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Abstract: Hematology and blood cell cytochemistry of Rhinella fernandezae (Amphibia: Anura) from 
Espinal and Delta-Islands of Paraná River, Argentina. The description of amphibian hematology is scarce 
and most of these studies have been done in species from North America, Asia and Europe. With the purpose 
to obtain basic hematological information of Rhinella fernandezae, 23 blood samples from Santa Fe and Entre 
Ríos natural reserves were studied. Blood of each individual was extracted by cardiac puncture and hemograms 
were carried out. Morphological and cytochemical description of blood cells were analyzed in slides and were 
inspected for extra and intra cellular parasites. Five leucocytes types were observed, being lymphocytes the 
predominant ones followed by basophiles. Heterophils and eosinophils were positive to PAS, Sudan B and per-
oxidase. The erythrocytes and its precursors were negative for cytochemical reactions. Micronuclei and nuclear 
alterations frequencies were scarce. No significant differences (p>0.05) were observed between sexes neither 
in hemograms nor in blood cells morphology. Microfilarias were the only hemoparasites found with a relative 
low prevalence and infection intensity. The hematological characteristics studied were similar to those reported 
for other amphibians, suggesting that R. fernandezae individuals present optimal nutritional and immunological 
status. Rev. Biol. Trop. 59 (1): 17-28. Epub 2011 March 01.

Key words: Rhinella fernandezae, hematology parameters, blood cell morphology, citochemistry, bufonidae.

La descripción de la hematología de los 
anfibios anuros es escasa, a pesar de que este 
grupo de vertebrados es diverso. La mayoría 
de los trabajos existentes se relacionan con 
recuentos celulares y la morfometría de los 
hematíes (Alder & Huber 1923, Arvy 1947, 
Hutchinson & Szarski 1965, Atatür et al. 1998, 
Atatür et al. 1999, Arýkan et al. 2003, Coppo et 
al. 2005, Arserim & Mermer 2008, entre otros). 
Para la familia Bufonidae, se conocen valores 
de referencia para algunas de sus especies en 
Norteamérica, Asia y Europa (El-Bakary et al. 
1995, Dönmez et al. 2009, Gül & Tok 2009). 

En Argentina, varela & Sellares (1937a, 1937b, 
1938) describieron el cuadro hemático de Rhi-
nella arenarum, siendo éste el único estudio de 
caracterización hematológica para una especie 
de anuro nativa.

En anfibios, el componente leucocitario es 
propuesto para la evaluación de los individuos 
expuestos a situaciones de stress (Davis et al. 
2008, Davis & Maerz 2008), como parámetro 
indicativo de poblaciones provenientes de sitios 
contaminados (Cabagna et al. 2005, Barni et al. 
2007) y como medida del efecto inmunomodu-
lador de plaguicidas (Forson & Storfer 2006). 
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Asimismo, las variaciones en la morfología 
eritrocítica se asocian con exposición de ami-
nas aromáticas, metales y estrés (Krauter 1993, 
Perí et al. 1998, Chiesa et al. 2006, Barni et 
al. 2007). Las alteraciones nucleares, como la 
presencia de micronúcleos, son utilizadas como 
marcadores de daño cromosómico (Békaert et 
al. 2002, Huanga et al. 2007, Marques et al. 
2009). Por otro lado deben considerarse dis-
tintos factores, como la variabilidad del cuadro 
hemático a lo largo del año y la edad de los 
individuos, ya que características citológicas 
normales podrían ser confundidas con procesos 
patológicos o respuestas a modificaciones del 
ambiente (varela & Sellares 1937a, Arserim & 
Mermer 2008, Marques et al. 2009). El objetivo 
de este trabajo fue obtener datos hematológicos 
y citoquímicos basales para Rhinella fernan-
dezae, Gallardo 1957, especie ampliamente 
distribuida en Uruguay, noreste de Argentina, 
sur de Brasil y Paraguay (IUCN 2009) y cuyas 
poblaciones son frecuentes en los agroecosiste-
mas argentinos (Peltzer et al. 2007).

MATERIALES Y MÉTODOS

Los especímenes de R. fernandezae (n=17 
machos y n=6 hembras) fueron capturados 
durante los meses de enero 2004, 2006 y 2007 
en dos áreas protegidas: la “Reserva Natu-
ral Parque General San Martín” (31º40’29” 
S-60º20’13” W- Paraná, Entre Ríos) y la 
“Reserva Ecológica de la Ciudad Universitaria” 
(31º38’26” S-60º40’22” W- Santa Fe, Santa 
Fe). En ambas se encuentran representados 
elementos florísticos de transición de las eco-
regiones Deltas e Islas del Río Paraná y el Espi-
nal (Burkart et al. 1999). Climáticamente se 
caracterizan por presentar temperaturas medias 
anuales de 18ºC y precipitaciones medias 
anuales de 1 000mm. Zoogeográficamente, se 
encuentran incluidas en Dominio Subtropical 
(Subregión Guayano-Brasilera) representado 
por el Distrito Mesopotámico con una menor 
influencia del Distrito Pampásico (Ringuelet 
1961). Estas localidades fueron consideradas 
como sitios de referencia en estudios previos 
en los que se evaluó el impacto de plaguicidas 

en poblaciones de anuros (Lajmanovich et 
al. 2004, Cabagna et al. 2005), debido a que, 
desde su creación, no están relacionadas con 
actividades agroindustriales.

Los ejemplares fueron colocados en reci-
pientes plásticos opacos, con fondo húmedo 
para evitar la deshidratación. Estos fueron 
transportados al laboratorio y mantenidos a 
25°C, en oscuridad para disminuir el estrés por 
la captura (USEPA 2002) hasta la obtención de 
las muestras de sangre. Los animales fueron 
pesados (P, g) usando una balanza semianalí-
tica OHAUS GT 200-S (0.01g de precisión) y 
medidos en longitud rostro-cloaca (LRC, cm), 
con un calibre milimétrico digital STRON-
GER, (0.001mm de precisión). Con los datos 
de peso y longitud se calculó el coeficiente de 
factor animal (FCA) según la ecuación (100*P/
LRC3) de Bagenal & Tesch (1978).

 Se extrajo sangre por punción cardíaca 
usando jeringas estériles heparinizadas (15mm 
de longitud), en individuos no anestesiados 
para evitar alteraciones en los recuentos celu-
lares (Fudge 2000). Todos los animales fueron 
restituidos a los sitios en los que fueron captu-
rados, luego de comprobar su estado de salud 
mediante inspección externa. 

Inmediatamente después de la extracción, 
se realizaron cuatro extendidos sanguíneos para 
evitar cambios celulares degenerativos. Poste-
riormente, uno se coloreó con May Grunwald-
Giemsa para la descripción morfológica de las 
células sanguíneas y búsqueda de parásitos 
extra- e intracelulares. Los tres restantes se 
reservaron para las coloraciones citoquímicas. 

Luego de la homogeneización de la mues-
tra en un tubo seco y limpio, se procedió a 
la realización del hemograma. El hematocri-
to (Hto) se determinó por centrifugación a 
12000g durante 5 minutos, la concentración 
de hemoglobina (Hb) por el método de ciano-
metahemoglobina de Drabkin y los recuentos 
celulares en cámara de Neubauer utilizando la 
solución de Natt-Herrick como líquido dilutor 
(Fudge 2000). El cálculo de los índices hemati-
métricos, volumen corpuscular medio (vCM), 
hemoglobina corpuscular media (HCM) y con-
centración de hemoglobina corpuscular media 
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(CHCM) fueron realizadas según Wintrobe 
(vives Corrons 2006).

Morfología sanguínea: En los extendi-
dos coloreados con May Grunwald-Giemsa se 
realizó el recuento diferencial de leucocitos, 
considerando las características morfológicas 
descriptas por varela & Sellares (1937a). Se 
determinó la relación heterófilos/linfocitos 
(H/L), propuesta como medida de los indivi-
duos en repuesta al estrés (Davis et al. 2008) y 
el índice de lobularidad (IL=número de lóbulos 
contados/número de heterófilos contados) a 
partir de la clasificación de los granulocitos 
heterófilos según Arneth (Charipper 1928), 
para evaluar el grado de madurez leucocitario 
(García Espinosa et al. 1997). Con respecto a 
la morfología de los hematíes, se determinó 
la frecuencia de macrocitos (MA), microcitos 
(MI), hematíes policromatófilos (PO) e hipo-
crómicos (HY). Se calculó la frecuencia de 
eritrocitos inmaduros, como medida indirecta 
de la hematopoyesis, a través de la cantidad de 
eritroblastos y PO (Marques et al. 2009). Tam-
bién se consignaron las alteraciones nucleares 
que pudieran presentarse en los hematíes: 
núcleo arriñonado o escotado (KN) o “mella-
do” (EN), presencia de lóbulos (LN), micronú-
cleos (MN) y células binucleadas (BN), con las 
que se calculó la frecuencia total de alteracio-
nes nucleares (FAN=KN+EN+LN+MN+BN). 
Todas las frecuencias fueron expresadas como 
porcentajes (%) de hematíes maduros.

Para la determinación de parámetros mor-
fométricos (área total, diámetros máximos y 
mínimos de células y núcleos) se tomaron 
microfotografías utilizando el objetivo de 40x, 
eligiendo campos microscópicos al azar. La 
captura de imágenes se realizó por medio de 
una cámara Olympus Camedia 5060 adapta-
da a un microscopio de luz Arcano L1200B. 
Las mediciones se realizaron utilizando el 
programa Image Pro Plus 3.0.01.00® (Media 
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA), en 40 
eritrocitos y un número comparable de leuco-
citos y trombocitos elegidos al azar (Arýkan et 
al. 2003, Arserim & Mermer 2008).

Para evaluar las diferencias entre sexos, 
las variables correspondientes a hemograma y 
morfología sanguínea fueron sometidas a una 
prueba no paramétrica de Mann-Whitney, por 
no cumplirse con los supuestos de normali-
dad (Prueba de Kolmogorov-Smirnorv). Una 
probabilidad inferior a 5% (p<0.05) se consi-
deró como estadísticamente significativa (Zar 
1999). Los cálculos se efectuaron utilizando el 
software estadístico InStat version 3.01.

Citoquímica: Las coloraciones reali-
zadas fueron: para grasas, el Método de 
Sudán Negro B, según Sheenan & Storey, 
para peroxidasa Método de Washburn, ambos 
según los procedimientos citados por Grig-
naschi (1991) y para la determinación de 
mucopolisacáridos ácidos el método de Ácido 
periódico de Schiff (PAS) (Laboratorio Bio-
pur, Argentina). Para control de las colora-
ciones se utilizaron extendidos sanguíneos de 
sangre humana de individuos sanos. Para cada 
uno de los especímenes y para cada coloración 
se determinó un puntaje o score (Grignaschi 
1991, Tamburlin & Glomski 1998).

Hemoparásitos: Debido a que los anfibios 
han sido señalados como hospedadores de dis-
tintos hemoparásitos (McKenzie & Starks 2008, 
Cabagna Zenklusen et al. 2009), todos los frotis 
fueron observados con objetivo de inmersión 
(100x) para el registro de los hemoparásitos. 
Para su caracterización se siguió la nomenclatu-
ra de NWT (2007) y se determinó la prevalencia 
(en porcentaje) como el número de huéspedes 
infectados, con uno o más parásitos, dividido 
por el total de huéspedes examinados (DeJong 
& Muzzall 2000). La intensidad de infección 
fue estimada calculando el número de parásitos 
por 100 campos de 40x (Žičkus 2002).

Los extendidos más representativos de 
la morfología, citoquímica y visualización de 
hemoparásitos fueron depositados en la colec-
ción de la Facultad de Bioquímica y Ciencias 
Biológicas (ESS-FBCB-UNL).
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RESULTADOS

La longitud rostro-cloacal (LRC) prome-
dio registrada para los animales estudiados fue 
5.48±0.39cm en machos y 5.69±0.38cm en 
hembras. El peso fue 15.40±3.05g en machos y 
16.14±3.62g en hembras y el FCA, 9.34±1.58 
y 8.67±0.63, respectivamente. En el cuadro 
1 se presentan los valores medios, desvia-
ciones estándar y rangos de los parámetros 
hematológicos. No se observaron diferencias 
significativas (p>0.05) entre sexos. La relación 
RGR/RGB fue de 1:114. Las características 
morfométricas de las células se exponen en el 
cuadro 2.

Morfología sanguínea: Con respecto al 
leucograma, se diferenciaron cinco tipos celu-
lares: granulocitos heterófilos, eosinófilos y 
basófilos, monocitos y linfocitos (Fig. 1). Estos 
últimos fueron los leucocitos más abundantes, 
seguidos por los granulocitos basófilos. La 
relación heterófilos/linfocitos fue 0.49.

Los granulocitos heterófilos presentaron 
citoplasma incoloro con finas granulaciones 
liláceas. El núcleo fue redondeado, escotado 
o bilobulado, siendo infrecuente la presencia 
de tres o más lóbulos, determinando un IL 
de 1.09±0.67. Los granulocitos eosinófilos 
tuvieron citoplasma levemente basófilo con 
granulaciones eosinófilas redondas de tamaño 

CUADRO 1
Parámetros hematológicos de R. fernandezae

TABLE 1
Hematological parameters of R. fernandezae

Parámetros valor medio DS Rango
Hto (%) 27.37 7.68 18-40
RGR (x1012/l) 0.505 0.13 0.25-0.68
Hb (g/dl) 9.18 2.80 3.76-14.35
vCM (fl) 535.48 65.14 434.78-678.90
HbCM (pg) 18.15 38.15 103-244.60
CHbCM 33.50 4.82 21.00-40.40
RT (x109/l) 4.81 5.14 1.00-15.00
RGB (x109/l) 4.50 1.66 1.70-7.30
FLR (%)
Heterófilos
Eosinófilos
Basófilos
Linfocitos
Monocitos
Blastos

19
5
32
41
1
2

13.40
4.30
22.26
20.84
0.76
2.27

3-48
0-16
1-69
14-74
0-3
0-6

FLA (x109/l)
Heterófilos
Eosinófilos
Basófilos
Linfocitos
Monocitos
Blastos

0.79
0.19
1.34
1.71
0.01
0.05

0.18
0.04
0.28
0.28
0.01
0.02

0.14-3.50
0-0.70 

0.07-4.89
0.05-4.90

0-0.19
0-0.31

Hto: Hematocrito, RGR: Recuento de hematíes, Hb: Concentración de hemoglobina, vCM: volumen corpuscular medio, 
HbCM: Hemoglobina corpuscular media, CHbCM: Concentración de hemoglobina corpuscular media, RT: Recuento de 
trombocitos, RGB: Recuento de leucocitos, FLR: Fórmula leucocitaria relativa, FLA: Fórmula leucocitaria absoluta. DS: 
Desviación estandar.
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y cantidad variables. El núcleo fue redon-
deado o escotado. Los granulocitos basófilos 
se reconocieron por su granulación redonda, 
rojo-violácea, que en algunos casos fue tan 
abundante que no permitió visualizar el núcleo. 
En los pocos casos que se pudieron observar, 
el citoplasma fue incoloro a levemente acidó-
filo y el núcleo, redondeado. No se registra-
ron precursores mieloides. La mayoría de los 
linfocitos fueron pequeños caracterizándose 
por su escaso citoplasma basófilo y núcleo 
redondo, grande (relación área nuclear/área 
celular 0.61±0.09), con cromatina condensada. 
Los monocitos se encontraron en baja cantidad 
pudiéndoselos diferenciar de los linfocitos por 
su mayor tamaño, cromatina laxa y citoplas-
ma grisáceo. Los trombocitos se observaron 
comúnmente en acúmulos de células de tamaño 
pequeño (cuadro 2) semejante a los linfocitos, 
y forma redonda o ahusada. Su citoplasma fue 
incoloro a acidófilo y el núcleo presentó cro-
matina de aspecto laxo y homogéneo.

Los hematíes fueron elípticos con núcleo 
central, con cromatina condensada en grumos. 
Fue rara la presencia de MA y MI (3.46±2.99), 
como así también de PO e HY (0.32±0.34) y de 
FAN (0.06±0.11). La frecuencia de eritrocitos 
inmaduros (eritroblastos y PO) fue baja, menor 

a una célula por cada cien eritrocitos contados 
(0.24±0.34).

No se observaron diferencias significativas 
(U test, p>0.05) entre sexos, entre las variables 
correspondientes al hemograma y morfología 
sanguínea.

Citoquímica: Debido a que se dificultó 
la diferenciación de heterófilos y eosinófilos, 
se decidió cuantificarlos en conjunto. Estos 
granulocitos resultaron positivos para PAS, 
Sudan B y peroxidasa, siendo la mayoría de 
tipo 2+ y 3+. Los granulocitos basófilos fueron 
fuertemente positivos a la coloración de PAS 
(la mayoría de tipo 4+), se detectó peroxidasa 
en el orden de trazas (puntaje<100) y resultaron 
negativos para la detección de grasas.

En los linfocitos se observaron polisa-
cáridos, grasas y peroxidasa, en el orden de 
trazas. Los monocitos presentaron PAS-posi-
tividad leve (puntaje entre 100 y 200), grasas 
en el orden de trazas y fueron negativos para 
peroxidasa. En los trombocitos se registraron 
trazas de polisacáridos y fueron negativos para 
peroxidasa y grasas.

Los eritrocitos como sus precursores fue-
ron negativos para las reacciones citoquími-
cas. El puntaje de las distintas reacciones 

CUADRO 2
Morfometría de las células sanguíneas de R. fernandezae

TABLE 2
Blood cell morphometry of R. fernandezae

 DM (µm) Dm (µm) AC (µm2) AN (µm2) N/C 
Eritrocitos 16.42±0.85 11.43±0.94 150.79±0.20 22.62±3.20 0.15±0.02
Heterófilos 13.64±1.54 11.02±1.42 121.17±28.14 39.78±10.64 0.34±0.08
Eosinófilos 15.09±1.14 12.13±1.15 147.01±24.67 50.35±15.11 0.34±0.07
Basófilos 9.78±2.10 7.69±1.18 61.28±21.96 26.36±2.37 0.33±0.04
Linfocitos 10.47±1.19 8.55±1.08 70.85±17.57 41.21±13.05 0.61±0.09
Monocitos 15.63±1.35 13.89±1.49 171.63±31.04 91.82±19.09 0,53±0,61
Trombocitos 12.56±2.77 5.92±0.95 59.82±11.41 25.86±5.33 0.46±0.13

DM: Diámetro celular máximo, Dm: Diámetro celular mínimo, AC: Área celular, AN: Área nuclear, N/C: Relación núcleo/
área total. Promedio±desviación estándar.
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Fig. 1. Células sanguíneas de Rhinella fernandezae. (A) Hematíes y granulocito heterófilo. (B) Eosinófilo. (C) Basófilos. 
(D) Linfocitos pequeño (izq.) y grande (der.). (E) Linfocito pequeño (flecha) y trombocitos. (F) Monocito. Tinción May 
Grunwald Giemsa (bar 10µ).

Fig. 1. Rhinella fernandezae’s blood cells. (A) Erythrocytes and heterophil granulocyte. (B) Eosinophil. (C) Basophils. (D) 
Small (left) and large (right) lymphocytes. (E) Small lymphocyte (arrow) and thrombocytes. (F) Monocyte. Stained with 
May Grunwald Giemsa (bar 10µ)

citoquímicas para los tipos celulares observa-
dos se resumen en el cuadro 3.

Hemoparásitos: Se hallaron microfilarias 
(Nematoda: Filaroidea, Fig. 2), cuya preva-
lencia e intensidad de infección fueron bajas 
(4.35%, 0-1 por campo de 40x).

DISCUSIÓN

Para R. fernandezae, al igual que fuera 
señalado para una especie simpátrica y co-
genérica R. arenarum (varela & Sellares 1937a, 
Cabagna et al. 2005), no se observaron dife-
rencias entre sexos en el hemograma ni en la 
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morfología sanguínea. Asimismo, los recuentos 
celulares se encontraron dentro de los rangos 
publicados para otras especies de anuros de 
distintas regiones del mundo (Glomski et al. 
1997, Wojtaszek & Adamowicz 2003). La rela-
ción RGB/RGR fue 1:114 (rango 1:54-222). Si 
bien este parámetro es muy impreciso y pierde 
validez frente a los recuentos celulares, cobra 
importancia como estimador indirecto del 
número de leucocitos, cuando la única muestra 
disponible es un extendido sanguíneo. En otros 
especímenes de este género, el valor promedio 

de esta relación es de 1:103 (rango: 1:63-1:430, 
para Bufo bufo y Pseudepidalea viridis, respec-
tivamente, Gül & Tok et al. 2009).

Con respecto a los leucocitos, como en 
otras especies de anfibios, se observaron cinco 
tipos celulares donde los linfocitos peque-
ños fueron los predominantes (42%), pero en 
un porcentaje menor que en otros bufónidos 
(72.3%, Anaxyrus fowleri, Davis & Durso 
2009). La realización de los recuentos totales 
y relativos de los leucocitos infieren el estado 
inmunológico de los animales, y sus variacio-
nes cuantitativas y morfológicas, se pueden 
relacionar con procesos inflamatorios, neopla-
sias, malnutrición y estados de estrés (Campbel 
2004, Barni et al. 2007). En este punto, la rela-
ción H/L es un parámetro importante, ya que si 
se considera que la respuesta hematológica al 
estrés se conserva a través de los grupos taxo-
nómicos, los cambios observados en mamífe-
ros en esta relación pueden extrapolarse a otros 
vertebrados, como por ejemplo, los anfibios 
(Bennett & Harbottle 1968, Davis et al 2008). 
Así, un incremento en la relación H/L sumada 
a un aumento en IL, serviría para diferenciar 
heterofilias con linfopenias debidas a estrés 
agudo (por ejemplo, ocasionado por la captura 
o toma de muestra) o de estados infecciosos 
que pudieran originar estimulación medular 
(heterofilias con presencia de heterófilos más 
inmaduros y por lo tanto menor IL).

CUADRO 3
Puntaje de las reacciones citoquímicas

TABLE 3
Score of cytochemical reactions

Tipo celular PAS Peroxidasa Sudam B
Eritrocitos 0 (Negativo) 0 (Negativo) 0 (Negativo)
H-E 325±38 321±46 308±40
Basófilos 355±36 4±7 0 (Negativo)
Linfocitos 44±33 4±3 7±13
Monocitos 110±74 0 (Negativo) 50±87
Trombocitos 7±18 0 (Negativo) 0 (Negativo)

H-E: Heterófilos y eosinófilos. Promedio±desviación estándar.

Fig. 2. Microfilaria en extendido sanguineo de R. 
fernandezae. Tinción May Grunwald Giemsa (bar 10µ).

Fig. 2. Microfilaria in blood slides of R. fernandezae. 
Stained with May Grunwald Giemsa (bar 10µ).
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En general, la información sobre la carac-
terización citoquímica de los leucocitos y trom-
bocitos en anfibios es escasa y solo se consigna 
la positividad o negatividad a las reacciones. 
Estudios realizados en distintos bufónidos, 
señalan la presencia de mucopolisacáridos en 
leucocitos y trombocitos y actividad peroxidá-
sica en monocitos, granulocitos heterófilos y 
eosinófilos (Turner 1988), también en basófilos 
y trombocitos (Caxton-Martins 1978). En el 
caso de R. fernandezae los trombocitos y lin-
focitos mostraron una positividad variable a la 
reacción de PAS mientras que los granulocitos 
fueron positivos. La importancia de la iden-
tificación de polisacáridos radica en el hecho 
que su presencia está íntimamente ligada con 
el abastecimiento de energía para la fagocitosis 
(veiga et al. 2000). La peroxidasa es una enzi-
ma característica de los gránulos azurófilos y 
juega un importante papel en el mecanismo 
bactericida oxígeno-dependiente (Styrt 1989). 
Como en otras especies de vertebrados, los 
resultados para lípidos son comparables con 
los de peroxidasa (García Espinosa et al. 1997, 
Salakij et al. 2004, 2006).

En anuros, la cantidad de eritrocitos por 
litro (RGR) varía de 0.5 a 1.5x1012 (Glomski 
et al. 1997); en nuestro estudio fue 0.505x1012/
litro, estando en el límite inferior de ese rango. 
Esto podría deberse al período en que se realizó 
la recolección de ejemplares (enero), señalado 
por varela y Sellares (1938) como uno de los 
meses con menor recuento de hematíes para 
R. arenarum. Este patrón se repite en otras 
especies de anfibios, en el que se observan los 
mayores recuentos de eritrocitos en primavera, 
disminuyendo en los meses de verano, para 
llegar a los mínimos valores en otoño (Wojtas-
zek & Adamowicz 2003, Arserim & Mermer 
2008). Por otra parte, si consideramos que la 
frecuencia de eritrocitos inmaduros (eritroblas-
tos y PO) representa la eritropoyesis (Allender 
& Fry 2008), podemos decir que los ejempla-
res de R. fernandezae no se encuentran en un 
período de renovación eritrocítica ya que dicha 
frecuencia fue baja (0.24±0.34).

La morfología y morfometría de los hema-
tíes fue semejante a la informada para otros 

géneros de Rhinella (Gregory 2009). En este 
sentido, los eritrocitos de los anfibios son más 
grandes que en otros vertebrados (Campbel 
2004) y dentro de esta Clase, los de los urode-
los son de mayores dimensiones respecto de los 
anuros, pero la cantidad es menor (Arýkan et al. 
2003). A su vez, los eritrocitos de las especies 
de anfibios terrestres son más pequeños que los 
de las especies acuáticas (Arserim & Mermer 
2008). Desde el punto de vista morfológico, es 
necesario evaluar la presencia de alteraciones 
en el tamaño, color y forma de los eritrocitos ya 
que su frecuencia puede aumentar en casos de 
anemias, enfermedades crónicas, malnutrición 
(Campbel 2004), intoxicaciones (El Bakari et 
al. 1995, Chiesa et al. 2006) y ambientes con-
taminados (Barni et al. 2007). En el caso de 
los animales estudiados, según los criterios de 
Campbel (2004) para la caracterización de la 
población eritrocítica, se puede concluir que 
los extendidos presentaron ligera anisocitosis 
(frecuencia de MA y MI 3.46±2.99), e isocro-
masia (muy baja frecuencia de eritrocitos poli-
cromatófilos e hipocrómicos, 0.32±0.34). Una 
consideración a tener en cuenta es que no se 
observaron eritroplástidos. Si bien existen espe-
cies en las que es normal su presencia en baja 
cantidad, el aumento de su frecuencia en sangre 
se considera una adaptación para aumentar la 
captación de oxígeno (Wojtaszek & Adamowicz 
2003, Barni et al. 2007).

En lo que respecta a la presencia de MN 
y alteraciones nucleares, fueron escasas en 
esta época del año y podrían ser atribuidas 
a eventos espontáneos (Al-Sabti & Metcalfe 
1995), ya que los ejemplares de R. fernandezae 
provenían de áreas naturales protegidas, no 
relacionadas con actividades agroindustriales. 
Cabe resaltar, que el test de los micronúcleos 
es utilizado en peces y anfibios para determinar 
la posible genotoxicidad de sustancias en el 
medio acuático (Grinfeld et al. 1986, Krauter 
1993, Al-Sabti & Metcalfe 1995). En el caso 
de los peces silvestres, la determinación de 
la frecuencia de alteraciones nucleares (FAN) 
sería una alternativa al ensayo de los MN 
(Guilherme et al. 2008). Si bien se proponen 
distintos mecanismos por los que se producen 
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las alteraciones nucleares, no se sabe a cien-
cia cierta cómo y porqué se generan. A pesar 
de esto, se ha propuesto que se consideren 
como alteraciones celulares producidas como 
respuesta a los agentes generadores de estrés 
(Çava & Ergene-Gözükara 2003, Barni et al. 
2007). En anfibios adultos, ha sido utilizado 
como marcador de genotoxicidad en Pelo-
phylax perezi (Rana perezi Seoane, 1885) 
expuestas a efluentes de minas (Marques et al. 
2009). 

Los datos correspondientes al recuento 
de trombocitos para los anfibios son exiguos 
y gran parte referidos a especies de la familia 
Ranidae (Arserim & Mermer 2008). varela & 
Sellares (1937a), Hom¥towska et al. (2002), 
Wojtaszek & Adamowicz (2003), Campbel 
(2004) y Arserim & Mermer (2008) coinciden 
en la dificultad de cuantificar los trombocitos 
en anfibios, aves, peces y reptiles, ya sea por la 
imposibilidad para diferenciarlos de los linfoci-
tos o porque tienden a destruirse o aglutinarse. 
Esto sería la causa de la gran variabilidad en 
los datos obtenidos, además de las variaciones 
entre los individuos estudiados.

Los anuros, al estar expuestos a numerosos 
vectores hematófagos, están infectados por 
una gran diversidad de hemoparásitos intra- 
y extracelulares. Entre estos se cuentan las 
microfilarias, halladas en este estudio y obser-
vadas en distintos lugares del mundo (Walton 
1964a, 1964b, Levine & Nye 1977, Barta & 
Desser 1984, Desser 2001, Chutmongkonkul et 
al. 2006, Mckenzie & Starks 2008). En Argen-
tina se han hallado en el género Leptodactylus 
(Schurmans Stekhovek 1951) y en Hypsiboas 
pulchellus (Cabagna et al. datos no publica-
dos). A pesar de que varias especies de filarias 
pueden infectar a anfibios, reptiles y aves, no 
son patogénicas y sólo las que son parásitos 
naturales de mamíferos pueden ser causantes 
de enfermedades zoonóticas (Orihel & Eber-
hard 1998). En lo que respecta a los anfibios, 
la presencia de contaminantes podría reducir 
la inmunocompetencia del huésped, lo que 
llevaría a un incremento del parasitismo (Carey 
et al. 1999, Marcogliese et al. 2009). En este 
sentido, estudios llevados a cabo en Lithobates 

pipiens expuestas a mezclas de plaguicidas 
sugieren que éstos pueden alterar su sistema 
inmune y afectar su capacidad para hacer frente 
a una infección parasitaria (Christin et al. 2003, 
Gendron et al. 2003). Por otra parte, se ha 
observado que la alteración del hábitat a través 
de la conversión de bosques en pasturas puede 
impactar a abundancia de los parásitos de los 
anfibios y de sus vectores (McKenzie 2007).

Finalmente, todas las características hema-
tológicas de R. fernandezae estudiadas son 
semejantes a los valores de referencia reporta-
dos para otros anfibios, pudiéndose inferir que 
los individuos analizados, se encuentran en un 
buen estado nutricional e inmunológico. Por 
otra parte, a pesar que la evaluación hemato-
lógica puede ser compleja, ya sea por dificul-
tades en la manipulación de los animales, las 
restricciones que implican el escaso volumen 
de muestra y la posibilidad de la contaminación 
con linfa, es uno de los métodos más sencillos 
y menos invasivos que permiten la detección 
de cambios fisiológicos y patológicos de las 
poblaciones silvestres, relacionados con facto-
res ambientales (Artacho et al. 2007, Barni et 
al. 2007, Davis et al. 2008).

RESUMEN

La descripción de la hematología de los anfibios 
anuros es escasa, habiéndose realizado la mayoría de los 
trabajos en especies de Norteamérica, Asia y Europa. Con 
el propósito de obtener datos hematológicos para Rhinella 
fernandezae, fueron estudiados 23 especímenes provenien-
tes de zonas protegidas de las provincias de Santa Fe y 
Entre Ríos. Se les extrajo sangre por punción cardíaca y se 
realizaron hemogramas. En los extendidos sanguíneos, se 
efectuaron la descripción morfológica y citoquímica de las 
células sanguíneas y búsqueda de parásitos. Se observaron 
cinco tipos de leucocitos, donde predominaron los linfoci-
tos pequeños. Heterófilos y eosinófilos resultaron positivos 
para PAS, Sudan B y peroxidasa; contrariamente, los eri-
trocitos y sus precursores fueron negativos. Los puntajes de 
las reacciones citoquímicas fueron variables para basófilos, 
linfocitos, monocitos y trombocitos. Las frecuencias de 
micronúcleos y de alteraciones nucleares fueron escasas. 
No se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre 
sexos en el hemograma ni en la morfología sanguínea. Los 
únicos hemoparásitos encontrados fueron microfilarias 
(Nematoda: Filaroidea), cuya prevalencia e intensidad de 
infección fueron bajas. Las características hematológicas 
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estudiadas fueron semejantes a los valores reportados para 
otros anfibios, pudiendo inferir que los individuos de R. 
fernandezae estudiados se encuentran en un buen estado 
nutricional e inmunológico.

Palabras clave: Rhinella fernandezae, parámetros hemato-
lógicos, morfología de las células sanguíneas, citoquímica, 
bufonidae.
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