UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

DESCRIPCION MICROSCOPICA DE LA ENFERMEDAD VALVULAR
DEGENERATIVA EN PERROS MEDIANTE LA UTILIZACION DE
DIFERENTES TECNICAS DE COLORACION

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
PRESENTA
LUIS ESTEBAN ARROYO CAZARES

ASESORDE TESIS
DR CARLOS IGNACIO SOTO ZARATE

COASESOR DE TESIS
MVZ HUGO CESAR LOPEZ FARIAS

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

A MI PADRE: Por e amor que siempre me has demostrado, por compartirme tu
sabiduria, por apoyarme en todo momento, porque gracias a las tareas que me ponias a
realizar, hiciste que reflexionara sobre |o importante que era continuar con mis estudios
y por todo. ;MUCHAS GRACIAS PAPA! {TE AMO!

A MI MADRE: Por haberme dado la dicha de vivir, por tus cuidados, por tus
desvelos, por ser una madre g emplar, por compartir tantos momentos tan hermosos, por
estar siempre a pendiente de mi salud y por todo e amor que me has entregado desde el
momento en que llegue atu vida. {MUCHAS GRACIAS MAMA! TE AMO!

A LOURDES: Por brindarme tu carifio, confianza y apoyo en todo momento. jGracias

pacharral

A CARMEN: Por tu carifio y por creer en mi. jGracias manita!

A ALEJANDRO: Por tu carifio, tu apoyo y por todos los consejos que recibi de ti para

gue continuara con mis estudios. jMuchas gracias! jTe quiero mucho carnal!

A TERE: Por tu carifo, por ser como eres y por hacerme reir tanto. jGracias terita!

A GABY': Por tu carifio y por darme ese ejemplo de superacion y de fortaleza. jMuchas

gracias flaca woman!

A BETY: Por tu carifio, amistad, apoyo incondicional en todo momento y por

interesarte en mi superacion. jMuchas gracias betinal jTe quiero mucho!

A DAVID: Por tu carifio, por compartir conmigo tantas experiencias inolvidables,
alegrias, derrotas, tantas desveladas y sobre todo por su amistad y tu confianza.

iMuchas gracias charo! jTe quiero mucho!

A MIS CUNADOS Y CUNADAS: Ramon, Eduardo, Gaby, Sergio, Mauricio y Lucero.

Por formar parte de esta gran familia.



A MIS SOBRINOS: Lalo, Yad, Abdl, Karen, Emilio, Adrian, Luis David, Sofia,
Luisito, Rodrigo, Mauricio, Octavio y por € o la que viene en camino. Gracias por

regalarme tantos momentos de alegria. jLos quiero mucho!

A M| ESPOSA: Por creer enmi, , por e apoyo que me has brindado para salir adelante
en todo momento, por compartir tu vida con la mia, por demostrarme lo mucho que
podemos lograr estando unidos, por el amor que me has entregado siempre y por darme
el mejor regalo de mi vida; mi hija. ;TE AMO NINA! GRACIAS POR EXISTIR!!!

A MI HIJA: Por ser mi suefio hecho realidad, por regalarme a diario esas sonrisas tan
bellas, por impulsarme a seguir viviendo dia a dia, por hacerme el papa mas feliz del
mundo, por ti y parati. ;TE AMO NATALIA!

A la Sra. GUADALUPE VITAL: Por todo € apoyo que siempre me ha brindado y

sobre todo parala culminacion de este trabajo. jMuchas gracias!
A JOSE LUIS JARDON: Por compartir conmigo tantos momentos tan especiales, por
tener un gran corazon, por tu sincera amistad y por tenerme ese gran aprecio. jGracias

chiclitos! jTe quiero mucho! Nunca te des por vencido!!!

A RODAS: Mi perrofiel, el cual me dio tantas alegrias y satisfacciones. Siempre estaré

orgulloso deti.

A LISY Y TOTO: Mis mascotas que me han dado tantos momentos de alegria.



AGRADECIMIENTOS

A LA UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO Y A LA
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN: Por haberme dado la
oportunidad de formar parte de ellas.

Dr. Carlos Ignacio Soto Zarate: Por tener confianza en mi para la realizacion de este
trabgo, por € apoyo y disponibilidad que tuvo siempre para que este trabgo se

culminara asi como por brindarme su amistad. GRACIAS!

Dr. Juan Carlos del Rio Garcia: Por su valiosa atencion y dedicacion para la revision de

este trabgjo. (GRACIAS!

MVZ. Olivia Adams Vazquez: Por su tiempo dedicado para la revision de este trabajo

por su apoyo Y por su colaboracion en la redaccion del mismo. jGRACIAS!

Dra. Maria Leonor Quintero Mora: Por sus opiniones que realizo para la redaccion de
este trabgjo y por lo accesible que fue siempre para que e presente trabgo se
concretara. (GRACIAS!

MVZ. Emilio Lopez Rodriguez.: Por sus consejos, opiniones, por el gran apoyo que
siempre me ha dado cuando lo he necesitado, por transmitirme sus conocimientos'y por

brindarme su amistad. {GRACIAS!

Dr. Miguel Angel Cornejo Cortés: Por todo el apoyo que recibi para que este trabgjo

serealizara, por sus valiosas opinionesy aportaciones. GRACIAS!

M.C. Crisoforo Mercado Marquez: Por sus opiniones y observaciones que realizd para
el trabgo.

M.F. German 1. Garrido Farifia: por su colaboracion en la preparacion y tincion de l10s

cortes histol6gicos.

Dra. Y olanda Romero Sanchez: Por su apoyo para la tincion de cortes histologicos.



Mi especia agradecimiento para el MVZ. Hugo César Lopez Farias por que ta fuiste
pieza fundamental para la redlizacion de este trabajo, por tu esfuerzo, tiempo,
dedicacion, apoyo incondicional, paciencia y sobre todo por tu gran amistad. Sabes que

siempre contaras conmigo. ]MUCHAS GRACIAS!

A todos aquellos profesores que a lo largo de mi trayectoria académica han aportado

sus conocimientos para mi formacion como profesionista.

A mis compaiieros y amigos de generacion: Antonio (panque), Eduardo (chuchin),
Cesar (click), Daniel (chivo, combi, michelin etc.etc.), Carlos (carita), José (choche),
Javier (mayito), Gerardo (pollino), Violeta (giiera), Liz (ma’sita), Hortencia (tencha),
Sac Nicte, Maribel, Gloria y perdon si olvide a alguien; con los cuales disfrute muchos

momentos y |os cuales me apoyaron durante la carrera.

Armando Castaiieda: por tu apoyo incondicional que me has dado siempre por
compartir conmigo tus experiencias y conocimientos, por tantos momentos que hemos
compartido y por demostrarme tu amistad. GRACIAS FISH!!!

Leticia Ruiz: Por ser una buena compaiiera, por tu tiempo aportado para la realizacion
de estetrabgo y por tu amistad. GRACIAS LENTY!

A todos aquellos seres que dieron la vida para la redizacion de este trabajo asi como

todos aquellos que me ayudaron parami ensefianza académica. ]MUCHAS GRACIAS!



El presente trabajo fue apoyado por € proyecto PAPIIT “Estudio comparativo de los
rearreglos del citoesqueleto en células RK13 y enterocitos del conejo durante la
infeccion de Escherichia coli enteropatogena para conejo (REPEC)”, clave 1N203106-3

y por la Catedra de Investigacion “Morfologia Veterinaria y Biologia Celular”, clave
PACIVE CONS105.



INDICE

INDICE. ... oo, 1
RESUMEN . ...ttt 2
INTRODUCCION. .. ..ot 3
OBIETIVOS. ... 8
MATERIALESY METODOLOGIA..............cccc e, 9
RESULTADOS. ... 15
FIGURAS. ... 19
DISCUSION ... .t 30
CONCLUSIONES. ... .. ) 32
BIBLIOGRAFIA ... ... 33



RESUMEN

En e presente trabajo se reaizo la descripcion microscopica de las caracteristicas
morfolégicas de las valvulas cardiacas afectadas por la enfermedad valvular
degenerativa en perros, con esto se proporcionan los elementos que permiten

diferenciarlas de unavalvula normal.

Para la obtencion de las muestras se utilizaron 14 perros de raza indefinida de las
siguientes edades. 1 de 6 meses (control, ya que macroscopicamente no se aprecid
ningan grado de afectacion), 1 de 2 afos, 2 de 3 afios, 1 de 5 afios, 3 de 6 afios, 1 de 7
aios, 1 de 9 afos, 2 de 10 afios, 1 de 12 afios y 1 de 13 afios, estos ejemplares se
obtuvieron a partir de donaciones del centro de control canino del Municipio de
Cuautitlan, en el Estado de México. Mediante disecciones sistematicas se recolectaron
las muestras biologicas de las valvulas cardiacas, se procesaron utilizando el método de
inclusion en parafina y se tifieron con las técnicas de coloracion de Hematoxilina-Eosina
(HE), Tricromica de Gomori, Verhoeff contrastada con Van Gieson, Acido Peryodico
de Shifft (PAS), Rojo Congo y Azul de Alciano, con € fin de determinar la naturaleza
guimica del material precipitado presente en las valvulas afectadas y, por otra parte, la

presencia de fibras elasticas.

L os resultados obtenidos fueron los siguientes: todos |os perros mayores de 2 afios de
edad mostraron cambios en la estructura de las valvulas, dichos cambios afectaron a
ambas porciones, fibrosa y esponjosa (presencia de glucoproteinas, hiperplasia y
desorganizacion tisular); el grado de afectacion fue diferente de acuerdo a la edad del
perro. A diferencia de lo senalado en la literatura, en ninguno de los cortes evaluados se
encontré ni proliferacion, ni desprendimiento del endotelio. Los halazgos mas
evidentes fueron, la presencia de material amorfo precipitado en e espacio intersticial e
hiperplasia, estos hallazgos se localizaron afectando a ambas porciones de las valvulas.
Asimismo, estos cambios patologicos indujeron la percepcion de desorganizacion
tisular ya que resultaba dificil distinguir la porcion fibrosa de la esponjosa. El material
precipitado solo fue tefiido con la técnica de Azul de Alciano por lo que se puede

senalar que se trata de glucoproteinas.



INTRODUCCION

La estructura anatomica que regula el flujo de sangre, a través del orificio mitral, se
denomina aparato o complejo mitral. Lafuncion del Complejo Mitral, es la de mantener
la valvula ampliamente abierta durante la diastole para permitir el correcto llenado del
ventriculo y cerrar el orificio atrioventricular, con €l fin de evitar € reflujo de la sangre

durante la sistole ventricular (Mucha, 2007).

Los elementos anatomicos que componen el Aparato Mitral son:

e Pared caudal de laauricula izquierda.

e Anillovavular mitral.

e Valvula mitral (atrioventricular izquierda).
e Cuerdas tendinosas.

e Musculos papilares.

e Pared libre del ventriculo izquierdo (Mucha, 2007).

El correcto funcionamiento del Aparato Mitral, va a depender de una compleja y
coordinada accion de sus componentes, y cualquier afeccion de alguno de ellos
producira una insuficiencia mitral, lo que dara por resultado la regurgitacion de sangre

desde el ventriculo al atrio izquierdo, en cada ciclo cardiaco (Mucha, 2007).

Las vélvulas cardiacas estan fijadas al complejo esqueleto de tejido conjuntivo denso no
modelado que forma los anillos fibrosos y rodea |os orificios atrioventricul ares, adrtico
y pulmonar (Esqueleto cardiaco). Histologicamente cada valvula se compone de las

siguientes capas (Figura 1) (Rossy col., 2005):

1. Superficie auricular. Es la porcion que se continua con el atrio y tiene un

revestimiento endotelia (epitelio simple escamoso) (Mucha, 2007).

2. Fibrosa. Formael centro de cada valvay contiene extensiones fibrosas del tejido
conectivo colageno compacto irregular de los anillos fibrosos del esqueleto
cardiaco (Ross y cal., 2005; Stacey, 2007; Mucha, 2007).



3. Esponjosa. Esta formada por el tejido conjuntivo colageno laxo ubicado en el
lado auricular, vascular 0 ambos de cada valvula. Consiste en fibras colagenas y
elasticas de disposicion laxa separadas por una gran cantidad de proteoglicanos.
La esponjosa actia como un amortiguador ya que reduce las vibraciones
asociadas con € cierre de la valvula (Ross y col., 2005; Stacey, 2007; Mucha,
2007).

También confiere flexibilidad y plasticidad alas valvas. En las valvulas aortica y
pulmonar, la esponjosa ubicada del lado del vaso sanguineo recibe el adjetivo
arterial (en latin: spongiosa arterialis). Es el equivalente del tejido conjuntivo
colageno laxo ubicado en el lado auricular de las valvulas atrioventriculares
(tricaspide y mitral) que recibe el adjetivo auricular (en latin: spongiosa

auricularis) (Rossy col., 2005).

4. Superficie ventricular. Esta justo contigua a la pared del ventriculo y tiene un
revestimiento endotelial (epitelio simple escamoso). Contiene tejido conectivo
colageno compacto con muchas capas de fibras elasticas. En las valvulas
atrioventriculares (A-V) la capa ventricular se continia con las cuerdas
tendinosas, que son finos cordones fibrosos también revestidos por endotelio.
Estas cuerdas se extienden desde € borde libre de las valvulas A-V hacia
proyecciones musculares de la pared de los ventriculos llamadas musculos
papilares (Banks, 1996; Geneser, 2000; Ross y col., 2005; Stacey, 2007; Mucha,
2007).

Esponjosa

Fibrosa

Figura 1. Fotomicrografia de la valvula mitral
(Tomaday modificada de Ross y col., 2005).



Las valvas o cuspides de las valvulas normalmente son avasculares. S6lo en la base de
lavalva hay vasos sanguineos y musculo liso. Las superficies valvulares estan expuestas
a la sangre y las vavas son suficientemente delgadas como para permitir que las

sustancias nutritivasy €l oxigeno se difundan desde la sangre (Ross y col., 2005)

De las enfermedades que afectan a las valvulas del corazon, algunas producen su
degeneracion (p. g., calcificacion, fibrosis) y causan un mal funcionamiento cardiaco
por insuficiencia o estenosis de los orificios vavulares. Entre estos trastornos,
agrupados en forma colectiva bajo la denominacion de enfermedades valvulares
cardiacas o valvulopatias cardiacas, se encuentran la cardiopatia reumatica, la
endocarditis vegetante, la estenosis valvular aortica calcificada degenerativa, la

calcificacion anular mitral y la enfermedad valvular degenerativa (Ross y col., 2005).

La enfermedad valvular degenerativa es la lesion cardiovascular mas comtn en los
perros y se encuentra mas frecuentemente como un hallazgo incidental a la necropsia.
Las valvulas atrioventriculares distorsionadas y encogidas se ven con mayor frecuencia
en los machos de determinadas razas, tales como el Poodle, e Schnauzer, Chihuahua,
Doberman pinscher, Fox terrier, Boston terrier y Cocker spaniel. Los perros de la raza
Cavalier King Charles Spaniel presentan una especia predisposicion a este proceso, de
tal manera que aparece incluso a edades tempranas. La incidencia de la enfermedad
aumenta con la edad, desde aproximadamente un 5% en animales menores de 1 afio de
edad, hasta un 75% en perros de 16 anos de edad (Patrick y Owens, 1987; Jubb y col.,
1991; Swenson y col., 1996; Mike y Corcovan, 1999; Karlstam y col., 2000; Talaveray
col., 2001; Fidalgo y coal., 2003; Mucha, 2007).

La enfermedad valvular degenerativa afecta principalmente a la valvula atrioventricular
izquierda (Bicuspide o Mitral); la valvula atrioventricular derecha es afectada con
menor frecuencia y severidad y, solo ocasionalmente, resultan afectadas las valvulas
pulmonar y/o aortica. En la enfermedad valvular degenerativa, las cuspides
atrioventriculares estan acortadas y engrosadas. El engrosamiento de la hojuela puede
ser mas o menos uniforme con un borde redondeado o con engrosamientos nodulares
prominentes que afectan el borde libre. Las valvulas estan opacas y blancas, pero la
superficie es lisa y brillante, sin ninguna evidencia de inflamacion. Las cuerdas

tendinosas también pueden estar engrosadas y, ocasionalmente, estan rotas, lo cua



permite la eversion de la hojuela hacia el atrio y conducir al falo ventricular agudo
(Jubby col., 1991; Mikey Corcovan, 1999; Talaveray col., 2001).

En las primeras etapas de la enfermedad, € alargamiento de las cuerdas tendinosas y la
laxitud del tejido valvular, produce un prolapso mitral, sin regurgitacion. Luego con la
evolucion del proceso hay una falla en la coaptacion de las valvas y comienza €l reflujo
de sangre del ventriculo hacia €l atrio izquierdo, que producira el signo cardinal de esta
enfermedad, el soplo (Atkins, 1995).

La progresion de las lesiones ha permitido la clasificacion de este padecimiento en tres
clases por Kogure (1980). En la clase | las lesiones empiezan como pequeiios nédulos
bien definidos a lo largo del borde de las hojas que aumentan de tamano hasta
fusionarse y formar grandes deformidades hacia los bordes libres. En la clase 11, los
bordes libres estan engrosados y se vuelven mas irregulares Y mas gruesos a medida que
avanzala enfermedad. Parte de la zona rugosa de | as cuerdas tendinosas se engrosa en €
punto de union a las hojas valvulares. En la clase III los bordes de las hojas estan muy
engrosados y presentan nodulaciones. El engrosamiento se extiende en direccion a la
base de las hojas y las afecta por completo 0 en parte y parecen tener un exceso de
tgjido, lo que puede hacer que parte del tejido engrosado se prolapse hacia € atrio
izquierdo. Las cuerdas tendinosas de la zona rugosa se engrosan y pueden llegar a
detectarse cuerdas rotas que hacen que las hojas valvulares se agiten sin control. En
perros con lesiones de clase |11 las cuerdas tendinosas de la valvula septal también se
aargan (Kogure, 1980).

Apariencia microscopica

Los cambios histopatologicos mas tempranos se observan en el lado auricular de las
valvulas. Hay proliferacion y desprendimiento del endotelio, un aumento en & numero
de fibroblastos y macrofagos subendoteliales y division y separacion de las fibras
elasticas entre la superficie auricular y el subendocardio. El subendocardio esta muy
engrosado por la proliferacion de tejido conectivo colageno laxo y el deposito de acido
mucopolisacarido, este ultimo esta compuesto por acido hialurénico y condroitin sulfato
(Andrade, 1982; Jubb y col., 1991, Fidalgo y col., 2003).



No se conoce la causa de la enfermedad valvular degenerativa. Pueden ser una
degeneracion influida genéticamente del tejido conectivo, particularmente del colageno,
deficiencias nutricionales, desordenes metabodlicos, o anormalidades inmunolégicas.
Esto esta apoyado por la observacion de que las razas mas frecuentemente afectadas con
la enfermedad valvular degenerativa son del tipo condrodistrofico. Hay una similitud
sorprendente de la enfermedad valvular degenerativa con € sindrome de la valvula
mitral prolapsada de los seres humanos. El prolapso de la valvula mitral se produce en
asociacion con desordenes del tejido conectivo tales como & sindrome de Marfan, €
sindrome Ehlers-Danlos, la osteogénesis imperfecta y diversas distrofias musculares
(Patrick y Owens, 1987; Jubb y col., 1991; Mike y Corcovan, 1999; Fidalgo y cal.,
2003; Haggstrom y col., 2004; Tidholm y Jonsson, 2005).

A la enfermedad valvular degenerativa se le conoce también como endocardiosis,
aunque los términos mas utilizados y mas apropiados, por la condicion de la
enfermedad, son: degeneracion valvular mucoide o transformacion mixomatosa de las
valvulas atrioventriculares, esto se debe a que el tejido adquiere la apariencia de tejido
mesenquimatoso embrionario (Jubb y col.,, 1991; Mucha, 2007), enfermedad
degenerativa de la valvula mitral (Abbott, 2000; Haggstrom y col., 2004), o

valvulopatia mitral adquirida cronicadel perro (Talaveray col.; 2001).

Justificacion

A pesar de que en todos los textos consultados se sefiala que es el padecimiento
cardiaco mas comun en los perros, no existe correspondencia cuando se quieren conocer
los detalles histopatol 6gicos de las lesiones y la naturaleza estructural de los elementos
degenerativos que se depositan en las lesiones. Por otra parte, también es importante
sefialar que existe otro padecimiento, la displasia valvular, que macroscopicamente tiene
la misma apariencia que la enfermedad valvular degenerativa y, sin embargo, a
microscopio se observa que son eventos totalmente distintos. Con este trabajo se busca
contribuir al conocimiento de este padecimiento mediante una descripcion amplia y
detallada de las lesiones, asi como la obtencion de imagenes provenientes de cortes

procesados con diferentes métodos de tincion.



OBJETIVOS

Objetivo General:

Describir el aspecto microscopico de las lesiones presentes en las valvulas cardiacas

afectadas por la enfermedad valvular degenerativa.

Objetivos Particulares:

a. Senalar las diferencias entre la apariencia microscépica de una valvula normal y una

valvula con degeneracion.

b. Identificar microscopicamente las lesiones relacionadas con la enfermedad valvular

degenerativa.

c. Describir eilustrar las lesiones encontradas en las valvulas afectadas.

d. Identificar la naturaleza de los componentes estructurales presentes en las valvulas

afectadas mediante la aplicacion de diferentes técnicas de coloracion.



MATERIALES Y METODOLOGIA

A) Toma de muestras

a) Para la obtencion de las muestras bioldgicas se utilizaron 14 perros de raza
indefinida de las siguientes edades. 1 de 6 meses (control, ya que
macroscopicamente no se aprecio ningun grado de afectacion), 1 de 2 afos, 2 de
3 afios, 1 de 5 anos, 3 de 6 afios, 1 de 7 aflos, 1 de 9 afios, 2 de 10 afios, 1 de 12
afos y 1 de 13 afios, estos ejemplares se obtuvieron a partir de donaciones del
centro de control canino del Municipio de Cuautitlan, en el Estado de México.

b) A cada uno de los canideos se les realiz6 eutanasia con una sobredosis de

pentobarbital sodico (Anestesal?

Pfizer) de 56 mg por kg de peso, por via
intravenosa, previa tranquilizacion con xilacina al 2% (Procin™® Pisa) a una
dosis de 1.1 mg por kg de peso, por via intramuscular (Booth y McDonald,
1988).

c) Mediante disecciones sistematicas se recolectaron las muestras biologicas de las
valvulas cardiacas.

d) Las muestras biologicas se colocaron en reactivo fijador de Bouin durante 24

horas y posteriormente se mantuvieron en etanol a 70% (Luna, 1968).

B) Procesamiento de la muestra mediante el método de inclusion en parafina.

a) Lasmuestras selavaron con agua corriente por 10 minutos.

b) Las muestras se deshidrataron con inmersiones crecientes de alcohol etilico,
(70°, 80°. 90°, 96° y 100°) por 2 cambios en cada uno de los alcoholes. Las
muestras se dejaron por 15 minutos en cada graduacion; en cada cambio el
alcohol se calenté en un horno de microondas (45° a 55° durante 2 minutos).

c) Las muestras se sumergieron en monémero de estireno (Poliformas™?) por 24
horas a temperatura ambiente.

d) Las muestras se infiltraron en parafina (Paraplast'®) a 60° C durante 2 horas,
dos cambios.

€) Las muestras se incluyeron en parafina a 60° C, mediante el uso de rejillas de

aluminio que sirvieron como molde paraformar |os cubos de parafina.



f) A partir de los bloques obtenidos después de la infiltracion y la inclusion de las

9)

h)

muestras se obtuvieron cortes de 5 um de espesor con un micréotomo modelo
RM 820 (Leica). Es importante sefialar que de cada blogue de parafina obtenido
(correspondiente a una muestra) se obtuvieron 6 cortes semiseriados de cada
porcion de la muestra.

Los cortes histologicos se montaron en portaobjetos de vidrio (Lauka), con
ayuda de un bafio de flotacion para tejidos (Chicago surgical & Electrical) y de
unaplatinatérmica (Clinical Scientific Equipment).

Para la coloracion de los preparados permanentes se emplearon las técnicas de
hematoxilina — eosina (HE), acido peryodico de Schiff (PAS), Tricromica de
Gomori, Rojo Congo y Verhoeff contrastada con Van Gieson.

Coloracion de las preparaciones histologicas

C. Método de hematoxilina y eosina (HE) (Luna, 1968). La coloracion de HE es una

coloracion bicromica que usa la hematoxilina como colorante basico para las estructuras

acidas y la eosina como colorante acido para las estructuras basicas. Las fibras eldsticas

se tifien débilmente de rosa, la colagena de rosa mas intenso y los nucleos de color

morado.

a)
b)

Los cortes se colocaron en xileno durante 15 minutos, dos veces.

Se rehidrataron en concentraciones decrecientes de alcohol etilico (100°, 96°,
90°, 80°, 70°) con dos cambios de 3 minutos cada uno.

Se lavaron en agua destilada durante 2 minutos.

Setifieron con el colorante de Hematoxilina durante 15 minutos.

Se lavaron en agua corriente.

Se colocaron en acohol acido durante 5 segundos.

Se lavaron en agua corriente.

Se colocaron en carbonato de litio durante 1 minuto.

Setifieron en el colorante Eosina durante 10 minutos.

Se deshidrataron en acohol etilico de 96° durante 3 minutos, dos veces.

Se deshidrataron en dos pasos de alcohol absoluto; por 3 minutos en cada uno de
ellos.

Se realizaron dos pasos de xileno por 5 minutos en el primero y por 15 minutos
en el segundo.
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m) Se cubri¢ la preparacion con resina sintética y un cubreobjetos.
n) Se observd con el microscopio compuesto de campo claro, y se realizo la

evaluacion respectiva.

D. Método de prueba para PAS (Acido Peryodico de Shifft) (Drury y Wallington,
1967; Gaete, 1996).

FUNDAMENTO: El acido periodico rompe por oxidacion las uniones entre dos
carbonos, de los grupos quimicos glicol 1-2, hidroxi-1, amonio-2, hidroxi aquilamina-2
y ceto-2, haciendo aparecer grupos aldehidicos, que forman con el reactivo de ZIF un
producto de condensacion de color purpura.

RESULTADOS: Los glucidos, ciertas proteinas, lipopigmentos y glucolipidos aparecen
de un color rojo violaceo

Los resultados son:

Sustancias positivas a PAS se colorean de color rojo o magenta.

a) Loscortes se colocaron en xileno durante 15 minutos, dos veces.

b) Se rehidrataron en concentraciones decrecientes de acohol etilico (100°, 96°,
90°, 80°, 70°) con dos cambios de 3 minutos cada uno.

¢) Selavaron en agua destilada durante 2 minutos.

d) Selavaron en agua corriente durante 3 minutos.

€) Secolocaron en acido peryodico durante 10 minutos.

f) Selavaron en agua destilada durante 5 minutos.

g) Setifieron en reactivo de Schiff durante 20 minutos.

h) Se rehidrataron en acido sulfurico con tres cambios de 2 minutos cada uno.

1) Selavaron en agua corriente durante 3 minutos.

J) Setineron con el colorante de Hematoxilina durante 10 minutos.

k) Selavaron en agua corriente durante 5 minutos.

l) Se colocaron en carbonato de litio durante 1 minuto.

m) Se lavaron en agua destilada durante 5 minutos.
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E. Metodo de Gomori (Drury y Wallington, 1967; Gaete, 1996).
FUNDAMENTO: Coloracion nuclear, por una laca de hematoxilina directa progresiva;
coloracion de estructuras acidofilas, con dos colorantes acidos: cromotropo 2R y verde

luz.

RESULTADOS
Fibras musculares: rojo.
Colagena: verde.

Nucleos: azul a negro.

a) Los cortes se colocaron en xileno durante 15 minutos, dos veces.

b) Se rehidrataron en concentraciones decrecientes de acohol etilico (100°, 96°,
90°, 80°, 70°) con dos cambios de 3 minutos cada uno.

¢) Selavaron en agua destilada durante 2 minutos.

d) Setifieron con el colorante de Hematoxilina durante 10 minutos.

€) Selavaron en agua corriente durante 5 minutos.

f) Secolocaron en carbonato de litio durante 25 minutos.

g) Selavaron en agua corriente durante 2 minutos.

h) Selavaron en agua destilada durante 5 minutos.

F. Tincion de Verhoeff, contrastada con la tincion de Van-Gieson (Drury y
Wallington, 1967; Mallory y col, 1990).

Esta técnica es especifica para la demostracion de las fibras elasticas del tejido
conectivo. El tejido es sobretenido con una mezcla de hematoxilina férrica, yoduros y
cloruros, estos tltimos sirven como mordentes. El mecanismo de tincion probablemente
esta dado por la formacion de puentes de hidrogeno entre la hematoxilina y algunos
grupos quimicos del tejido. Este método es regresivo y para la diferenciacion se utiliza
cloruro férrico. Como el tejido elastico tiene una fuerte afinidad por el complejo de la
hematoxilina férrica retiene este colorante mas tiempo que los demas elementos
tisulares.

La solucion de Van Gieson utiliza fucsina acida y como mordente acido picrico; esto
por la selectividad que tiene por las fibras de colagena I, se usa cominmente como

contraste en este método.
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a)

b)

<)
d)

e)
f)
9)

h)
i)
)

k)
)

Se colocaron las preparaciones histologicas en xileno durante 15 minutos, dos
VECes.

Se rehidrataron las muestras en concentraciones decrecientes de alcohol etilico
(100°, 96°, 90°, 80°, 70°) con dos cambios de 3 minutos cada uno.

Se lavaron en agua destilada durante 2 minutos.

Se colocaron en la solucion de trabajo de Verhoeff por 60 minutos, hasta que
los cortes estuvieron uniformemente tefiidos de negro.

Se lavaron con aguay se diferenciaron con la solucion de Verhoeft.

Se lavaron en agua destilada durante 1 minuto.

Se trataron con la solucion aclaradora durante 2 minutos para remover €l
colorante de yodo de fondo.

Se lavaron en agua corriente durante 5 minutos.

Se contrastaron con lasolucion de trabajo de Van Gieson durante 2 minutos.

Se colocaron en una solucion acuosa de etanol al 95% para iniciar la
deshidratacion durante 5 minutos.

Se deshidrataron en acohol absoluto durante 5 minutos.

Se aclararon en xileno durante 15 minutos.

m) Se cubrieron con resina sintética y un cubreobjetos.

n)

Se observaron con el microscopio optico y serealizo laevaluacion respectiva.

G. Método de Rojo Congo (Drury y Wallington, 1967)

Estatécnica de coloracion es especifica para demostrar la presencia de tejido amiloide.

El tgjido amiloide toma una coloracion de rosaintenso arojo y los niicleos muestran un

color azul.

a)
b)

<)
d)
€)
f)
9)
h)

Los cortes se colocaron en xileno durante 15 minutos, dos veces.

Se rehidrataron en concentraciones decrecientes de alcohol etilico (100°, 96°,
90°, 80°, 70°) con dos cambios de 3 minutos cada uno.

Se lavaron en agua destilada.

Se colorearon en 0.5% de Rojo Congo durante 5 minutos.

Se lavaron en agua corriente.

Se contrasto a los nNucleos en hematoxilina.

Se lavaron en agua corriente.

Se deshidrataron, aclararon en xileno y se montaron en resina sintética.

13



H. Método de Azul de Alciano (Drury y Wallington, 1967; Propheteb y col., 1994;
Gaete, 1996).

Con esta técnica, las mucosubstancias como el acido hialurénico y las sialomucinas se
colorean de color azul obscuro, los nicleos de color rosa a rojo y el citoplasma de color
rosa palido.

FUNDAMENTO: El azul de aciano a pH acido (2.6), se fija sobre grupos acidos de
mucopolisacaridos y glicomucoproteinas, probablemente por enlaces io6nicos
(formados entre grupos de carga opuesta de |as cadenas | ateral es de los aminoacidos).
RESULTADOS: Mucopolisacaridos y glicomucoproteinas acidas: azul turguesa

(ciertos mucopolisacaridos sulfatados también reaccionan).

a) Loscortes se colocaron en xileno durante 15 minutos, dos veces.

b) Se rehidrataron en concentraciones decrecientes de acohol etilico (100°, 96°,
90°, 80°, 70°) con dos cambios de 3 minutos cada uno.

¢) Selavaron en aguadestilada.

d) Secolocaron en acido acético al 3% durante 3 minutos.

€) Setifieron con el colorante de Azul de Alciano durante 30 minutos.

f) Selavaron con agua corriente durante 10 minutos.

g) Selavaron con agua destilada.

h) Se contrasto con solucion Rojo Rapido Nuclear (Kernechtrot) durante 5 minutos.

1) Selavaron en agua corriente por 1 minuto.

j) Sedeshidrataron en alcohol etilico de 95° durante 2 minutos, dos veces.

k) Se deshidrataron en dos pasos de alcohol absoluto; por dos minutos, dos veces
cada uno.

l) Serealizaron dos pasos de xileno por dos minutos.

m) Se cubrieron con resina sintética y un cubreobjetos.

n) Se observaron con € microscopio optico y se realizo la evaluacion respectiva.
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RESULTADOS

A. Perro de seis meses de edad.

En la preparacion tefiida con HE se observd que la valvula se encuentra rodeada en
ambas superficies por un endotelio en e que no se encontré proliferacion, ni
desprendimiento. La valvula presenta una porcién esponjosa en la que se aprecié gran
cantidad de tejido conectivo colageno laxo y una porcion fibrosa formada por tejido
conectivo colageno compacto irregular (TCCCI) (fig. 2). No presentd hiperplasia
(aumento en la cantidad de células) ni desorganizacion tisular. Con la tincion de
Verhoeff contrastada con Van Gieson se observo la presencia de fibras elasticas (fig. 3).
Con latincion de PAS (Acido Peryédico de Shiff) (fig. 4), Tricromica de Gomori, Rojo

Congo y Azul de Alciano no se observo ningun cambio en la estructura de la valvula.

B. Perro de dos anos de edad.

Con la tincion de HE se observo que la valvula se encuentra rodeada en ambas
superficies por un endotelio; esto es, no se encontro proliferacion, ni desprendimiento
en ningan punto de la valvula. Presenta una porcion esponjosa en la que se observo
tejido conectivo colageno laxo, se encontrd hiperplasia, pero no desorganizacion tisular.
La porcion fibrosa se observd formada por tejido conectivo colageno compacto
irregular. Entre la capafibrosay esponjosa se aprecio tejido adiposo (figs. 5y 6). Con la
tincion de Azul de Alciano se observo la presencia de glucoproteinas en la capa
esponjosa (figs. 7 y 8). Con la tincion de Verhoeff contrastada con Van Gieson se
observaron escasas fibras €elasticas, con la tincion de PAS, Tricromica de Gomori y

Rojo Congo no se observo ninglin cambio en la estructura histologica de la valvula.

C. Perros de tres aiios de edad (2).

En una de las muestras procesadas, con la tincion de HE se observo que la valvula se
encuentra rodeada en ambas superficies por un endotelio en € que no se encontré
desprendimiento del mismo. En la porcion esponjosa se observo gran cantidad de tejido
conectivo colageno laxo, hiperplasia y desorganizacion tisular (fig. 9). Con la tincion de
Verhoeff contrastada con Van Gieson se observo la presencia de gran cantidad de fibras

elasticas en la porcion esponjosa (fig. 10). Con la tincion de Azul de Alciano se observo

15



en la capa esponjosa la presencia de glucoproteinas que también estaba invadiendo a la
capafibrosa(figs. 11y 12), con latincion de PAS, Tricromica de Gomori y Rojo Congo
no se observo ninglin cambio en la estructura histologica de la valvula; en la segunda
muestra se observaron imagenes muy similares a las descritas previamente, s6lo que la
porcion esponjosa no se alcanza a delimitar de la porcion fibrosa por la presencia
generalizada de glucoproteinas en toda la valvula, esto resultd evidente con la tincion de

Azul de Alciano.

D. Perro de cinco anos de edad.

En la laminilla preparada con la tincion de HE se observo que la valvula mantiene su
recubrimiento endotelial normal en ambas superficies. Presenta una porcion esponjosa y
una porcion fibrosa dificilmente diferenciables debido a la gran cantidad de tejido
conectivo colageno laxo acumulado dentro de la valvula, no se observo hiperplasia (fig.
13). Con latincion de Azul de Alciano se observo la presencia de glucoproteinas en la
capa esponjosa Con la tincion de Verhoeff contrastada con Van Gieson se observo la
presencia de fibras elasticas, con la tincion de PAS, Tricromica de Gomori y Rojo

Congo no se observo ningun cambio en la estructura histologica de la valvula.

E. Perros de seis aiios de edad (3).

En los tres perros de seis afos de edad, se observo con la tincion de HE que la valvula
esta rodeada en ambas superficies por endotelio normal; esto es, en ningiin punto se
encontré desprendimiento ni proliferacion. La porcion esponjosa no pudo ser delimitada
de la porcion fibrosa ya que se encontr6 la presencia generalizada de tejido conectivo
colageno laxo en la mayor parte de la valvula, observandose asi, una desorganizacion
tisular (figs. 14 y 15). Con la tincion de Azul de Alciano se observo la presencia
generalizada de glucoproteinas, que impiden diferenciar la porcion esponjosa de la
porcion fibrosa (fig 16). Con la tincion Tricromica de Gomori, sélo se coloreo el tejido
conectivo, lo cua dificulta la delimitacion entre ambas porciones (fig. 17). Con la
tincion de PAS, Verhoeff contrastada con Van Gieson y Rojo Congo no hubo hallazgos
Importantes.
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F. Perro de siete afnios de edad.

Con latincion de HE se observo que la valvula presenta endotelio en ambas superficies.
La porcion esponjosa no pudo ser bien delimitada de la porcion fibrosa debido a la
presencia generalizada de tgido conectivo colageno laxo en la mayor parte de la
valvula, adicionalmente se observo hiperplasia y desorganizacion tisular (fig. 18). Con
la tincion de Azul de Alciano se observé la presencia de glucoproteinas en toda la
valvula. Con latincion de Verhoeff contrastada con Van Gieson se observo la escasa
presencia de fibras elasticas. Con la tincion de PAS, Tricromica de Gomori, Verhoeff

contrastada con Van Gieson y Rojo Congo no se encontraron hallazgos importantes.

G. Perro de nueve aios de edad.

Con latincion de HE se observo que la valvula presenta endotelio en ambas superficies,
en ningan punto se encontrdé desprendimiento del mismo. La porcion esponjosa no se
delimita bien de la porcion fibrosa debido a la presencia de tejido conectivo colageno
laxo en la mayor parte de la valvula; no se observé hiperplasia, pero si desorganizacion
tisular (fig. 19). Con la tincion de Azul de Alciano se observd la presencia de
glucoproteinas en toda la valvula (fig. 20). Con la tincion de Verhoeff contrastada con
Van Gieson se observé la presencia de fibras elasticas. Con la tincion de PAS,

Tricromica de Gomori y Rojo Congo no se encontraron hallazgos importantes.

H. Perros de diez aiios de edad (2).

Uno de los perros de diez afios de edad fue el que presentod las lesiones mas severas; con
latincion de HE se constaté que la valvula presenta endotelio en toda su superficie. La
porcion esponjosa no pudo ser delimitada de la porcion fibrosa debido a la presencia
generalizada de tejido conectivo colageno laxo y de tejido adiposo en la mayor parte de
la valvula; se aprecio hiperplasia y desorganizacion tisular en algunas zonas (figs. 21 y
22). Con la tincion de Azul de Alciano se observo la presencia de glucoproteinas en
toda la valvula (figs. 23 y 24), incluso por debajo del endotelio (fig. 25), con latincion
de Verhoeff contrastada con Van Gieson se denoto la presencia de fibras elasticas de
diferente aspecto (delgadas y gruesas) (figs. 26 y 27). En € otro caso se encontraron los

mismos hallazgos aunque fueron menos evidentes a la observacion al microscopio. Con
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la tincion de PAS, Tricromica de Gomori y Rojo Congo no se encontraron hallazgos

importantes.

I. Perro de doce anos de edad.

Con la tincion de HE se observd la presencia de endotelio en ambas superficies. La
porcion esponjosa no se delimita muy bien de la porcién fibrosa en algunas zonas
debido ala presencia de tejido conectivo colageno laxo en la mayor parte de la valvula;
Se aprecio hiperplasia y desorganizacion tisular (figs. 28 y 29). Con latincion de Azul
de Alciano se evidencio6 la presencia de glucoproteinas en toda la valvula (figs. 30 y 31).
Con latincion de PAS, Tricromica de Gomori, Verhoeff contrastada con Van Gieson y

Rojo Congo no se encontraron hallazgos importantes.

J. Perro de trece aios de edad.

Se observo con la tincion de HE que la valvula presenta endotelio en ambas superficies.

La porcion esponjosa y la porcion fibrosa se observan en buen estado, solo en algunas
zonas se observo hiperplasia y ligera desorganizacion tisular (fig. 32). Con latincion de
Azul de Alciano se observo la presencia de glucoproteinas en algunas zonas de la
valvula (fig. 33). Con la tincion de Verhoeff contrastada con Van Gieson se observo
gran cantidad de fibras €elasticas. Con la tincion de PAS, Tricromica de Gomori y Rojo

Congo no se encontraron hallazgos importantes.
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FIGURAS

Perro de 6 meses de edad (control)

TCCCI
PF

TCCL
TCCL .

PE \ FE

FIG 2 FIG3

PF

PE

FIG 4

Figura 2. En esta imagen se observa la porcion esponjosa (PE), constituida por tejido
conectivo colageno laxo (TCCL), la porcion fibrosa (PF), constituida por tejido
conectivo colageno compacto irregular (TCCCI) y el endotelio (E), sin alteraciones.
(Microscopio 6ptico, 40x, HE).

Figura 3. Con esta tincion se aprecian las fibras elasticas (FE) en color negro y entre
ellas tgjido conectivo colageno laxo (TCCL) de color rosa. (Microscopio Optico, 100x,
Verhoeff, contrastada con VVan Gieson).

Figura 4. En estaimagen no se observan cambios en la estructura general de lavalvula

E, endotelio; PF, porcion fibrosa; y PE porcion esponjosa. (Microscopio optico, 40x,
PAS).
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Perro de 2 anos de edad

__TA
/E PE
E/ - ~PE PF TCCL
PF TCCCI
FIG 5 FIG 6

FIG 7 FIG 8

Figura 5. En esta imagen se observa la continuidad del endotelio (E) en ambas
superficies, asi como un acimulo de tejido adiposo (TA) entre la porcion esponjosa
(PE) y laporcion fibrosa (PF). (Microscopio optico, 10x, HE).

Figura 6. En estaimagen se observaen la porcion esponjosa (PE) la presencia de tejido
conectivo colageno laxo (TCCL), y la porcion fibrosa (PF), la cual esta formada por
tejido conectivo colageno compacto irregular, sin cambios. (Microscopio optico, 40x,
HE).

Figura 7. En esta imagen se observa la presencia de glucoproteinas tefiidas de color
azul (flechas), en las porciones de la valvula, tanto fibrosa como esponjosa.
(Microscopio optico, 10x, Azul de Alciano).

Figura 8. En esta imagen se aprecia una gran cantidad de glucoproteinas en las dos
porciones de lavalvula (flechas). (Microscopio Optico, 40x, Azul de Alciano).
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Perro de 3 anos de edad

PE
TCCL
| e |
/ PE
FIG 9 FIG 10
FIG11 FIG 12

Figura 9. En esta imagen se observa que la porcion esponjosa (PE) presenta una gran
cantidad de tegjido conectivo colageno laxo e hiperplasia (flechas). (Microscopio optico,
40x, HE).

Figura 10. En esta imagen se observa la presencia de gran cantidad de fibras elasticas
(FE) localizadas en la porcion esponjosa (PE). (Microscopio oOptico, 10x, Verhoeff,
contrastada con Van Gieson).

Figura 11. En esta laminilla se observa gran cantidad de glucoproteinas tefiidas de
color azul (flecha), lo cua dificulta la delimitacion entre la porcién esponjosa y la
porcion fibrosa. (Microscopio optico, 10x, Azul de Alciano).

Figura 12. En estaimagen se observa la presencia de glucoproteinas (color azul) que

también estan invadiendo a la porcion fibrosa. (Microscopio oOptico, 40x, Azul de
Alciano).
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Perro de 5 anos de edad

TCCL
e

FIG 13

Figura 13. En esta imagen se observa gran cantidad de tejido conectivo colageno laxo
(TCCL) lo quedificultala delimitacion de ambas porciones de la valvula. El endotelio
(E) se observa sin ateraciones. (Microscopio 6ptico, 40x, HE).
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Perro de 6 anos de edad

TCCL
TCCL
FIG 14 FIG 15
FIG 16 FIG 17

Figura 14. En esta imagen se observa la presencia generalizada de tejido conectivo
colageno laxo (TCCL) en lamayor parte de la valvula, lo cual no permite diferenciar la
porcion esponjosa de la porcion fibrosa. (Microscopio Optico, 4x, HE).

Figura 15. En esta imagen se observa una desorganizacion del tejido debido a la
presencia de gran cantidad de tejido conectivo colageno laxo (TCCL), lo cual dificulta

la delimitacion entre la porcion esponjosa y la porcion fibrosa. (Microscopio optico,
10x, HE).

Figura 16. En estaimagen se observa gran cantidad de glucoproteinas tefiidas de color
azul (flecha), en la mayor parte de la valvula. (Microscopio Optico, 10x, Azul de
Alciano).

Figura 17. En esta imagen solo se observa tejido conectivo, lo cual dificulta la
delimitacion entre ambas porciones. (Microscopio optico, 10x, Tricromica de Gomory).
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Perro de 7 aios de edad

TCCL

FIG 18

Figura 18. En esta imagen se observa que la porcion esponjosa no se delimita de la
porcion fibrosa debido a la presencia generalizada de tejido conectivo colageno laxo
(TCCL), apreciandose una desorganizacion tisular. (Microscopio optico, 10x, HE).
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Perro de 9 aios de edad

TCCL /

FIG 19 FIG 20

Figura 19. En esta imagen se observa desorganizacion tisular debido a la presencia de
tgjido conectivo colageno laxo (TCCL) en la mayor parte de la valvula. (Microscopio
optico, 10x, HE).

Figura 20. En estaimagen se observa gran cantidad de glucoproteinas tenidas de color
azul (flechas), en la mayor parte de la valvula. (Microscopio Optico, 40x, Azul de
Alciano).
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Perro de 10 anos de edad

TCCL

FIG 21

FIG 22

FIG 23

FIG 24

Figura 21. En esta imagen se observa la presencia generalizada de tejido conectivo
colageno laxo (TCCL), asi como de tejido adiposo (TA) en gran parte de la valvula.

(Microscopio optico, 10x, HE).

Figura 22. En estaimagen se muestra la presencia de tgjido adiposo (TA) e hiperplasia

(Flechas). (Microscopio optico, 40x, HE).

Figura 23. En estaimagen se observa una gran cantidad de glucoproteinas (azul) en la
mayor parte de lavalvula. (E, endotelio). (Microscopio optico, 10x, Azul de Alciano).

Figura 24. Esta imagen muestra la presencia generalizada de glucoproteinas (azul) en
lavalvula. (E, endotelio). (Microscopio optico, 40x, Azul de Alciano).
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Figura 25. En esta imagen se observa la presencia de glucoproteinas (azul) por debajo
del endotelio. (Microscopio optico, 100x, Azul de Alciano).

Figura 26. En esta imagen se observa la presencia de fibras elasticas (FE) y una gran
cantidad de tejido adiposo (TA) en la parte media de la valvula. (Microscopio optico,
40x, Verhoeff, contrastada con Van Gieson).

Figura 27. En estaimagen se observan fibras elasticas (FE) muy finas en la porcion
compacta, ademas de la presencia de tejido adiposo. (Microscopio Optico, 40x,
Verhoeff, contrastada con Van Gieson).
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Perro del2 anos de edad

TCCL \

FIG 28 FIG 29

FIG 30 FIG 31

Figura 28. En esta imagen se observa una desorganizacion tisular debido a la presencia
de gran cantidad de tejido conectivo colageno laxo (TCCL) ocupando gran parte de la
valvula. (Microscopio 6ptico, 10x, HE).

Figura 29. En esta imagen se observa hiperplasia (flechas) en la mayor parte de la
valvula, ademds de desorganizacion tisular. (Microscopio optico, 40x, HE).

Figura 30. En esta imagen se observa una gran cantidad de glucoproteinas (color azul)
presentes en la valvula, incluso por debajo del endotelio (E), ademas de hiperplasia.
(Microscopio optico, 40x, Azul de Alciano).

Figura 31. En esta imagen se observa la presencia de glucoproteinas (color azul) en la
mayor parte de la valvula, asi como la desorganizacion tisular presente (flecha).
(Microscopio optico, 40x, Azul de Alciano).
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Perro de 13 anos de edad
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FIG 32 FIG 33

Figura 32. En estaimagen se observa el endotelio, la porcion fibrosa y la esponjosa en
buen estado. (Microscopio optico, 10x, HE).

Figura 33. En estaimagen se observa la presencia de glucoproteinas (color azul) en la
porcion esponjosa de la valvula, ademas de algunas zonas con hiperplasia (flechas). El
endotelio se observa en buen estado. (Microscopio optico, 40x, Azul de Alciano).
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DISCUSION

La descripcion histologica de las valvulas cardiacas normales reportada por varios
autores (Banks, 1996; Geneser, 2000; Ross y col., 2005; Stacey, 2007 y Mucha, 2007)
concuerda con lo encontrado en las valvulas revisadas al microscopio; esto es; endotelio
(epitelio simple escamoso) en ambas superficies de la valvula, dos porciones; una
fibrosa constituida por tejido conectivo colageno compacto irregular y una esponjosa

constituida principal mente por tejido conectivo colageno laxo.

En todas |as valvulas afectadas el endotelio se encontrd en buen estado, caso contrario a
lo reportado por Haggstrom y col., (2004) quienes reportan que en la enfermedad

valvular degenerativa se presenta proliferacion y desprendimiento del mismo.

En cuanto a los cambios observados con la tincion de HE, en las porciones fibrosa y
esponjosa tenemos que en la mayoria de las valvulas afectadas es dificil diferenciar una
porcion de la otra, debido a la gran cantidad de tejido conectivo colageno laxo que se
encuentra distribuido en toda la valvula, lo cual coincide con lo sefialado por Mahoney
(2007) y Mucha (2007).

Al redlizar la observacion de los cortes histologicos de las valvulas tefiidas con la
coloracion azul de alciano, se encontrd que entre las fibras del tejido conectivo colageno
laxo hay glucoproteinas, encontrando similitud con lo reportado por Andrade, 1982;
Jubb, 1991; Abbott, 2000; Fidalgo y col., 2003; Haggstrom y col., 2004; Mahoney,
2007 y Mucha, 2007.

En este estudio fue posible observar la presencia de fibras elasticas entre las porciones
fibrosa y esponjosa (Mahoney, 2007), solo que para ello se utilizo la técnica de
coloracion de Verhoeff, contrastada con Van Gieson, con la cual también se logro

diferenciar a tgido conectivo.

La presencia de fibras elasticas en las valvulas atrioventriculares es una incognita ya
gue no parece estar relacionada ni con la edad, ni con € grado de afectacion, sin
embargo es necesario desarrollar nuevos estudios con €l fin de conocer los datos
relacionados con la presenciay funcion de dichas fibras.
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En varios cortes (con todas las técnicas de coloracion empleadas) fue posible apreciar
tejido adiposo entre las porciones fibrosa y esponjosa, hallazgo que no es sefalado por

ninguno de | os autores consultados.

Al realizar |as diferentes técnicas de coloracion se pretendio hacer evidente la presencia
de los componentes estructurales de las valvulas afectadas. Drury y Wallington (1967) y
Luna (1968) mencionan gue las técnicas de coloracion de PAS, Rojo Congo y Azul de
Alciano colorean a las glucoproteinas presentes en los tegidos. Solo se obtuvieron
resultados con la tincion azul de alciano, esto puede estar dado por diferencias en la
fraccion proteinica que constituye a las glucoproteinas presentes en las valvulas
afectadas.

La enfermedad valvular degenerativa en € canino se caracteriza por ser una
degeneracion progresiva, tiene un componente genético importante y lesiones
relacionadas con la matriz extracelular, caracteristicas que son muy similares a las
descritas en el humano, lo cua hace suponer que el canino podria ser un buen modelo
en el cua estudiar los aspectos moleculares involucrados en €l inicio y progresion de
esta enfermedad (Mahoney, 2007).
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CONCLUSIONES

Se describen los cambios microscopicos observados en las valvulas estudiadas,
con lo cual se puede diferenciar unavalvula cardiaca normal de otra afectada por

laenfermedad valvular degenerativa.

La técnica de HE permitié observar y analizar la estructura general de las

valvulas.

En ninguno de los cortes estudiados se aprecié proliferacion, ni
desprendimiento del endotelio.

Con la coloracion Tricromica de Gomori se observé la diferenciacion de los
tejidos basicos, los cual permitid observar € dano histologico a nivel del tejido
conectivo, pero no fue posible determinar la presenciade glucoproteinas, por lo
que fue necesario utilizar otras técnicas especificas de coloracion como son;

PAS, Azul de Alciano y Rojo Congo.

S6lo con la tincion Azul de Alciano se observo la presencia de glucoproteinas,
este resultado puede estar dado por €l tipo de proteinas presentes en las valvulas

afectadas por la enfermedad valvular degenerativa.

Con la coloracion de Verhoeff, contrastada con Van Gieson fue posible

evidenciar la presencia de fibras elasticas en algunas de las valvulas estudiadas.

Las lesiones observadas varian con la edad del perro, por lo cual no se pudo

determinar unarelacion entre dafio y edad.
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