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Valores hematologicos y distribucion altitudinal de
anfibios chilenos

Blood values and altitudinal distribution of Chilean amphibians
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Blood values were measured on a series of Chilean species of frogs and toads from low and
high altitudes, ranging from near sea level up to 4,500 m. Average values of red cell number,
blood hemoglobin concentration and cell hemoglobin concentration were all higher in the
high altitude group (6 species), while the average cell size was larger in the low altitude
group (16 species). Hematocrits and cell hemoglobin content showed poor or no correlation
with the altitudinal distribution of the examined species.

La presion parcial de oxigeno en la atmos-
fera disminuye exponencialmente a medida
que aumenta la altura de la corteza terres-
tre, de modo que en alturas relativamente
moderadas (aproximadamente 3.000 m)
encontramos solamente 2/3 del oxigeno
disponible a nivel del mar. Un ascenso de
2400 m sobre esta altura aumentard la
diferencia a un equivalente de 1/2 atmos-
fera (pO, = 80 torr). Se comprende en-
tonces que los ambientes frios e hip6xi-
cos de las grandes alturas impongan no
tan solo severas restricciones a la distri-
buciéon de un sinntimero de especies, sino
que, ademds, sean elementos de fuerte
seleccién de mecanismos adaptativos que
permiten la vida en las grandes alturas.

Uno de los cambios mds conocidos que
presenta el hombre y otras especies como
respuesta de aclimatizacién a la altura o
de aclimatacién a la hipobaria e hipoxia
experimental es el aumento del nimero
de eritrocitos y de los niveles de hemo-
globina.

Pero la adaptacion a la altura (adapta-
ciébn genética) puede involucrar, ademas,
uno o mds pasos en la cadena de transporte
del oxigeno desde el ambiente hasta su
utilizacion final en los tejidos; como, por
ejemplo, modificaciones de superficies
respiratorias, tamafio del corazén, concen-
traciébn de hemoglobina, etc. (Morrison,
1964).

De los datos hematologicos en algunos
roedores chilenos y peruanos nativos de

alta y de baja altitud, se puede concluir
que el nimero de eritrocitos y la con-
centracion de hemoglobina no son facto-
res significativos en la adaptacién de estos
pequefios mamiferos a las altas altitudes
(Morrison et al., 1963).

En reptiles la correlacidon entre altitud
y pardmetros hematoldgicos es discuti-
ble; parece cumplirse en ciertas especies
(Engbretson & Hutchison, 1976; Newlin
& Ballinger, 1976) pero no en otras (Daw-
son & Poulson, 1962; Burns, 1969).

Correlaciones similares en anfibios son
menos conocidas; sin embargo, los traba-
jos de Stuart (1951), de Hock (1964), de
Hutchison (1976) y de Ruiz et al (1983)
parecen indicar una respuesta opuesta
a la descrita anteriormente en mamiferos.

En principio, eritrocitos de pequefio
tamafio, conjuntamente con altos valores
hematoldgicos, debiesen facilitar la vida
de los anfibios en altas altitudes. Cabria
entonces esperar que diferentes especies
mostrasen una correlacion positiva entre
el nimero de eritrocitos, hematdcrito y
concentracién de hemoglobina versus dis-
tribucion altitudinal y una correlacion
negativa entre altitud y el volumen o tama-
fio del eritrocito. Esta es la hipotesis
central del presente trabajo.

Para verificarla hemos seleccionado un
amplio nimero de especies que se distri-
buyen en un gradiente altitudinal, que va
desde el nivel del mar hasta casi 5.000
metros de altura.
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MATERIAL Y METODOS

Los parametros hematologicos fueron medidos
en 184 ejemplares de las especies o poblaciones
designadas mas adelante con los siguientes nime-
ros: Bufo spinulosus (1, 2), B. chilensis (3),
B. rubropunctatus (4), B. atacamensis (5), Caudi-
verbera caudiverbera (6), Eupsophus roseus (7),
E. vertebralis (8), E. migueli (9), E. calcaratus
(10), Batrachyla leptopus (11), B. taeniata (12),
Alsodes nodosus (13), A. tumultuosus (14),
Telmatobius peruvianus (15), T. marmoratus
(16), T. halli (17), T. pefauri (18), Insuetophrynus
acarpicus (19), Pleurodema thaul (20), P. mar-
morata (21) y Rhinoderma darwini (22).

La distribuci6n latitudinal de las especies indi-
cadas se extiende desde Arica (18920’S) hasta
Chiloé {(42020’S). Los batracios de altas altitudes*
fueron colectados en diversas localidades andinas
del norte de Chile (Tarapaci y Antofagasta) y
en diferentes épocas del aiio.

Exceptuando la especie 18 (sblo 3 ejempla-
res), el namero de individuos examinados por
especie de alta altitud fue de 8,3 £+ 3.8 (X, SD)
(ZN = 50) v de 8,4 * 3,7 por especie de baja
altitud (EN =134).

Todos 1los animales fueron trasladados al
laboratorio en Santiago (500 m de altura), donde
se les mantuvo (por no mis de cinco semanas)
a temperaturas similares a las registradas en su
ambiente de origen.

Salvo excepciones, las muestras de sangre
fueron tomadas por puncion cardiaca, utilizan-
do jeringas heparinizadas y sin anestesia.

Los anilisis de sangre se efectuaron con las
técnicas usuales en hematologia. El hematdcrito
(Hct) se determindé como microhematdcrito cen-
trifugando a 10.000 revoluciones por minuto
hasta volumen constante. La concentracién de
hemoglobina en sangre total (Hb) se midié6 como
cianmetahemoglobina (MercKotest Merck). El
recuento globular (N) se efectud en hemocitd-
metros Neubauer, usando una dilucidén de sangre
(1:100) en solucion de NaCl al 0,7%. Los dia-
metros de los eritrocitos se midieron en frotis
secos y sin tincion, con un micrometro ocular
calibrado Carl Zeiss, utilizando un aumento de
1.000 X, sin inmersién.

A partir de los valores de Hct, de Hb y de N
se calculd el volumen corpuscular medio (MCV),
la cantidad de hemoglobina corpuscular media
(MCH) y la concentracion de hemoglobina cor-
puscular media (MCHC).

Todas las ecuaciones de regresidbn fueron
calculadas por el método de los cuadrados mi-
nimos. En la comparacion de promedios se utili-
z6 el test de 7,

* En este trabajo consideramos como “altas altitudes” a
aquellas que se aproximan o que superan los 3.000
metros.

RESULTADOS

Por sus peculiares caracteristicas geomé-
tricas es usual medir en los eritrocitos sola-
mente dos dimensiones lineales, el dia-
metro mayor (A) y el didmetro menor (B).

El promedio de los valores de A para las
seis especies de alta altitud (referidas en
Material y Métodos con los numeros
2, 15,16, 17, 18 y 21) fue de 16,2 + 1,2
um, mientras que el promedio de las 16
especies de baja altitud fue de 20,1 *
4,15 um (p < 0,001). En el extremo
inferior del rango de tamaifios destacan
los eritrocitos de la especie de altura P.
marmorata (14 um) y en el extremo
superior los de C. caudiverbera (25 pm),
especie que no se encuentra por sobre
los 1.000 metros.

Una relacién similar se observa al com-
parar los didmetros menores en ambos
grupos. El promedio de los valores de B
en las especies de alta altitud fue de 12,1
+ 0,6 um y de 13,45 =+ 1,1 um en las de
baja altitud (p < 0,02).

El rango de volimenes de los eritrocitos
se extiende en nuestras especies desde
250 um?® en P. marmorata hasta casi
900 um?® en C caudiverbera. En este
rango el promedio de los valores agrupa-
dos de las especies de altura (392 = 84
pm?) es significativamente menor (p <
0,05) que el promedio de las especies
nativas de bajas altitudes (527 £ 145
um?). Corroborando las diferencias encon-
tradas al comparar promedios de los
grupos, la Figura | correlaciona los valo-
res de MCV con la distribucién altitudinal
méaxima de cada especie (Duellman, 1979).
Se observa en este grafico logaritmico una
buena correlacion negativa, r = —0,72
(p < 0,001), entre ambas variables.

La ecuacidon de regresion MCV = 2138
X' en la que X representa la altura en
metros, indica que el volumen de los eri-
trocitos es inversamente proporcional a la
altitud de origen de los anuros estudiados.
Esta correlacion pareciera cumplirse inclu-
so a nivel de poblaciones. El MCV de
B. spinulosus capturados entre 200 y
2.700 metros dio un valor promedio de
544 + 25 um?® (no incluido en la Figura
1), mientras que el promedio de los valo-
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Fig. 1: Relacién logaritmica entre el volumen de los eritro-
citos y la distribucién altitudinal mixima de los anuros
estudiados. Los niimeros corresponden a las especies indi-
cadas en el texto. Los circulos negros identifican a las
especies de alta altitud. En este grafico y en los siguientes
se incluye en paréntesis solamente a las poblaciones de
altura de B. spinulosus.

res de individuos capturados entre 3.200
y 4.300 metros (indicado entre parénte-
sis en la Figura 1) dio un promedio de
477 £ 22 um?3,

Los recuentos globulares permiten apre-
ciar una clara diferencia entre el promedio
del namero de eritrocitos por mm® de
sangre del grupo de especies de baja altitud
(415.000 £ 166 x 10> mm™ )y el promedio
encontrado en las especies de alta altitud
(713000 + 111 x 10®* mm™), p < 0,001.
Este hecho se ve reafirmado en la Figura
2, en la que se correlacionan ambas varia-
bles, niimero de eritrocitos (N) en miles
por mm?® y la distribucién altitudinal
maxima en metros (X).

La ecuacién (N = 280,4 + 0,11 X) indi-
ca Que a partir de los valores minimos de
recuento, el numero de eritrocitos se in-
crementa en 11.000 mm™ por cada 100
metros de incremento en altitud.

A pesar de la marcada diferencia encon-
trada en los recuentos de eritrocitos, los
promedios de los valores de Hct en ambos
grupos de anuros (28 + 7,39+ versus 21 *
8,3% en los de baja altitud) no son signifi-
cativamente diferentes (p = 0,06).

Sin embargo, las especies de altura mues-
tran cierta tendencia hacia los valores altos,
como se observa en la Figura 3, en la que
la correlacion entre ambas variables es rela-
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Fig. 2: Namero de eritrocitos (miles por mm3 de sangre)
y distribucién altitudinal maxima en diversas especies de
anuros. Los simbolos siguen la nomenclatura indicada en
la Figura 1.

4+
16
. o &7 (®)2
°
z
2
Iv]
L
g
09
2 g’,’
0r o Hct=16.7 + 2.6 + 107 x
r=0.49
p < 0.05
. , X L o
1000 2000 3000 4000 5000

Distribucidn Altitudinal Mdxima (X) m

Fig. 3: Hematdcritos y distribucién altitudinal maxima en
diversas especies de anuros. Los simbolos siguen la no-
menclatura indicada en la Figura 1.

tivamente baja (r = 0,49), pero significativa
(p < 0,05).

La concentracién de hemoglobina en la
sangre (Hbw) difiere entre ambos grupos y
refleja mas las diferencias encontradas en
los recuentos globulares que en los hema-
tdcritos.

El promedio de Hbw% en los anuros de
baja altitud (5,54 * 1,7%) equivale a 2/3
del promedio de las especies de alta alti-
tud (9,02 + 2,16%), p < 0,01.

La Figura 4 correlaciona ambas varia-
bles. En este grdafico la pendiente de la
regresion implica un aumento de 1,12
gramos de Hbw, por cada 1.000 metros
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Fig. 4: Concentracion de hemoglobina en la sangre y dis-
tribucidn altitudinal mdxima en diversas especies de anu-
ros. Los simbolos siguen la nomenclatura indicada en la
Figura 1.

de incremento de altitud. Sin embargo,
la cantidad de Hb almacenada en los
eritrocitos (hemoglobina corpuscular me-
dia) no difiere significativamente (p >
0,1) en ambos grupos (123 + 26 pg/cel
en los anuros de altura versus 114 = 36
pg/cel en los de baja altitud).

Si relacionamos este hecho con las
diferencias de tamafio de los eritrocitos,
debiésemos esperar una menor concen-
tracion de Hb en los eritrocitos de las
especies de baja altitud. Efectivamente,
en estas especies la concentraciéon de Hb
corpuscular media (MCHC) resulté ser
de 274 + 1,9%, comparada con un pro-
medio de 31,1 + 2,5% en las de alta altitud
(p < 0,01).

DISCUSION

En la busqueda de caracteristicas hema-
tologicas mas probables de ser considera-
das como adaptaciones a las grandes altu-
ras, resalta, en primer lugar, el pequefio
tamafio de los eritrocitos. Esta caracterfs-
tica se evidencia tanto en las dimensiones
lineales como en el volumen de los glébu-
los rojos. El didmetro mayor promedio de
nuestras especies de baja altitud (20 um)
no difiere de los valores encontrados en
otros anuros (Kaloustian y Dulac, 1982);
sin embargo, el promedio de las especies
de altura da un valor de 16,2 + 1,3 um,

destacandose entre ellos P. marmorata
con un valor de A de solamente 14 um.
Paralelamente, el volumen de los eritroci-
tos en las especies de alta altitud es tan
pequefio, que resultan ser los mas bajos
entre los anfibios conocidos. Por ejemplo,
el MCV en P. marmorata (254 um?) alcan-
za a solamente 2/3 del volumen dado
para T. culeus (Hutchison et al, 1976);
a 1/2 del volumen que presentan varias
especies del género Bufo (Biswas et al,
1981), (Kaloustian & Dulac, 1982); a 1/3
del valor encontrado en especies del géne-
1o Rana (Wood ef al., 1975) y a solamente
1/5 del volumen de los eritrocitos de
Hyla arborea (Szarsky, 1976).

La ventaja de poseer eritrocitos peque-
filos estd probablemente asociada a su
mayor superficie relativa. Por ejemplo,
el eritrocito de P. marmorata tiene sola-
mente 1/3 del volumen, pero casi 1/2 de
la superficie del eritrocito de C. caudiver-
bera, calculada como la superficie de una
elipse de didmetros A y B.

Ademé4s de las caracteristicas morfo-
logicas, el nGmero de eritrocitos circu-
lantes y la concentracion de Hb en la san-
gre son significativamente mds altos en las
especies de altura. El alto numero de eri-
trocitos en nuestros anuros andinos es
solamente sobrepasado por contadas espe-
cies. Por ejemplo, en los machos de Hyla
hallowelli y de Rana tsushimensis (990
a 1.060 x 10° mm™) durante la época de
reproduccién  (Kuramoto, 1981) y de
Bufo arenarum durante la misma época
(Varela y Sellares, 1938).

Fuera de estas excepciones, los datos
de recuento son en general bastante mads
bajos y cercanos al promedio de nuestras
16 especies de baja altitud (Prosser, 1952;
Moore, 1964 ; Kuramoto, 1981).

Una relacién similar se encuentra al
comparar nuestros valores de Hbe con
datos de otras especies. La concentracidn
de Hb en la sangre de los anuros de alta
altitud esta entre los valores mas altos
descritos en anfibios. Por ejemplo, Hbw%
en T. marmoratus (11,2%) excede al en-
contrado en diversas especies de los géne-
ros Bufo (8 a 10,6%), Hyla (10,2%) y Rana
(6,5 a 7,8%) (Stuart, 1951); Prosser,
1952); (Wood, 1975); y es solamente
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sobrepasada por la del sapo fosorial Sca-
phiopus (10 a 12,9%) (Seymour, 1973).

De estos datos y de la relacion expresa-
da en la Figura 4 pareciera ser claro que
en los anuros la concentracion de Hb es
mayor en las especies de alta altitud. Una
correlacion positiva similar se ha propuesto
en reptiles (Newlin y Ballinger, 1976).
Sin embargo, resultados diferentes han sido
descritos en urodelos (Friedmann, 1971)
y en mamiferos (Morrison et al., 1963),
en los que las especies de alta altitud no
demuestran tener una mayor concentra-
cién de Hb circulante.

A pesar de las diferencias en N y en
Hb, los hematdcritos promedios de las
especies de alta y de baja altitud (28
versus 2l%) no son significativamente
diferentes. Ambos grupos caen en ¢l rango
de valores (10 a 40%) de la mayoria de los
anuros (Hillman, 1980); (Kuramoto, 1981).

La baja correlacion entre hematdcrito y
altitud se debe probablemente a que en las
especies de altura se compensa el mayor
namero de eritrocitos, con una disminucién
en el tamafio celular; por otra parte, el
escaso numero de eritrocitos de los anuros
de baja altitud es también compensado con
un mayor MCV. De aqui resulta que el
Hct aparenta ser mds independiente de la
distribucion altitudinal que N, Hb y MCV.

Del analisis de los datos agrupados de
las especies de alta y de baja altitud se
desprende que la cantidad de Hb en los
eritrocitos no demuestra estar relacionada
con el origen altitudinal de los anuros
estudiados. Los promedios de MCH de las
especies de altura (123 + 26 pg/cel) y de
las de baja altitud (144 + 36 pg/cel) no
son significativamente diferentes (p > 0,1).
Dada la marcada diferencia en los tamafios
celulares, la baja correlaciéon entre MCH
y distribucidon altitudinal puede ser atri-
buida en gran medida a una concentraciéon
de hemoglobina corpuscular distinta en
amb.os grupos.

Efectivamente, el valor promedio de
MCHC en las especies de altura (31,1 #
2,5%) resultd ser significativamente mayor
(p < 0,01) que en las de baja altitud
(27,4 £ 19%). Este hecho adquiere conse-
cuencias importantes al comparar la capa-
cidad de saturacion de oxigeno de un

volumen dado de eritrocitos en ambos
grupos. Por ejemplo, un ml de eritrocitos
de T. peruvianus (MCHC = 35,4%) podria
transportar 43% madas oxigeno que un ml
de eritrocitos de E. vertebralis (MCHC =
24,7%) y 57% mas oxigeno que si se trata-
ra de eritrocitos de C. caudiverbera (MCHC
= 22,8%), independientemente del name-
ro y tamafio de sus glébulos rojos.

Finalmente, resulta interesante sefialar
que el promedio de MCHC en los anuros
andinos (31,1 * 2,5%) se asemeja més a
los valores encontrados en los eritrocitos
anucleados de los mamiferos (32 + 2,7%)
(Wintrobe, 1967), que a los de los anfibios
de bajas altitudes (27,4 £ 1 9%).
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