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SUMMARY
Hematological parameters of Rana perezi (Amphibia: Salientia)

As part of a wider research on respiratory properties of Rana perezi blood. the hematological parame-
ters of this species have been measured. The study of blood O,-transporting proteins (hemoglobin, Hb) and
plasmatic proteins has also been initiated. Using fifteen females weighting 23.5 g (15.3-31.8), the following
results have been obtained: hematocrit (Hct): 25.7+3.2 (n=15): Red blood cell count (RBC): 482 +154x10%/mm?
(n=14); Hb concentration: 5.19+0.99 g/100 ml (n=9); mean corpuscular volume (MCV): 533.29 u3; mean
corpuscular Hb concentration (MCHC): 20.15% and mean corpuscular Hb (MCH): 107.5 pg. The elec-
trophoresis of the Hb in 5% polyacrylamide gels showed two bands. Their quantification gave 72.38=+
+20.19% (n=11) for the anodic band and 27.62+20.19 (n=11) for the catodic one. Electrophoresis of
plasma was performed in different kinds of polyacrylamide gels. the best obtained being in 7.5 and 8.5% gel.
Electrophoretic behaviour of plasma proteins seems to be similar to that described in terrestrial vertebrates.
These results are discussed and compared with data from other species belonging to Bufo, Hyla and Rana
genera.

RESUMEN

Como parte de una investigacion mas amplia sobre propiedades respiratorias de la sangre de Rana
perezi, se han medido los parametros hematologicos de la sangre de esta especie. Asimismo, se ha iniciado el
estudio de sus proteinas transportadoras de O, (hemoglobina, Hb) y proteinas plasmaticas. Utilizando 15
hembras de peso medio 23.5 g (15.3-31,8), se han obtenido los siguientes resultados: hematocrito (Hcto):
25.7+3.2 (n=15); nimero de gldbulos rojos (RGR): 482+154 x 10°/mm?> (n=14); concentracién de Hb (Hb):
5.19+0.99 2/100 ml (n=9); volumen corpuscular medio (VCM): 533,29p*; concentracion corpuscular media de Hb
(CCMH): 20,15% y Hb media corpuscular (HCM): 107.5 pg. La electroforesis de la Hb en geles de 57 de
acrilamida dio lugar a dos bandas, cuya cuantificacion fue de 72,38+20,19% (n=11) para la mas anddica y
27,62+20,19% (n=11) para la mas catddica. La electroforesis de plasma se realizé con distintos tipos de gel.
observandose una mejor separacion en los de 7,5 y 8.5% de acrilamida. Su comportamiento electroforético
parece ajustarse a un patron tipico de vertebrados terrestres. Se discuten los resultados comparandolos con
otros de los géneros Bufo, Hyla y Rana.

INTRODUCCION creto. Frente a esto, la adaptacion a un medio

depende del desarrollo de mecanismos adecua-

La disponibilidad de O, limita las posibilida-  dos para superar estas limitaciones, aln con un
des metabdlicas y, por tanto, de comporta-  costo energético adicional.

miento de los animales en un ambiente con- Asi, no es extrano encontrar que, en Anfl-
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bios, dichas adaptaciones afecten a las propie-
dades respiratorias de su sangre y, por tanto, a
aquellos parametros que mas inciden en éstas.
No obstante, otra serie de factores tienen tam-
bién influencia sobre estos parametros. Asi, el
recuento de glébulos rojos (RGR) puede variar
segun el sexo (ARVEY. 1947, KAPLAN, 1952;
NOBLE, '1954), el estado nutricional (HARRIS.
1953; NOBLE, 1954). el estado hidrico
(SCHERMER. 1967) y los ciclos estacionales
(HEESEN, 1924; NOBLE, 1954; HARRIS, 1972).
La concentraciéon de hemoglobina (Hb) puede
cambiar en funcién de la actividad (GAUMER &
GOODNIGHT, 1957), la altitud (STUART, 1951;
HOWARD & WALLACE. 1980; BISWAS er al.,
1981), la temperatura ambiente (FOXON. 1964)
y los ciclos estacionales (HARRIS, 1972).

Por otro lado, se ha observado en poiquilo-
termos cierta correlacion entre los parametros
hematoléticos y el habitat y la actividad (GAU-
MER & GOODNIGHT, 1957, SCHOLANDER &
VAN DAN, 1957). Asi, los anfibios anuros te-
rrestres y arboricolas se caracterizan por tener
un alto RGR (HUTCHISON & SZARSKI, 1965;
HALL, 1966). Las ranas semiterrestres tienen
valores intermedios de glébulos rojos (FOXON,
1964, LEFTWICH & BURKE, 1964) y los rani-
dos acuaticos valores relativamente bajos
(LEFTWICH & BURKE, 1964). Los bufdnidos
terrestres presentan mayor concentracion de
Hb que algunos hilidos arboricolas (GOIN &
JACKSON, 1965), los cuales muestran concen-
traciones superiores a las de los ranidos semia-
cuaticos o acuaticos (LEFTWICH & BURKE.
1964). Un alto nivel de Hb junto a un alto he-
matocrito (Hcto) son propios de animales con
una elevada capacidad aerobia puesto que tales
caracteristicas favorecen un aporte adecuado
de O, a los tejidos. Por el contrario, los anuros
con gran capacidad anaerobia presentan con-
centraciones de Hb y Hcto mas bajos (HA-
ZARD & HUTCHISON, 1982).

Es comun, dentro de la misma especie de
vertebrados, la existencia de varias Hbs (HAT-
TING, 1976; MIED & POWERS. 1977; POWERS,
1980; BREEPOEL et al., 1981; CHIEFFI et al.,
1960; BERTINI & RATHE. 1962; BAGLIONI &
SPARKS, 1963; GILLIESPIE & CREUSHAW,
1966; BEMBASSAT, 1970; JOKUMSEN & WE-
BER, 1980). En peces parece que las diferencias
en nimero y porcentajes de la composicion de
fracciones de Hb ocurren, en gran parte, como
respuesta a variaciones estacionales y adapta-
ciones termoaclimatadoras (SMIT & HATTING.
1981). Algo similar puede observarsc en los an-
fibios. Asi, Xenopus laevis presenta dos com-
ponentes: la forma electroforéticamente mas
catOdica tiene mas afinidad por el O, y carece
de sensibilidad al pH y cooperatividad, mien-
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tras que la mas anddica muestra sensibilidad al
pH, cooperatividad y menor afinidad por el O,
(JOKUMSEN & WEBER, 1980). ’

El estudio que aqui se presenta se encuentra
dentro de uno mas amplio cuyo fin es caracterizar
las propiedades respiratorias de la sangre de anfi-
bios anuros y los aspectos que puedan modificar
éstas. Rana perezi (Seoane, 1885) es una espe-
¢ie coman en la Region murciana y muy utilizada
en el laboratorio. Dada la escasa informacion
bibliografica sobre los parametros hematologicos
de esta especie, resulta necesaria su caracteriza-
cidn en este aspecto.

Asi pues, en el presente trabajo se han estu-
diado los siguientes parametros hematologicos
de R. perezi: hematocrito (Hcto), concentracion
de Hb (Hb). recuento de glébulos rojos (RGR),
volumen corpuscular medio (VCM), concentra-
cion de Hb corpuscular media (CCMH) y Hb
media corpuscular (HCM). Se ha realizado la
separacion de fracciones de Hb y se ha iniciado el
estudio de las proteinas plasmaticas en sangre de
esta especie.

MATERIAL Y METODOS

Se sacrificaron 15 hembras de R. perezi con un peso
promedio de 23,5 g (15,3-31,8), adquiridas, en octubre
de 1983, al suministrador habitual, que las capturaenla
ribera del rio Segura, en Orihuela (Alicante). Se extrajo
la sangre por puncién intracardiaca con una jeringuilla
heparinizada. Una parte de la muestra de sangre de
cada especie se utilizé para la determinacién del Heto
(microhematocrito). concentracion de Hb (método de
la cianometahemoglobina: £¥'=11) y para el recuento
de globulos rojos (suspension en liquido de Hayem;
camara de Thoma). Con estos parametros se calcularon
el VCM. CCMH y HCM mediante las siguientes expre-
siones:

HB | HB

HCM=gers COMH=T5

Hcto |

VM =GR

Otra parte de cada muestra se utilizé para obtener
plasma sanguineo y un hemolizado libre de éste. Pri-
mero se centrifugd a 700 g durante 10 min a 0-4° C para
la separacion del plasma. Posteriormente se lavaron
tres veces los globulos rojos en solucion de Ringer a pH
6.8. centrifugando a 700 g durante 10 min. La hemdlisis
se produjo por la adicion de tampoén Tris | mM en
cantidad suficiente, pero sin superar la proporcion de
1:10 respecto al volumen de eritrocitos. Al sobrena-
dante obtenido de la centrifugacion a 8.000 g se le
anadid glicerol, ditioeritritol (DTE) y solucion de
Drabkin en proporcion 1:1:1:1.

Se realiz6, en el mismo dia, la electroforesis de 25 pl
de esta solucion de Hb en geles de poliacrilamida del
5% . contampén Tris-Glicina-CNK, pH 9.1 y un voltaje
de 100 V durante 30 min, y 250 V durante [,5-2 horas.
La refrigeracion del sistema hizo que la temperatura no
superase, en ningn caso. los 20° C. Tras la extraccion
de los geles. se procedid a su lectura a 540 nm, en un



espectrofotometro  UVIKON 810 (KONTRON) vy
cuantificacién mediante la integracién del area de los
picos seglin el procedimiento de STORCH DE GRACIA
(1975).

El plasma obtenido por centrifugacion se sometio a
electroforesis en condiciones semejantes, utilizando,
como tampon, Tris-Glicinaa pH 9.1y distintos tipos de
gel: 5%, 6,5%. 7,5% y 8,5%. La tincion se realizé con
azul brillante Coomassie en solucién en acético-meta-
nol durante una hora y destincién con acético (7.5%) y
metanol (57). Los geles se leyeron, espectrofotométri-
camente, a 565 nm. En todas las electroforesis se utilizd
un patrén de albumina de suero bovino.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla I pueden observarse los resultados
obtenidos en el presente trabajo. asi como los

valores de los parametros hematoldgicos de otras
especies de anfibios aportados por otros autores.

Respecto al Hcto los valores de Bufo y Rana
son similares. Pueden apreciarse diferencias en
los datos de una misma especie, siendo el ejemplo
mas Hamativo el de B. marinus. Estas diferencias
podrian deberse a variaciones estacionales o al
empleo de distintas metodologias. Por otro lado,
los valores mas bajos son los de las especies de
Hyla. Los resultados obtenidos en R. perezi
(25,7+3.2) estan dentro del rango sefalado para
las especies de Bufo y Rana. También en el caso
de R. perezi se producen variaciones que es muy
probable que estén inducidas por los cambios
estacionales. Asi, este trabajo se ha realizado en
otono-invierno, mientras que trabajos anteriores,
realizados en primavera-verano, mostraron valo-

TaBLA 1. Parametros hematologicos de R. perezi. Comparacion con datos pertenecientes a otras especies de
anfibios anuros.
Hematological parameters of R. perezi. Comparison with data from several other anuran species.
RGR x
ESPECIE PESO, g HCTO x 10%mm?®>  Hb/A00 mi VCM. um®’ CCMH, % HCMpg REF.

BUFO

B. americanus 180-496 373+8.4 817180 11.1x2.6 257+21 29,7* 135+21 1
B. americanus 219 23.07 6.93 30* 2
B. americanus 658+ 150 3
B. cognatus 45,58 25.14 9.98 39 6* 2
B. marinus 474.8 11,76 4.61 392+ 2
B. marinus 36.8+9.3  675+128 10.6+3.2 S38+23  28.6+1,6 15418 4
B. w. woodhousei 61.8 39,71 11.95 37.6* 2
B. melanostictus 53,5493 322+0.6 680+24 11.1+0.6 480+14  34.6+0.5 S
HYLA

Hyla gratiosa 14 18.18 4.49 24.6% 2
H. versicolor 3.84 13.65 4.63 33.9% 2
H. versicolor 615+165 3
RANA

R. perezi 23.5 25.7+3.2  482+154 5.19+099 533,29 20,15 107.5 0

(n=15) (n=14) (n=14)

R. berlandieri fo-

reri 38.5 22.06 S.19 23,5* 2
R.b. berlandieri 54,1 26.35 7.56 28.6* 2
R. blairi 40.5 21.47 7.43 34.6* 2
R. catesbeiana S18.2 37.3 8.99 24.1* 2
R. catesbeiana 537+88.1 23.8 6.6+04 27.7* 6
R. catesbeiana 27.1+1.8  312+26 6.5 874+18 239+1.6 202+13 4
R. catesbeiana 252170 3
R. pipiens 22+2.7  341+37 6.6+0.9 653 +40 29.4+40 192+12 4
R. clamitans 276 +102 3

*  Valores calculados en este trabajo a partir de los datos onginales.

Referencias: 0: Resultados obtenidos en este trabajo. 1: HALL (1966). 2: HAZARD & HUTCHISON (1982).
3: HUTCHISON & SZARSKI (1965). 4: KALOUSTIAN & DULAC (1982). 5: BISWAS et al. (1981). 6:
HAZARD & HUTCHISON (1978).
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res sensiblemente inferiores (sin publicar). Esto
pone en evidencia la necesidad de un estudio de
las variaciones estacionales de los parametros
hematologicos en esta especie.

El valor de la concentracion de Hb para R. pe-
rezi (5'19+0°99¢%) es igual al presentado por R.
berlandieri foreri (tabla I). Estos valores son los
mas bajos entre las especies de Rana, inferiores a
los de Bufo y algo superiores a los de Hyla. Esto
tltimo contrasta con el hecho observado por
LEFTWICH & BURKE (1964) de que algunos hi-
lidos arboricolas presentan mayores concentra-
ciones que los ranidos semiacuaticos o acuaticos.
La baja concentracién de Hb en R. perezi supone
una limitada capacidad de transporte de O, en su
sangre, asi como de reserva de este gas durante el
buceo. En este parametro también pueden existir
variaciones estacionales (HARRIS, 1972). Por
otro lado, la infeccién denominada «pie rojo», en
Rana, produce alteraciones en los parametros
hematologicos (HARRIS, 1972). Estainfeccionse
dio. aunque poco avanzada, en alguno de los
ejemplares utilizados en este trabajo.

El namero de globulos rojos de R. perezi
(482 +154x10%/mm?) es superior al presentado
por otras especies de Rana y menor que el de las
del género Bufo y, en general, que el de los anuros
mas terrestres y arboricolas (tabla I), poseyendo
un namero intermedio entre los ranidos mas
acuaticos y los terrestres (FOXON, 1964; LEFT-
WICH & BURKE, 1964).

En cuanto a volumen globular, aunque los da-
tos de otras especies son muy escasos, parece
existir una tendencia a que sea mayor en las espe-
cies de Rana que en las de Bufo, siendo el obte-
nido para R. perezi (533'29%) inferior al de otras
especies de Rana (tabla I), asi como lo son la
CCMH (20,15%) y la HCM (107.5 pg). En el
presente trabajo también se ha comprobado que
no existe correlaciéon entre todos estos parame-
tros y el peso de las distintas especies.

Por todo ello, en base a los parametros hema-
tolégicos estudiados, se puede considerar a R.
perezi como un anfibio semiacuatico, aunque
haya sido descrita como tipicamente acuatica por
otros autores (ANDRADA, 1980).

Teniendo en cuenta la actividad que caracte-
rizaa estaespecie: sibita, de granrapidez y corta
duracién, y la reducida capacidad de transporte
de O, que posee su sangre, junto a la alta afinidad
de su Hb por el O, (datos sin publicar), se puede
deducir que R. perezi en actividad recurrira al
metabolismo anaerobio, y ello en mayor propor-
cién que otras especies del mismo género.

La electroforesis de Hb dio como resultado la
separacion de dos fracciones cuyos porcentajes
son: 72,38+20,19 (n=11) para la mas anddica y
27,62+20,19 (n=11) para la mas catédica. Aun-
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FIGURA 1. Registro de la separacion electroforética

de proteinas plasmaticas de R. perezi en gel de 8.5%

de acrilamida. 1) albuimina; 2) a 6) globulinas; 5) fi-
brinégeno.

Electrophoretic pattern of plasmatic proteins from R. perezi in 8.57%
acrylamide gel. 1) albumin; 2) to 6) globulins; 5) fibrinogen.



que la variabilidad es alta, la fraccién mas ané-
dica es la predominante generalmente.

En R. esculenta, mediante cromatografia
{BRUNORI et al., 1968) y en Xenopus laevis,
mediante electroenfoque (JOKUMSEN & WE-
BER, 1980) se han obtenido también dos isohe-
moglobinas. Estas dos fracciones presentan dis-
tinta afinidad por el O, a pH fisioldgico y dife-
rente sensibilidad al pH, lo que proporciona a
cada fraccion unas caracteristicas funcionales
que pueden tener un significado adaptativo dis-
tinto. Aunque esto a(n no ha sido estudiado. es
probable que en R. perezi se dé una situacioén
similar.

La mejor separacion_electroforética de las
proteinas plasmaticas fue la realizada en geles de
7.5y 8.5%, aunque su lectura no fue cuantificada.
En la figura 1 se muestra un ejemplo de electrofo-
regrama obtenido.

Las figuras 2 y 3 reproducen registros electro-
foréticos de suero humano (WHITE et al., 1978)y
de suero de Rana ridibunda (ARIKAN, 1983),
respectivamente. Las fracciones obtenidas aqui
paraR. perezi se ajustan. en general. al modelo de
mamiferos. Aunque en la figura 2 no aparece el
fibrinogeno por tratarse de suero, aquél migra
entre las globulinas v y  en plasma completo
(WHITE et al., 1978). Por comparacion de las
figuras 1y 2, se deduce que la fraccién | corres-
ponde muy posiblemente a la albimina. Las frac-
ciones 2 a 6 podrian corresponder a las globuli-
nas. si bien la fraccion 5 debe estar constituida,
total o parcialmente, por fibrindgeno. Por simili-

FiGura 2. Registro electroforético de proteinas de

suero humano. 1) albimina; 2) x, globulina; 3) =,

globulina; 4) B globulina; 6) y globulina. (De WHITE
et al., 1978).

Electrophoretic pattern of human serum proteins. 1) albumin; 2) x,
globulin; 3) a, globulin; 4) B globulin; 6) y globulin. (From WHITE ef
al.. 1978).

tud con el modelo humano, es probable que la
fraccion 2 incluyalas globulinas « |, la3alas a,, la
4las Byla6las y.

ARIKAN (1983) obtiene, mediante un método
electroforético similar al empleado en el presente
trabajo. diez fracciones en el suero de R. ridi-
bunda: albamina, mas nueve fracciones globuli-
nicas, denominadas G1 a G9. De la comparacion
de este electroforegrama (fig. 3) con el de R.
perezi (fig. 1). se puede decir que las fracciones 2,
3 y4deR. ridibunda pueden corresponderse con
las denominadas 2. 3 y 4 de R. perezi. A partir
de lafraccidn S la correspondencia no es clara, ya
que el nimero de fracciones es distinto y, ade-
mas, parte de la fracciéon 5. como se ha dicho,
incluye el fibrindgeno. Asi pues, son necesarios
estudios posteriores que puedan confirmar que
las fracciones obtenidas para R. perezi en este
trabajo estan constituidas por los tipos de protei-
nas senalados.

FIGURA 3. R_egistro electroforético de proteinas séri-
cas de Rana ridibunda. 1) albumina; 2)a 9) globutinas
(De ARIKAN, 1983).

Electrophoretic pattern of serum proteins from Rana ridibunda. 1) al-
bumin: 2) to 9) globulins (From ARIKAN, 1983).
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