristicas citomorfoldgicas sanguineas de esta
especie. El estudio realizado por Hahn-Von-Hessberg et al., (2011) en teledsteos
dulceacuicolas referido a Tilapia nilotica en Colombia y Silveira-Coffigny et al.,
(2005), Oreochromis aureus, México, (Véliz, 2013), salmo salar en Chile, existen
similitudes en la descripcion morfologicas de las células sanguineas.

Con este trabajo al tratarse de una investigacion bésica, no experimental,
observacional, descriptiva cualitativo, el aporte es que sirva como base inicial y

primordial en el recuento diferencial celular al saber reconocer a cada una de ellas al



momento de observar al microscopio y obtener resultados precisos y confiables, asi de
esta manera coadyuvar con el conocimiento profesional para el desarrollo técnico en el
cultivo y sea utilizado en las evaluaciones hematoldgicas asociadas al monitoreo

sanitario de esta especie.

2.2.6 Definicion operacional de términos

Citomorfologia

Es el estudio de la estructura y forma de las células sanguineas que hacen de cada
forma celular sean unicas, (RAE-ASALE, s.f.).

Gldébulos Rojos

Célula globosa y roja de la sangre

Componente importante de la sangre. Su funcion es transportar oxigeno y nutrientes
a los tejidos. (RAE, ASALE, s.f.)

Célula

Unidad fundamental de los organismos vivos, capaz de reproducirse independiente
y formada por un citoplasma rodeado por una membrana. (RAE, ASALE, s.f.)
Leucocitos

Célula blanca o incolora de la sangre y la linfa, que puede trasladarse a diversos

lugares del cuerpo con funciones defensivas. (RAE, ASALE, s.f.)
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Capitulo 111: Marco Metodoldgico

3.1 Disefio del Estudio

La investigacion realizada fue de tipo observacional descriptivo cualitativo.
El trabajo se desarroll6 de la siguiente manera:

Obtencion Observacion
Captura de de las Procesamiento y descripcion

Discusion
de los

ejemplares muestras de las muestras microscopica il

de sangre (resultados)

3.2 Ambito de la Investigacion

El ambito de la investigacion fue los estanques del fundo Bonifaz ubicado en el
caserio Centro Chambira, por la carretera Yurimaguas - Munichis, entrando al margen
izquierdo a 7 Km. En el Distrito de Yurimaguas, Provincia de Alto Amazonas, Region
Loreto, (Figura 1).

Figural

Mapa de Ubicacion Caserio Centro Chambira

Fuente: Google Maps
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3.3 Poblacion

El presente estudio estuvo conformado por una poblacion de 2000 ejemplares de
gamitana, tamafio comercial aproximadamente con una edad de 5 meses, procedentes

del cultivo semi intensivo de la piscigranja Bonifaz.

34 Muestra

La muestra fue de 20 gamitanas que fueron obtenidas las muestras de sangre por

puncion de la vena caudal y procesadas para su observacion microscépica, (Figura 2).

Figura 2
Gamitana de la piscigranja Bonifaz- Caserio Centro Chambira

3.5 Técnicas e instrumentos de recoleccion de Datos

Se utilizo la ficha técnica de recoleccion de datos que fue elaborada por el mismo autor,

donde se describio la observacion microscopica (Anexo 1)
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3.6

Procedimientos y Técnicas

3.6.1 Obtencidén de la muestra

Para esta investigacion se utilizé un estanque 2100 m2 cargados con 2000
ejemplares de gamitana cultivados durante 5 meses y utilizando un red de tipo cerco se
obtuvieron una muestra de 20 ejemplares con un peso promedio 425 g y talla 25.1 cm.
los mismos que se acondicionaron en 6 termos cooler con agua los cuales fueron
traslados a Laboratorio Referencial de la Red de Salud Alto Amazonas, realizando
recambios de agua con la finalidad que lleguen vivos a laboratorio para la obtencién de
las muestras de sangre, la manipulacion de la gamitana se realizé con ayuda de una
toalla himeda, se coloco la gamitana en la mesa de trabajo extrayendolos sangre a los
20 ejemplares, para ello se sect con papel toalla para luego ubicar la vena caudal y con
una jeringa descartable de 3ml, y aguja calibre 23Gx1" se realiz6 la puncidn por encima
de la linea lateral cerca de la base del pedunculo caudal, atravesando el musculo cerca
de la columna vertebral, ubicando la vena caudal, se succioné 0.5ml de sangre, este
procedimiento se realizd en un tiempo no mayor de 60 segundos (PATHOVET, 2018)
para luego trasvasar la sangre extraida a un tubo de sistema al vacio (vacutest) de tapa
color lila que contenia anticoagulante EDTA de 0.5 ml. Se homogenizd suavemente

por 4 veces (Mufioz & Moron, 2005) ver Figura 3.

Figura 3
Extraccion de muestra de sangre de gamitana de la vena Caudal
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3.6.2 Procesamiento de muestra

Para la ejecucion del frotis sanguineos se utiliz6 una jeringa tuberculina de 1cc,
se aspird la sangre recolectada colocando una gota pequefia de sangre en un extremo
de la lamina porta objeto limpia de impurezas y con ayuda de otra lamina porta objeto
con borde biselado se deslizo suavemente de izquierda a derecha en un angulo de 45°,
insinuando la gota de sangre por capilaridad a todo el largo del borde del porta objeto
luego extenderla de derecha a izquierda arrastrandolo uniformemente, dejando secar en
un lugar plano y libre de polvo a temperatura ambiente, (Agurto & Ramos, 2007), (ver
Figuras 4).

Figura 4

Frotis Sanguineos de gamitana
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Para la tincion de los frotis sanguineos de gamitana, primero se colocé en la
varilla de coloracion, procediendo a cubrir los frotis sanguineos con unas gotas de
colorante Wright, dejandolo en reposo durante 2 minutos, posteriormente se agrego el
mismo numero de gotas de agua tamponada de pH 6.8, se mezclé soplando suavemente
(hasta formar una capa plateada), dejando reposar la mezcla por 10 minutos, se lavé con
agua a chorro, dejando escurrir y secar a temperatura ambiente. La coloracion se realizo
segun la Técnica de Coloracién de Células y Tejidos (Técnica de tincién Wright),

(Agurto & Ramos, 2007), (ver Figura 5).
Figura 5

Técnica de Tincion Wright

Laminas de frotis sanguineos coloreadas por tincién Wright, listas para la observacién
microscopica, (ver Figura 6).

Figura 6
Laminas coloreadas con Wright
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Ya listas y coloreadas las muestras del frotis sanguineo se procedio a la observacion con
el microscopio binocular marca Olympus, Modelo CX31RBSFA, se coloco la lamina en la
platina del microscopio, para la ubicacion de la muestra se utilizé el objetivo 10X, una vez
estando en el sitio correcto de la muestra (células dispersas de forma homogénea), con un
gotero se coloco una gota de aceite de inmersion en la ldmina y asi poder utilizar el objetivo de
100X, luego se procedio a la identificacion y descripcion de cada una de las células sanguineas
y sus caracteristicas que los diferencian, todos los datos y observaciones se registrd en la ficha
técnica de recoleccion de datos; con una camara fotografica digital Marca Nikon de 16
megapixel, se tomaron fotografias a todos los tipos celulares sanguineos encontrados. Los
elementos celulares se identificaron utilizando criterios de acuerdo a la Hematologia de
Salmdnidos, (Noro & Wittwer, 2012), (ver Figura 7).

Figura 7

Observation Microscépica
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3.7

3.8

3.9

Aspectos Eticos

Las muestras de sangre de gamitana se obtuvieron siguiendo los lineamientos del
Comité Nacional de Etica para el Bienestar Animal y el codigo Sanitario para los
animales Acuaticos (OIE, 2009) y el codigo de ética del bidlogo articulo 12- 13
(Colegio de Biologos del Pert (CBP), 1972)

Limitaciones

Los resultados citomorfoldgicas sanguineas solo son véalidos para la especie de

gamitana criados en estanque.

Materiales:

Se utilizaron los siguientes materiales y equipos:
Microscopio Binocular marca Olympus CX31, aceite de inmersion, laminas porta
objetos, jeringa descartable de 3ml, tubos al vacio con EDTA de 0.5 ml. Colorante
Wright, agua tamponada, varilla de vidrio, alcohol 70°, papel toalla, Camara fotogréfica
digital 16 megapixeles marca Nikon modelo Coolpix, algodon, papel Graf, lapiceros,

l&piz, ficha técnica de recoleccion de datos, Computadora e internet.
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Capitulo 1V: Resultados

Los resultados del presente estudio de la gamitana presentaron las siguientes

caracteristicas citomorfoldgicas sanguineas:

4.1 Globulos rojos o eritrocitos

4.1.1 Caracteristicas citomorfologicas de los globulos Rojos maduros.
e Célula de forma eliptica oval.
e Ndcleo central de color rojo purpura oscura a violeta de cromatina compacta

e Ciitoplasma abundante de color rosado a naranja (Ver figura 8).

Figura 8
Gldbulos Rojos Maduros
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Nota: Nucleo (N) flecha color azul, citoplasma (C) flecha color anaranjado, de la sangre de Colossoma
macropomun, observacion microscopica a 100X, Coloracién Wright.

4.1.2 Caracteristicas Citomorfologicas de los Globulos Rojos Inmaduros.

e Células pequenias de forma irregular.
e Ndcleo grande de color rojo purpura oscuro a violeta, puede ser variable (central o
excéntrico) con cromatina laxa

e Citoplasma escasos de color azul palido grisaceo o rosa palido (Ver figura 9).
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Figura 9
Globulos Rojos Inmaduros.
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Nota: Nucleo (N) flecha color negro, citoplasma (C) flecha color rojo, de la sangre de Colossoma macropomun,
observacion microscopica a 100X, Coloracién Wright.

4.2 Glébulos Blancos o Leucocitos

Estas células leucocitarias se presentan de formas y caracteristicas diferentes segun su
estadio de maduracion de la célula.
4.2.1 Caracteristicas citomorfoldgicas de los Neutrofilos o Heterdfilos:

4.2.1.1 Segmentados:

e Células de forma irregular.

e Ndcleo bilobulado excéntrico de color violeta parpura oscuro con cromatina de
grumos gruesos unidos por filamentos delgados sin cromatina

e Citoplasma abundante de color azul palido a rosa, ésto es por sus granulos finos que

presenta éstas células, (Ver figuralO).

Figura 10
Neutréfilos o Heterofilos Segmentados
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Nota: Nucleo (N) flecha color verde, ciitoplasma (C) flecha color azul, de la sangre de Colossoma
macropomun, observacién microscépica a 100X, Coloracion Wright.
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42.1.2 Abastonados:

e Células inmaduros de forma irregular
¢ Nucleo excéntrico lobulado en forma de una “C” de color violeta purpura con
cromatina de grumos gruesos condensada a intensamente condensada

¢ Citoplasma de color azul pélido a rosa con granulos finos abundantes a escasos
(Ver figura 11).

Figura 11
Neutrofilos / Heterdfilos Abastonados

Wb,

s %

Nota: Nucleo (N) flecha color negro, citoplasma (C) flecha color amarillo, de la sangre de Colossoma
macropomun, observacion microscopica a 100X, Coloracién Wright.

4.2.2 Caracteristicas Citomorfologicas de los Eosinofilos.

e Células de forma irregular.
e Ndcleo lobulado o bilobulado excéntrico de color violeta purpura conectados por
filamentos delgados sin cromatina con grumos gruesos

e Citoplasma puede presentar bordes irregulares; con abundantes granulos gruesos de
color anaranjado a rojo (Ver figura 12).

Figura 12
Eosinofilos
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Nota: Nucleo (N) flecha color marron, citoplasma (C) flecha color anaranjado, de la sangre de Colossoma
macropomun, observacion microscépica a 100X, Coloracién Wright.
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4.2.3 Caracteristicas citomorfologicas de los Basofilos.

e Células de forma irregular.

e Ndcleo bilobulado de color violeta purpura conectado por filamentos delgados sin
cromatina y con grumos gruesos

e Citoplasma de color lavanda o incoloro cubiertos por granulos de color azul oscuro
intenso de distribucién irregular que pueden ocultar el ndcleo, también puede
desprenderse durante la tincion que da el aspecto de areas vacias en el citoplasma
(Ver figura 13).

Figura 13
Basofilos

N

Nota: Nucleo (N) flecha verde, citoplasma (C) flecha color celeste de la sangre de Colossoma
macropomun, observacion microscépica a 100X, Coloracién Wright.

4.2.4 Caracteristicas citomorfologicas de los Linfocitos.

e Células pequerias de forma irregular (redonda. Dentada, oval), en ocasiones se observan

nucléolos

e Nucleo excéntrico de color violeta purpura con grumos gruesos 0scuros con cromatina

condensada a intensamente condensada.
e Citoplasma de color celeste cielo escaso, ha moderado, puede presentar vacuolas (Ver
figura 14).
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Figura 14

Linfocitos
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Nota: Nucleo (N) flecha color rojo, citoplasma (C) flecha color azul, de la sangre de Colossoma macropomun,
observacion microscopica a 100X, Coloracion Wright.

4.2.5 Caracteristicas Citomorfologicas de los Monocitos

e Células grandes de forma irregular

e Ndcleo de color violeta purpura excéntrico variable irregular, pueden ser redondos
en herradura o en forma de rifion (reniforme) a menudo tiene pliegues que producen
circunvoluciones similares a la del cerebro con cromatina laxa.

e Citoplasma de color gris azulado de borde irregular con vacuolas y pueden tener

seudopodos, con granulos finos con frecuencia dan un aspecto de vidrio esmerilado.

Figura 15
Monocitos
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Nota: Nucleo (N) flecha color marrén, citoplasma (C) flecha color celeste, de la sangre de Colossoma
macropomun, observacion microscopica a 100X Coloracion Wright.
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4.2.6 Caracteristicas citomorfoldgicas de Trombocitos o Plaquetas

e Celula de color violeta parpura oscuro, de forma variable redondos a fusiformes,

alargadas o en forma de huso; con elongaciones o filamentos a su alrededor.

Figura 16
Trombocitos o Plaquetas
T -,
L 4 P’

P-

-— - g .-

Nota: Trombocitos o plaquetas = P, flecha color rojo, de la sangre de Colossoma macropomun,
observacion microscopica a 100X, Coloracién Wright.
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Capitulo V: Discusion

Para el Colossoma macropomum cultivados en estanque, los globulos rojos o eritrocitos
presentardn las caracteristicas citomorfologicas sanguineas de formas maduras e inmaduras.
Los Eritrocitos maduros son células elipticas oval con nucleo central de color rojo purpura
oscura a violeta de cromatina compacta y citoplasma abundante de color rosado a naranja y el
eritrocito inmaduro o policromatocitos se diferencia por ser células pequefias de forma
irregular, presentan nucleo grande de color rojo purpura oscuro a violeta de forma central o
excéntrico con cromatina poco condensada y un citoplasma escaso de color azul palido grisaceo
0 rosa palido como lo describi6 Hahn et al., (2011) en la Tilapia nilética (Oreochromis
niloticus), Silveira- Coffigny et al., (2005) Oreochromis aureus, como también son similares a
otros teledsteos tanto marinos como dulceacuicolas (Véliz, 2013) Salmo salar, Atencio et al.,
(2007) (Salminus affinis - Charicidae), los resultados corresponde a peces aparentemente sanos
lo que hace presumir que las células son similares independientemente a las especies. A
diferencia de (Alaye, Rahy, N.; Morales, J. J., 2013) en juveniles de Chirostoma estor estor,
encontraron alteraciones en la serie roja como hipocromia, anisocitosis, poiquilocitosis como
respuesta al estrés hipoxico y anemia, mencionando que estas alteraciones fue debido al tipo
y forma que fueron cultivados como en estanques Yy tinas de sistema de recirculacion cerrado,
esre resultado corresponde a peces enfermos lo que en este trabajo realizado en gamitana
cultivado en estanques no se encontraron estos tipos de alteraciones. Hahn et al., (2011) Tilapia
nilética (Oreochromis niloticus), los resultados de las caracteristicas morfologicas los
leucocitos se clasifican en: neutrofilos o heterofilos segmentados y abastonados, eosinofilos,
basofilos, linfocitos y monocitos como tambien lo mencionan Silveira- Coffigny et al., (2005)
Oreochromis aureus, (Véliz, 2013) Salmo salar, Atencio et al., (2007) Salminus affinis -
Charicidae, Alvarez et al., (2010) al pez catan (Atractosteus spatula), (Garay & Paredes, 2011)
paco (Piaractus brachypomus) a diferencia Salazar- Lugo et al., (2012) en la caracterizacion
morfoldgica y citoquimica de la gamitana los clasifica a los leucocitos en 6 tipos: basofilos,
eosinofilos, linfocitos, monocitos, trombocitos , granulocitos tipo 1y 11, y plasmocitos o células
inmaduras son semejantes al presente trabajo del Colossoma macropomun criado en estanques
excepto los plasmocitos que no encontré en esta investigacion.

Se encontraron neutrofilos / heterofilos esto se presentan en dos formas segin su
estadio de maduracion en segmentados y abastonados. EI segmentado estas células se presentan
de forma irregular, con nucleo excéntrico bilobulado de color violeta pdrpura oscuro con

cromatina de grumos gruesos unidos por filamentos delgados sin cromatina, citoplasma
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abundante de color azul palido a rosa, esto es por sus granulos finos que presenta esta célula.
Mientras los neutrofilos abastonados son células inmaduras irregulares con nucleo lobulado
excéntrico en forma de una “C” de color violeta purpura con cromatina de grumos gruesos
condensada a intensamente condensada, citoplasma de color azul pélido a rosa con granulos
finos abundantes a escasos, como se encuentra descrito por Salazar- Lugo et al., (2012) aunque
estos autores lo describen como granulocitos tipo I, que son los neutréfilos o heterofilos, asi
mismo existe otras investigaciones con similitud Hahn et al., (2011)Tilapia nilética
(Oreochromis niloticus), Silveira- Coffigny et al., (2005) Oreochromis aureus, (Véliz, 2013)
Salmo salar, Atencio et al., (2007) Salminus affinis — Charicidae se encontraron en peces
sanos, sin embargo en (Alaye, Rahy, N.; Morales, J. J., 2013) no se encontraron a los neutréfilos
al parecer en peces enfermos estas células estdn ausentes. Los eosinofilos de la gamitana es
una celula de forma irregular de ndcleo excéntrico lobulado o bilobulado de color violeta
purpura conectados por filamentos delgados sin cromatina con grumos gruesos, el citoplasma
de bordes irregulares; con abundantes granulos gruesos de color anaranjado a rojo, la
descripcion morfolGgica realizada coincide con Salazar- Lugo et al., (2012), Hahn et al., (2011)
Silveira- Coffigny et al., (2005), (Véliz, 2013) a diferencia Atencio et al., (2007) Salminus
affinis, mencionan que el citoplasma presentan granulos alargados numerosos y eosinofilicos
en controversia con la gamitana al presentar granulos redondos o gruesos, se presenta en peces
sanos en pocas cantidades. Los Basofilos de la gamitana son células de forma irregular de
nucleo bilobulado de color violeta purpura conectado por filamentos delgados sin cromatina y
con grumos gruesos de citoplasma de color lavanda o incoloro cubiertos por granulos de color
azul oscuro intenso de distribucion irregular que pueden ocultar el nucleo, también puede
desprenderse durante la tincion que da el aspecto de éareas vacias en el citoplasma, esta
descripcion corresponde a peces aparentemente sanos lo que confirma Hahn et al., (2011)
Tilapia nildtica lo asocia a estados parasitarios y por otros autores como por Salazar- Lugo et
al., (2012), Silveira-Coffigny et al., (2005), (Véliz, 2013) Salmo salar, a diferencia en Garay y
Paredes, (2011), en las caracteristicas hematologicas del paco, no encontraron a los basofilos,
quizas pueden aparecer debido al estrés y falta de oxigeno.

Los Linfocitos de la gamitana se caracterizan por ser células pequefias de forma irregular
(redonda. dentada, oval), nucleo excéntrico de color violeta purpura con grumos gruesos
oscuros con cromatina condensada a intensamente condensada, citoplasma de color celeste
cielo escaso, ha moderado, pueden presentar vacuolas, Salazar- Lugo et al., (2012) describe
de manera semejante a los linfocitos asi también en otros tele6steos Silveira- Coffigny et al.,
(2005), ((\Véliz, 2013), Atencio et al., (2007), en contraposicion a lo propuesto por Hahn et al.,
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(2011) Tilapia nilética que mencionan que el citoplasma de los linfocitos es de color azul
oscuro, los resultados corresponde a peces aparentemente sanos. Los Monocitos de la gamitana
son células grandes irregulares de nucleo excéntrico de color violeta purpura, pueden ser
redondos en herradura o en forma de rifion (reniforme) a menudo tiene pliegues que producen
circunvoluciones similares a la del cerebro con cromatina laxa, citoplasma de color gris azulado
de borde irregular con vacuolas y pueden tener seudopodos, con granulos finos con frecuencia
dan un aspecto de vidrio esmerilado, sin embargo Hahn et al., (2011) en la tilapia nilética
mencionan que los monocitos /macréfagos pertenecen al mismo grupo celular, se diferencian
por su estadio de maduracion , lo que no se evidencio al macrofago en este trabajo y que lo
demas descrito pertenecen a los peces aparentemente sanos. Los Trombocitos o Plaquetas de
la gamitana presentaron caracteristicas similares descritos en otras especies dulceacuicolas
Hahn et al., (2011) Tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus), Silveira- Coffigny et al., (2005)
Oreochromis aureus, Salazar- Lugo et al., (2012) al mostrarse como células de color violeta
purpura oscuro, de forma variable redondos a fusiformes, alargadas o en forma de huso; con
elongaciones o filamentos a su alrededor, como se describe en el presente trabajo lo que
corresponde a células de peces aparentemente sanos.
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Conclusiones

Se concluye que en las muestras evaluadas se identificé con mayor frecuencia a los
glébulos rojos o eritrocitos, neutrofilos segmentados, linfocitos y trombocitos o
plaquetas en relacion a ello se observd con menor regularidad a los neutrofilos
abastonados, eosindfilos, baséfilos y monocitos y que las técnicas del frotis sanguineo
y la tincion Wright fueron éptimos al permitir identificar y describir a las células

sanguineas presente en esta especie (Ver Anexo N°2 Tabla 1).

Que la gamitana presenta las caracteristicas citomorfologicas sanguineas similares a
otros teledsteos tanto marinos como dulceacuicolas lo que confirma que las células son

semejantes independientemente a las especies.

Se concluye que los resultados obtenidos serviran para la realizacion de nuevas

investigaciones en cuanto a la sanidad de la gamitana criados en cautiverio.
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Recomendaciones

Se recomienda, incluir la caracterizacion morfoldgica de las células sanguineas como
examen de rutina dentro del monitoreo y diagndstico fisiolégico en la sanidad de la
gamitana criados en cautiverio, con el propdsito de mejorar la produccién y la calidad

carnicola para el consumo humano.

Usar como guia las caracteristicas citomorfoldgicas de la sangre de gamitana en la
evaluacion hematoldgica asociada al monitoreo en la crianza de esta especie y como

también en la realizacién de nuevas investigaciones.

A la Universidad Nacional Autonoma de Alto Amazonas (UNAAA), a la escuela
profesional de acuicultura incluir dentro de su malla curricular el curso de hematologia

en animales acuicolas tedrico/practico en especial los peces.

Realizar estudios comparativos por grupos etarios (alevinos, juveniles y adultos) de esta

especie para ver si existe diferencias en las caracteristicas citomorfoldgicas sanguineas.

Realizar investigaciones en otras especies de peces de importancia econémica en

nuestra region.
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Anexo N° 1 Ficha Técnica de recoleccion de datos

FICHA TECNICA DE RECOLECCION DE DATOS.

“CARACTERISTICAS CITOMORFOLOGICAS DE SANGRE DE GAMITANA (Colossoma macropomum)

CULTIVADOS EN ESTANQUE”

Células Sanguineas

Caracteristicas citomorfolégicas de sangre de gamitana

Globulos rojos o
Eritrocitos

Glébulo Rojo maduro: /

- Célula de forma eliptica oval

- Nicleo central de color rojo purpura oscura a violeta de cromatina compacta
- Citoplasma abundante de color rosado a naranja

Glébulo Rojo /
- Célula pequeiia de forma irregular

- Nucleo grande de color rojo purpura oscuro a violeta, puede ser variable (central o excéntrico)
con cromatina laxa
- Citoplasma escaso de color azul palido grisaceo o rosa palido.

Glébulos Blancos o Leucocitos

Neutréfilos o

Neutréfilos o Heteréfilos segmentados: /

- Célula de forma irregular /

- Nucleo bilobulado excéntrico de color violeta purpura oscuro con cromatina de grumos gruesos
unidos por filamentos delgados sin cromatina

- Citoplasma abundante de color azul palido a rosa, esto es por sus granulos finos que presenta

Heterdéfilos esta célula.
Neutréfilos / Heteréfilos Abastonados: /
- Célula inmadura de forma irregular
- Nucleo excéntrico lobulado en forma de una “C” de color violeta purpura con cromatina de
grumos gruesos condensada a intensamente condensada
- Citoplasma de color azul palido a rosa con granulos finos abundantes a escasos.
- Célula de forma irregular ¢
- Nucleo lobulado o bilobulado excéntrico de color violeta purpura, conectados por filamentos
Eosinéfilos delgados sin cromatina y con grumos gruesos
- El Citoplasma puede presentar bordes irregulares, con abundantes granulos gruesos de color
anaranjado a rojo. P
- Célula de forma irregular.
- Nucleo bilobulado de color violeta purpura conectado por filamentos delgados sin cromatina
Basofilos 3 GINI ENDO00 SINtoos . : .
- Citoplasma de color lavanda o incoloro cubiertos por granulos gruesos de color azul oscuro
intenso de distribucion irregular que pueden ocultar el nicleo, también puede desprenderse
durante la tincion que da un aspecto de areas vacias en el citoplasma.
- Células pequeiias de forma irregular (redonda, dentada, Wen ocasiones se observan
nucléolos.
Linfocitos - Nucleo excéntrico de color violeta purpura con grumos gruesos Oscuros con cromatina
condensada a intensamente condensada
- Citoplasma de color celeste cielo, escaso ha moderado, puede presentar vacuolas.
- Células grandes de forma irregular.
- Nucleo de color violeta purpura, excéntrico variable irregular, pueden ser redondos en herradura
Monocitos o en forma de rifién (reniforme); a menudo tiene pliegues que producen circunvoluciones

similares a la del cerebro con cromatina laxa
- Citoplasma de color gris azulado de borde irregular con vacuolas y pueden tener seudépodos,
con granulos finos con frecuencia dan un aspecto de vidrio esmerilado.

Trombocitos /
Plaquetas

- De color violeta parpura oscuro, de forma variable redondos Mrmes, alargadas o en forma
de huso con elongaciones o filamentos a su alrededor.

Validado por: Oscar Santa Cruz Sanchez
Tecnélogo Médico en Laboratorio Clinico y Anatomia Patolégica.
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Anexo N°2 Tabla 1 Evaluacion de las Caracteristicas Citomorfoldgicas de la

Sangre de la Gamitana Cultivado en Estanques

Globulos blancos o Leucocitos

Muestras Globulos rojos Nentrofilos . . . — . Trombocitos
Procesadas Maduros Tnmaduros Segmentad Ahastonadosmeﬂums Monocitos EosinofilosBasofilos o plaguetas
G-1 X X X X X
G-2 X X X X X
G-3 X X X X X X
G-4 X X X X
G-5 X X X X X X
G-6 X X X X X X X
G-7 X X X X
G-8 X X X X X
G-9 X X X X
G-10 X X X X X X X X
G-11 X X X X
G-12 X X X X
G-13 X X X X X
G-14 X X X X X X X
G-15 X X X X X
G-16 X X X X X X
G-17 X X X X X
G-18 X X X X X X X
G-19 X X X X X X X
G-20 X X X X X
Total 20 11 20 6 20 7 4 20
% 100 35 100 30 100 35 20 5 100

Nota: El % es la presencia de los tipos de células sanguineas observados en los frotis

sanguineos de la gamitana.
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