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Disposicion de residuos peligrosos biologico infecciosos (RPBI)

La disposicion de residuos se llevara a cabo conforme a lo establecido en la NOM-087-
ECOL-SSA1-2002; Proteccion ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos bioldgicos-
infecciosos-Clasificacion y especificaciones de manejo.

La norma define como residuos peligrosos a todos aquellos residuos que por sus caracteristicas
corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables y bioldgico-infecciosas, representan un
peligro para el equilibrio ecolégico o el ambiente.

Los generadores y prestadores de servicios, ademas de cumplir con las disposiciones legales
aplicables, deben cumplir con las disposiciones correspondientes a las siguientes fases de
manejo, segun el caso:

a) ldentificacion de los residuos

b) Envasado de los residuos generados
c) Almacenamiento temporal

d) Recoleccidén y transporte externo

e) Tratamiento

f) Disposicion final

En las areas destinadas de los establecimientos generadores, se deberan separar y envasar todos
los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos, de acuerdo con sus caracteristicas fisicas y
biolégicas infecciosas. Durante el envasado los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos no
deberan mezclarse con ningun otro tipo de residuos municipales o peligrosos.

Tabla A.- Clasificacion de RPBI, segtn la NOM-087-ECOL-SSA1-2002

ESTADO
FisICO

TIPO DE RESIDUO ENVASADO COLOR

La sangre y los componentes de ésta, Recipientes
solo en su forma liquida, asi como los herméticos
derivados no comerciales, incluyendo
1. Sangre las celulas progenitoras, Liquidos
hematopoyéticas y las fracciones
celulares o acelulares de la sangre
resultante (hemoderivados).

Rojo
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2. Los cultivos'y
cepas de
agentes
biolégico-
infeccioso

Los cultivos generados en los
procedimientos de diagnostico e
investigacion, asi como los generados
en la produccion y control de agentes
biolégico-infecciosos.

Utensilios desechables usados para
contener, transferir, inocular y mezclar
cultivos de agentes  biologico-
infecciosos.

Solidos

Bolsas de polietileno

Rojo

3. Los patologicos

Los tejidos, drganos y partes que se
extirpan o remueven durante las
necropsias, la cirugia o algun otro tipo
de intervencion quirurgica, que no se
encuentren en formol.

Las muestras biologicas para analisis
quimico, microbioldgico, citolégico e
histolégico, excluyendo orina vy
excremento.

Los cadaveres y partes de animales
que fueron inoculados con agentes
enteropatégenos en centros de
investigacion y bioterios.

Sélidos/Liquidos

Bolsas de polietileno

Recipientes
herméticos

Amarillo

4. Los residuos no
anatomicos

Los recipientes desechables que
contengan sangre liquida.

Los materiales de curacion,
empapados, saturados, o goteando
sangre o cualquiera de los siguientes
fluidos corporales: liquido sinovial,
liquido pericardico, liquido pleural,
liquido Céfalo-Raquideo o liquido
peritoneal.

Sélidos/Liquidos

Bolsas de polietileno

Recipientes
herméticos

Rojo
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Los materiales desechables que
contengan  esputo,  secreciones
pulmonares y cualquier material
usado para contener éstos, de
pacientes con sospecha o diagnostico
de tuberculosis o de otra enfermedad
infecciosa segun sea determinado por
la SSA mediante memorandum
interno o el Boletin Epidemioldgico.

Los materiales desechables que estén
empapados, saturados o goteando
sangre, 0 secreciones de pacientes
con sospecha o diagndstico de fiebres
hemorragicas, asi como otras
enfermedades infecciosas
emergentes segun sea determinado
por la SSA mediante memorandum
interno o el Boletin Epidemioldgico.

Materiales absorbentes utilizados en
las jaulas de animales que hayan sido
expuestos a agentes enteropatdgenos

5. Los objetos
punzocortantes

Los que han estado en contacto con
humanos o animales o0 sus muestras
bioldégicas durante el diagnostico y
tratamiento,  Unicamente:  tubos
capilares, navajas, lancetas, agujas
de jeringas desechables, agujas
hipodérmicas, de  sutura, de
acupuntura y para tatuaje, bisturis y
estiletes de catéter, excepto todo
material de vidrio roto utilizado en el
laboratorio, el cual debera desinfectar
o0 esterilizar antes de ser dispuesto
como residuo municipal.

Sélidos

Recipientes rigidos
polipropileno

Rojo
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Resumen

El estudio de la patologia clinica como parte de la medicina veterinaria comprende diversas
pruebas y técnicas para orientar un diagnoéstico presuntivo de salud o enfermedad en diferentes
especies animales ya sean de compaiia, produccion, fauna silvestre, investigacion, etc.

El estudio de los animales domésticos mediante pruebas de laboratorio ha ganado gran
importancia formando parte de la practica clinica rutinaria para confirmar patologias metabdlicas;
definir el tratamiento adecuado o dar un seguimiento al paciente, entre otros.

Dentro del plan de estudios de la carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan se imparte la asignatura de patologia clinica veterinaria, con la
finalidad de que los alumnos adquieran e integren conocimientos previos, conocer las diferentes
pruebas que se pueden usar rutinariamente, asi como saber interpretarlas.

Para el desempefio del alumno de licenciatura se abordan los siguientes campos de la patologia
clinica veterinaria; hematologia, urianalisis, citologia y bioquimica clinica. Este manual ofrece un
recopilado de conceptos teodricos y contempla las practicas de laboratorio incluidas en el
programa de la asignatura.

Cada practica contiene introduccion, metodologia y materiales necesarios para realizar las
pruebas, asi como fotografias ilustrativas del material, equipo necesario y adicionalmente una
seccion de autoevaluacion.



B o Manual tedrico-practico ﬁ
A Patologia Clinica Veterinaria

Introduccion

La patologia clinica veterinaria es una rama de la medicina de laboratorio que se centra en
el estudio de enfermedades animales mediante el examen de sangre, suero o plasma, fluidos
corporales y tejidos. La disciplina cubre una amplia gama de ensayos y métodos de laboratorio y
es importante para el diagnostico, el cuidado del paciente y la prevencion de enfermedades.
(Heatley & Russell, 2020)

Este manual se enfocara en las siguientes areas de la patologia clinica veterinaria; hematologia,
citologia diagndstica, urianalisis y bioquimica clinica. En cada practica se hablara de manera mas
especifica de cada una de ellas. Cabe mencionar que cada una de las técnicas y pruebas son
complementarias entre si logrando que las pruebas de laboratorio sean una herramienta valiosa
en la practica veterinaria.
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Marco teoérico

Las pruebas de laboratorio deben usarse en conjunto con otros procedimientos para
plantear un posible diagndstico, destacando obtener una historia clinica completa y examen fisico.
(Stockham, Steven L., 2008)

El examen clinico de cualquier animal debe ser completo y sistematico. Para determinar si existe
0 no una anomalia, es necesario estar familiarizado con lo que es normal para la especie animal a
examinar. (Cork & Halliwell, 2019)

La secuencia idonea en la practica médica es:

Anamnesis.

Examen fisico completo.

Diagnostico diferencial (dos, tres 0 mas posibles diagnosticos).

Empleo de resultados de gabinete y de laboratorio para el diagndstico, con el fin de
distinguir el diagnostico final del resto de posibilidades.

5. Obtencion del diagnadstico final.

6. Establecimiento de la terapia. (Nufez Ochoa & Bouda, 2007)

hPoON=

Algunos sistemas corporales p.ej., tegumentario, nervioso, esquelético y cardiovascular, se
evaluan con relativa facilidad mediante métodos visuales; examen fisico, imagenologia,
radiografia y ecografia, mientras que otros sistemas p.ej., sanguineo, urinario y hepatico, son
mejor evaluados mediante pruebas de laboratorio. (Stockham, Steven L., 2008)

Las pruebas de laboratorio son un paso fundamental para la practica clinica, por ello cada examen
de laboratorio clinico debe ser realizado a los pacientes guiandose siempre por los parametros
profesionales y éticos.

Basicamente, el trabajo en el laboratorio clinico durante el ejercicio clinico se clasifica en cuatro
grupos tematicos:

1. Seleccion de pruebas y toma de muestras.

2. Analisis de las muestras con procedimientos estandarizados.
3. Informe de resultados.

4. Interpretacion de resultados. (Buendia et al., 2007)

El procedimiento de laboratorio consta de varias etapas que comienzan cuando el médico
solicita la realizacion de analisis de laboratorio en un paciente. Por tanto, el paciente es el punto
de partida y el objetivo del examen de laboratorio. Este procedimiento se puede dividir en tres
fases consecutivas: preanalitica, analitica y posanalitica, la combinacion del manejo de cada una
de las fases puede generar variabilidad en un resultado de laboratorio. (Ruiz Reyes & Arguelles
Ruiz, 2017)
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La fase preanalitica

Comprende desde la solicitud del médico hasta el inicio de la realizacion de la prueba, que
incluye: informacion sobre las condiciones de preparaciéon del paciente para el estudio, registro
de datos del paciente y los estudios solicitados, toma de muestra, traslado de las muestras al
laboratorio, acondicionamiento de la muestra en el laboratorio y almacenamiento antes del analisis
en caso de ser necesario. (Ruiz Reyes & Argtielles Ruiz, 2017)

La variacion puede originarse por condiciones propias del paciente (especie, raza, sexo, edad,
peso, fin zootécnico, patologias subyacentes, etc.) y durante el proceso de obtencién asi como el
manejo de la muestra hasta su analisis. Los errores preanaliticos se producen antes del analisis y
son los errores mas comunes que cometen los médicos pero también los mas faciles de prevenir.
(Latimer & Duncan, 2011)

Errores preanaliticos comunes:

a) Técnica de muestreo incorrecta o deficiente p.ej., venopuncion traumatica para ensayos
de coagulacion, coagulacion de la sangre dentro de la jeringa.

b) Recipiente de muestra o anticoagulante incorrecto p.ej., tubo de EDTA para un perfil
biogquimico.

c) Relacion anticoagulante-sangre incorrecta o volumen de muestra insuficiente p.ej., tubo
con llenado insuficiente para ensayos de coagulacion o tubo llenado con muy poca sangre
de especies pequefias de animales.

d) Embalaje deficiente p.ej., muestra que se rompe durante el transporte, exposicion de los
frotis de sangre a vapores de formol.

e) ldentificacion incorrecta de la muestra p.ej., no etiquetar o etiquetar incorrectamente la
muestra.

f) Identificacién incorrecta de la prueba p.ej., marcar una prueba incorrecta en el formulario
de envio.

g) Degradacion de la muestra p.ej., almacenar la muestra demasiado tiempo antes del analisis.

h) Fluctuaciones de temperatura p.ej., congelacion en invierno o calentamiento excesivo en
verano. (Latimer & Duncan, 2011)

Interferencia analitica

La mayoria de las interferencias analiticas estan relacionadas al manejo erréneo de la
muestra y errores preanaliticos. Una sustancia interferente o comunmente conocida también
como artefacto, es una fuente comun de error analitico presente en la muestra. (Thrall et al.,
2012) La hemadlisis, lipemia e ictericia pueden afectar potencialmente los resultados de los analisis
bioquimicos y el grado de interferencia se determina en escala de cruces, siendo asi; una cruz
(1+) leve, dos cruces (2+) moderado, tres cruces (3+) severo, cuatro cruces (4+) muy severo.
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Hemolisis

La hemolisis ocurre cuando los globulos rojos se destruyen liberando hemoglobina al
suero, resultando en un color rojizo anormal. (Figura 1) Esto puede ocurrir de manera artificial
debido a una extraccion de sangre traumatica o una transferencia inadecuada de sangre al tubo,
también con cambios bruscos de temperatura o una homogenizacion muy fuerte. Dependiendo
del equipo de quimica utilizado, la hemdlisis también puede alterar artificialmente los analitos
evaluables del funcionamiento hepatico (especialmente la bilirrubina), analitos de evaluacion renal
y el calcio sanguineo, entre otros. (Rosenfeld & Dial, 2010)

Con menos frecuencia, la hemdlisis puede aumentar falsamente la concentracién sérica medida
de sustancias que estan presentes en concentraciones mas altas en el citoplasma de los
eritrocitos (p. ej., lactato deshidrogenasa [LDH], aspartato aminotransferasa [AST], creatina
quinasa [CK]). (Willard & Tvedten, 2012)

a) b) o &
| TN w |

Figura 1.- Hemdlisis en suero. a) suero normal (izquierda) comparado con suero hemolizado (derecha), b)
hemdilisis ligera y moderada c) hemdlisis ligera, moderada y severa. Tomadas de: a) g2g.to/Pjb1, b)
g29.to/K39h, ¢c) g2g.to/sdtj.

Lipemia

Lipemia es un término usado para denotar el aspecto blanquecino del suero o del plasma
causada por concentraciones elevadas de lipoproteinas portadoras de triglicéridos (quilomicrones
y lipoproteinas de muy baja densidad). (Fig. 2) Las concentraciones elevadas de colesterol no
provocan lipemia. (Latimer & Duncan, 2011)

Importancia del ayuno: Varias de las pruebas que se solicitan con frecuencia se ven afectadas
por el efecto del ayuno insuficiente, ayuno excesivo o por modificacion en la cantidad o contenido
graso del ultimo alimento con respecto a la dieta habitual. (Ruiz Reyes & Arguelles Ruiz, 2017)

La lipemia también puede ocurrir en endocrinopatias. Esta interferencia con la transmision de luz
puede interferir con los ensayos espectrofotométricos, particularmente en sistemas de quimica
humeda. También puede resultar en una aparente dilucion de sustancias normales p.ej.,
electrolitos, en el componente acuoso del suero, dando como resultado concentraciones
falsamente disminuidas. (Thrall et al., 2012)



Manual tedrico-practico ﬁ
Patologfa Clinica Veterinaria

UNAM
CUAUTITLAN

Figura 2.- Ejemplos de sueros con artefactos: a) de izquierda a derecha: hemdlisis, ictericia, lipemia., b)
suero con lipemia severa y suero ligeramente hemolizado., c) suero lipémico; notese la apariencia
blanquecina. Tomadas de: a) Barger, A. M., & Mac

Ictericia

La ictericia indica hiperbilirrubinemia que generalmente excede 15 g/L, este aumento da
como resultado un color mas amarillo al plasma. (Fig. 3) Sin embargo, en animales herbivoros, el
plasma de color amarillo no es un indicador confiable de hiperbilirrubinemia debido a la presencia
de pigmentos de carotenoides asociados con la dieta, que imparten un color amarillo al plasma.
(Willard & Tvedten, 2012)

Figura 2.- Ictericia en suero: a) de izquierda a derecha: suero de bovino, equino, canino y felino,
notese la diferencia marcada en el color amarillo del bovino y equino que corresponde a una
caracteristica normal en el suero de estas especies. b) felino con mucosas ictéricas c) suero con
ictericia severa. Tomadas de: a) y b) Barger, A. M., & Macneill, A. L. (2015). Clinical Pathology
Laboratory Techiniques for Veterinary Technicians.

No se ha demostrado que la ictericia interfiera con las lecturas del refractémetro, no obstante,
este aumento de color puede interferir con los resultados de los ensayos espectrofotométricos.
(Thrall et al., 2012) No hay ningun artefacto que pueda producir ictericia, la ictericia ocurre cuando
la bilirrubina, un producto de desecho de la produccion de gldbulos rojos, se acumula en el tejido.

10
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La bilirrubina normalmente es producida por el cuerpo a medida que los globulos rojos se
destruyen en el bazo y luego se convierten en una forma no téxica en el higado. Luego es
excretado por el higado a través de la vesicula biliar. Los animales desarrollan ictericia en
enfermedad hepatica, obstruccion de la vesicula biliar o destruccién masiva de glébulos rojos en
los vasos sanguineos (secundaria a anemia hemolitica inmunomediada). (Rosenfeld & Dial, 2010)

En los caballos el estado de ayuno (anorexia) conduce a un aumento de la movilizacion de grasas
(lipdlisis en los adipocitos) y por lo tanto a un aumento de acidos grasos en la sangre. Los acidos
grasos interfieren con la captacidén de bilirrubina por los hepatocitos aumentando la bilirrubina
plasmatica. La interferencia puede ser competitiva porque los acidos grasos y la bilirrubina se
unen a la misma proteina receptora citoplasmatica: la proteina Z (proteina de unién a acidos
grasos) y la proteina Y (ligandina, también conocida como glutation S-tranferasa B). (Stockham,
Steven L., 2008)

La fase analitica

Se refiere a los procedimientos llevados a cabo dentro del laboratorio una vez obtenida la
muestra. Los errores analiticos surgen durante el analisis de la muestra en el laboratorio o cuando
se utilizan maquinas en la clinica. Estos errores pueden ser aleatorios (que ocurren solo una vez)
o sistematicos (debido a un problema general). (Tabla 1)

Los laboratorios deben validar una prueba y mantener un estricto control de calidad para
minimizar los errores analiticos. Hay multiples causas de errores que se pueden originar en
diversos procesos de la fase analitica: el instrumento en el que se realizan las pruebas, los
reactivos, los calibradores, el manejo del material de control, el profesional del laboratorio que
realiza las pruebas y el ambiente de laboratorio. (Ruiz Reyes & Argielles Ruiz, 2017)

Tabla 1.- Ejemplos de errores de la fase analitica.

CAUSA ERROR ANALITICO
Cambio de lote de reactivos Sistematico
Deterioro de reactivos Sistematico
Nueva calibracion, deterioro del calibrador o cambio de lote del mismo Sistematico
Cambios en partes criticas de instrumentos de medicién de volumen Sistematico
Mal funcionamiento de partes criticas del equipo Aleatorio
Mezclado o preparacién incorrecta de reactivos por parte del personal Aleatorio

Tomada de: Ruiz Reyes, G., & Arglielles Ruiz, A. (2017). Fundamentos de interpretacion clinica de los examenes de laboratorio.

11
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Control de calidad

El control de calidad se refiere a los procedimientos para monitorear los procesos de
trabajo diarios, detectar problemas y hacer correcciones antes de los informes de prueba. El
control de calidad estadistico se emplea para estandarizar el desempefo analitico de los métodos
de laboratorio, para incluir la validacion/verificacion del método, seleccion de materiales de
control, reglas de control y el numero/momento de las ejecuciones necesarias para detectar de
manera eficiente el desempefio inestable. (Ruiz Reyes & Arglelles Ruiz, 2017)

Toda medicion analitica tiene un grado de variacién, es decir, que es inevitable que existan, por
lo tanto, es necesario entender los siguientes conceptos:

Precision
Es el grado de concordancia de los resultados obtenidos analizando en forma repetida una

misma muestra estable en condiciones especificas, se refiere a la variacién aleatoria de la
medicion. (Ruiz Reyes & Argulelles Ruiz, 2017)

La precisidon analitica no puede tener un valor numeérico, la expresion cuantitativa de la precision
es la imprecision; que se define como el grado de dispersién de los resultados de mediciones
independientes obtenidas bajo condiciones especificas. Las mediciones cuantitativas del
laboratorio, cuando se hacen de manera repetida, en una misma muestra, son variables continuas
que presentan una distribucion normal o Gaussiana; la distribucion estandar se define por la media
que localiza el centro de la curva (tendencia central) y la desviacion estandar que describe la
amplitud de la distribucion (dispersion).

Para poder hacer comparaciones de la imprecision entre diferentes métodos o pruebas se utiliza
el coeficiente de variacion (CV) que es la desviacion estandar expresada como porcentaje de
media. EL CV permite hacer comparaciones de precision entre diferentes métodos o pruebas
independientemente de la magnitud de lo medido. (Ruiz Reyes & Arguelles Ruiz, 2017)

Una prueba ideal tiene un CV de menos del 5%, siendo aceptable un CV de menos del 10% para
muchas pruebas. Para algunas pruebas, el mejor CV que se puede alcanzar practicamente se
acerca al 20%. (Latimer & Duncan, 2011)

Veracidad

Es el grado de concordancia (proximidad) entre la media de un numero infinito de
mediciones y un valor de referencia aceptado. La expresion cuantitativa de la veracidad es el
sesgo que es la diferencia entre el valor esperado para la prueba y el valor aceptado como
verdadero. (Ruiz Reyes & Arguelles Ruiz, 2017)

Exactitud

Es el grado de concordancia entre el resultado de una medicion unica y el valor verdadero
del analito: incluye los efectos sistematicos (sesgo) y aleatorios (imprecision). La exactitud se

12
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refiere al resultado y no a la técnica o método empleado para producir el resultado.(Ruiz Reyes &
Arguelles Ruiz, 2017)

Sensibilidad diagnéstica

Es la capacidad de una prueba para identificar correctamente pacientes que tienen una
determinada enfermedad o trastorno; cuanto mas sensible sea una prueba, menos falsos
negativos producira. Una prueba sensible al diagndstico es deseable cuando se busca
diagnosticar una enfermedad potencialmente peligrosa (cuando la consecuencia de omitir un
diagnostico es grave). (Arnold et al., 2019)

Especificidad diagnéstica

Es la capacidad de una prueba para identificar correctamente pacientes que no tienen una
determinada enfermedad o trastorno; cuanto mas especifica sea una prueba, menos resultados
positivos falsos producira. Las pruebas de diagndstico especifico se utilizan como pruebas de
diagnoéstico o pruebas de verificacion si una prueba anterior (de otro tipo) sugiere que la
enfermedad puede estar presente. (Arnold et al., 2019)

La fase posanalitica

Es el ultimo eslabon para confirmar la calidad preanalitica y analitica. Los errores
postanaliticos generalmente se asocian con la entrada incorrecta de datos y la generacion de
resultados. (Latimer & Duncan, 2011)
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Valores de referencia

Para reconocer que los resultados de laboratorio son anormales, se deben conocer los
valores que se esperan obtener de animales sanos mediante una curva de distribucién normal.
(Fig. 4)

Un intervalo de referencia se define tipicamente como valores que abarcan la mediana del 95%
de una poblacion probada de animales aparentemente sanos. Inherente a esta definicion es que
el 2.5% de la poblacién sana tendra valores fuera de cualquier lado de la mediana del 95%, lo que
sugiere que son anormales. Para una mejor confiabilidad, se deben analizar al menos 120
muestras al establecer intervalos de referencia. Generalmente, se considera que el numero
minimo de muestras para establecer un intervalo de referencia bruto es 40. (Thrall et al., 2012)

Los intervalos de referencia estan influenciados por muchos factores, como la especie, raza, edad
y sexo del animal. Los resultados pueden verse afectados por la dieta, el ejercicio, excitacion, los
medicamentos, la hora del dia o la temporada. (Heatley & Russell, 2020)

/ \

-2DS -1DS Media +1DS  +2DS

Figura 4.- Curva de distribucion de una poblacion normal.
Se muestran la media (linea negra gruesa) y los limites de
1, 2 y 3 desviaciones estandar (DS) de la media de la
poblacion. Modificada. Tomada de: Bellwood, B., &
Andrasik-Catton, M. (2014). Veterinary technician’s
handbook of laboratory procedures.
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Unidades de medida

Los resultados de las mediciones se expresan con un numero y una unidad. La unidad
identifica la dimension de la propiedad medida, mientras que el numero indica las veces que
contiene la propiedad. Las unidades del sistema métrico son las mas utilizadas en los laboratorios
clinicos. Inicialmente, tenian como referencia la longitud, la masa y el tiempo.

Debido a que existe una falta de uso constante del sistema internacional de unidades, los
profesionales médicos veterinarios deben estar familiarizados con unidades internacionales y
convencionales. (Stockham, Steven L., 2008)

Unidades convencionales

El primer sistema absoluto se denominé CGS y tenia como unidades basicas el centimetro,
el gramo y el segundo. Posteriormente, se empled el sistema MKS, que se basaba en el metro, el
kilogramo y el segundo. (Gonzalez de Buitrago, 2010)

Unidades Internacionales

En 1960, el Comité Internacional de Pesas y Medidas acepto el Sistema Internacional de
Unidades (SI). Este sistema tiene dos clases de unidades: basicas y derivadas. (Gonzalez de
Buitrago, 2010)

Unidades basicas del SI: Corresponden a siete magnitudes fisicas fundamentales, de dimensiones
independientes, que son la longitud, la masa, el tiempo, la temperatura, la cantidad de sustancia,
la corriente eléctrica y la intensidad de luz. (Tabla 2)

Tabla 2.-Unidades basicas del Sl.

UNIDADES BASICAS DEL SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES
Nombre Simbolo Magnitud
Metro m Longitud
Kilogramo kg Masa
Segundo S Tiempo
Kelvin K Temperatura
Mol mol Cantidad de sustancia
Amperio A Corriente eléctrica
Candela cd Intensidad de la luz

Tomada de: El Sistema Internacional de Unidades, 2008.
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Unidades derivadas del Sl: Se forman con dos o mas unidades basicas. En la siguiente tabla se
ejemplifican algunas de las unidades derivadas del Sl. (Tabla 3)

Tabla 3.- Unidades Derivadas del SI.

UNIDADES DERIVADAS DEL SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES
Simbolo S| Nombre Magnitud
m? Metro cubico Volumen
kg/m? Kilogramo por metro cubico Densidad
m/s Metro por segundo Velocidad
mol/m? Mol por metro cubico Concentracion de sustancia

Tomada de: El Sistema Internacional de Unidades, 2008.

Prefijos Sl: Los prefijos Sl representan estrictamente potencias de 10. (Tabla 4)

Tabla 4.-

Prefijos SI.
PREFIJOS SI
Factor Nombre Simbolo Factor Nombre Simbolo
101 deca da 101 deci d
102 hecto h 10-2 centi C
103 kilo k 103 mili m
106 mega M 106 micro U
10° giga G 109 nano n
1012 tera T 10-12 pico p

Tomada de: El Sistema Internacional de Unidades, 2008.

El Sistema internacional de Unidades en el laboratorio clinico

2008)

Muchos laboratorios clinicos y organizaciones profesionales han acordado utilizar el litro
como la unidad preferida de volumen en lugar de la unidad S| de metro cubico (m?3) porque un
volumen como este ultimo (1m+ = 1000L) rara vez es clinicamente relevante. Incluso el uso de
litro por unidad de volumen tiene una relevancia limitada en el laboratorio clinico cuando el
volumen pequefio para muchos ensayos es inferior a 0.1 ml. (Tablas 5 y 6) (Stockham, Steven L.,
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Tabla 5.- Ejemplos de unidades internacionales y su factor de conversion.

EJEMPLOS DE MEDIDAS EN UNIDADES INTERNACIONALES Y UNIDADES
CONVENCIONALES

Componente Convencionales Factor de conversion Sl
Proteinas g/dL 10 gL
Glucosa sérica mg/dL 0.05551 mmol/L
Cloro mEq/L 1 mmol/L
Eritrocitos x108/uL 1 x1012/L
Leucocitos x103/uL 1 x109/L
Hematocrito % 0.01 L/L

Tomado de: Latimer, K. S., & Duncan, J. R. (2011). Duncan and Prasse’s Veterinary Laboratory Medicine: Clinical Pathology.

Tabla 6.- Unidades comunes en el laboratorio clinico.

UNIDADES COMUNES Y ABREVIACIONES EN LABORATORIO CLINICO
mol mol L litro kg kilogramo, 1039
mmol milimol, 10-3 mol dL decilitro, 101 L g gramo
pmol micromol, 10-6 mol mL mililitro, 10-3 L mg miligramo, 103 g
nmol nanomol, 10-° mol pL microlitro, 106 L Mg microgramo, 106 g
pmol picomol, 10-12 mol nL nanolitro, 10-° L ng nanogramo, 10°g
fmol fentomol, 10-15 mol pL picolitro, 10-12 L pg picogramo, 10-12 g
amol attomol, 10-'8 mol fL fentolitro, 10-15 L fg fentogramo, 10-15g

Tomado de: Stockham, Steven L., A. (2008). Fundamentals of veterinary clinical pathology.
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Equipo de laboratorio

La formacién académica del médico veterinario permite el uso de equipo de laboratorio
desde los primeros semestres de la carrera, sin embargo, el uso especifico para el laboratorio de
analisis clinicos contempla distinta metodologia.

El microscopio

El sistema visual humano tiene la capacidad de percibir diferencias en la intensidad y la
longitud de onda del espectro de luz visible. Sin embargo, este tiene un escaso poder de
resolucion, el cual se define como la capacidad de identificar la distancia minima entre dos puntos.
En el ser humano dicho limite es de aproximadamente de 0.1 mm. Los elementos tisulares,
celulares y moleculares se encuentran en ordenes de magnitud que oscilan entre micrometros y
nanometros. (Gomez de Ferraris & Mufioz Campos, 2019)

Un microscopio es un instrumento disefiado para hacer visibles los detalles finos y debe realizar
tres tareas: producir una imagen ampliada de la muestra (aumento), separar los detalles de la
imagen (resolucion) y hacer que los detalles sean visibles para el ojo, la camara u otro dispositivo
de imagenes (contraste). (Abramowitz, 2003) Es el equipo mas importante en el laboratorio de la
clinica veterinaria, se utiliza para revisar muestras de heces, orina, sangre y citologia diariamente.
(Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

El microscopio optico fue desarrollado por Antoni Van Leeuwenhoek (1632-1723), y desde
entonces, la microscopia ha ido experimentando un desarrollo permanente. Hoy en dia existen
distintos tipos de microscopios 6pticos, con caracteristicas técnicas muy especificas segun los
sistemas de lentes y/o fuentes de luz se distinguen los microscopios opticos o fotonicos, los
microscopios electrénicos y los microscopios de fuerza atdmica. Sin embargo, el microscopio
Optico ordinario o de luz o de campo claro, es el mas utilizado en histologia, histopatologia y
citologia. (Gomez de Ferraris & Mufioz Campos, 2019)

Microscopio 6ptico

También llamado microscopio de luz estandar, de campo claro o fotonico. (Fig. 5) Con el
que se examina el tejido tefido con luz ordinaria que atraviesa la preparacion. Se compone
principalmente de tres sistemas: mecanico, de iluminacion y éptico.

El sistema mecanico se compone de: tubo del ocular, cabezal, revélver, objetivos, brazo,
platina, tornillo macrométrico; se utiliza para realizar grandes ajustes en la distancia entre la
muestra y la lente del objetivo para enfocar la muestra, tornillo micrométrico; se utiliza para
realizar ajustes pequefnos o finos en la distancia entre la muestra y la lente del objetivo para
enfocar la muestra, y la base. (Cochran, 2011)

El sistema de iluminacién se compone de la fuente de luz y condensador. (Lecuona et al., 2015)
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Los componentes 6pticos son: el lente del condensador que enfoca la luz sobre el objeto a
estudiar; la lente del objetivo agrandando y proyectando la imagen del objeto hacia el
observador; y el lente del ocular (u ocular) ampliando aun mas esta imagen y proyectandola en
la retina del espectador. (Mescher, 2018)

Tubo del ocular

Ocular Base del revélver

Lentes Objetivos

Brazo

Condensador

Diafragma

Boton de

Ajuste mecanico encendido/apagado

del condensador
Ajuste de luz

Tornillo
micrométrico

Ajuste mecanico
de la platina

Base
Tornillo
macrométrico

Fuente de
iluminacion

Figura 5.- Partes del microscopio dptico de campo claro. Modificada. Tomada de: Mescher,
A. L. (2018). Junqueira’s Basic Histology: Text & Atlas.

Tipos de lentes objetivos

La mayoria de los microscopios tienen cuatro objetivos o lentes de aumento; 10x, 40x,
100x, y adicionales 4x y 20x, cada objetivo esta marcado con bandas codificadas por colores y el
poder de aumento. Para el objetivo de “inmersion en aceite" (100x) es necesario utilizar aceite de
inmersion para microscopio. Es importante no aplicar este aceite en las otras lentes ya que
distorsionaria la imagen. (Cork & Halliwell, 2019)

Para determinar el grado de aumento en uso, se multiplica el aumento mencionado en el ocular
(generalmente 10x) por el aumento indicado en el objetivo que se esta utilizando. Por ejemplo, un
objeto visto con un ocular de 10x y un objetivo de alta potencia (40x) se ampliaria 400 veces. Un
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objeto visto con un ocular de 10x y el objetivo de inmersion en aceite (100x) se ampliaria 1000
veces. (Cork & Halliwell, 2019)

Refractometro

El propdsito de un refractometro es medir el indice de refraccion de una solucion p.ej.,
orina, en donde la luz atraviesa la muestra y se dobla. El angulo de esta refraccion se visualiza
como una sombra y se correlaciona con la concentracion de dicha solucion. (Fig. 6) El uso mas
comun de un refractdmetro en los laboratorios veterinarios es medir gravedad especifica de la
orina y proteinas plasmaticas. Algunas marcas de refractometros también poseen una escala de
indice de refraccion, con el uso de una tabla de conversion adecuada se puede utilizar para medir
la concentracion de muchas otras soluciones. (Sink & Weinstein, 2012)

Los refractometros especificos veterinarios permiten menores diferencias entre la gravedad
especifica de la orina y los valores de proteinas plasmaticas del perro, gato y caballo.

(Sistema Transparent@

Pequefia Refraccion

Solucién de Muestra

|

\
o/ \ Lo/
Prisma Lente Escala Vista con una Vista con una

Lz Solucién de baja Solucidn de alta c)
Concentracién.  Concentracion

Refraccion
Grande

Figura 6.- Refractometria. a) refractometro, b) esquema del fundamento de la refractometria, c) escala de densidad
urinaria en perros y gatos con un refractometro de uso veterinario. Tomadas de: a): g2g.to/2Qhh, b): g2g.to/aQas,
c): g2g.to/zsWm.

Centrifugas

Una centrifuga se utiliza para hacer girar tubos que contienen sustancias suspendidas en
liquidos, a alta velocidad. El material suspendido se depositara, por orden de peso molecular, con
sustancias mas pesadas en el fondo del tubo. La velocidad, el tiempo de giro y la diferencia de
densidad de las particulas en suspension y el medio afectaran la sedimentacion de las particulas.
(Cork & Halliwell, 2019)

Centrifuga de microhematocrito
Esta centrifuga se utiliza exclusivamente para centrifugar tubos capilares. Este proceso se utiliza

para determinar el microhematocrito de un paciente o también proporcionar una muestra de
plasma para la cuantificacion de proteinas o sélidos totales. (Fig. 7 a)

20



B Manual tedrico-practico ﬁ
> ’ Y . . ~
oA Patologia Clinica Veterinaria

Centrifuga clinica

Las centrifugas clinicas estan disponibles en dos tipos principales: centrifuga de angulo variable
y centrifuga de angulo fijo. (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

La centrifuga de angulo variable, también llamada centrifuga horizontal, tiene cubos oscilantes
que sostienen los tubos de muestras. A medida que comienza la centrifugacion, estos tubos se
balancean horizontalmente y las particulas dentro de la muestra se empujan hacia la base del tubo
para formar el sedimento. Una vez que se detiene la rotacion, los cubos vuelven a su posicion
vertical. Este cambio de posicion de horizontal a vertical puede resultar en una ligera remezcla de
la muestra y este efecto debe tenerse en cuenta al preparar una muestra. La centrifuga de angulo
fijo, como su nombre lo indica tiene tubos que estan en una posicidon fija, por lo general
aproximadamente 50° y se mantienen en esta posicion durante todo el proceso de centrifugacion.
(Fig. 7 d) (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

Figura 7.- Centrifugas: a) centrifuga de microhematocrito, b) tubos de microhematocrito ordenados en la platina
de la centrifuga, ndtese que cada tubo capilar tiene un contrapeso para balancear la centrifuga, c) tubos conicos
para centrifuga, d) centrifuga clinica de angulo fijo. Tomadas de: a) y d): Bellwood, B., & Andrasik-Catton, M.
(2014). Veterinary Technician’s Handbook of Laboratory Procedures, b) g2g.to/9Hkp, c) g2g.to/np2G.
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Analizadores automatizados

Los analizadores automatizados se pueden dividir en cuatro tipos basicos: analizadores de
hematologia, bioquimica, de base inmunoldgica y otros. Los analizadores de hematologia y
bioquimica utilizan un unico método quimico y los analizadores mas avanzados utilizan una
combinacién de métodos eléctricos y opticos. (Voigt & Swist, 2011)

Los analizadores de hematologia

Se utilizan para realizar un hemograma completo y pruebas de coagulacion. Basicamente
existen tres tipos de instrumentos disponibles para estudios de hematologia: de impedancia,
basados en laser y por analisis centrifugo. (Voigt & Swist, 2011)

Impedancia

Se basa en el hecho de que las células son malos conductores de electricidad. Si las células se
suspenden en una solucion electrolitica y se pasan a través de una pequefa abertura entre dos
electrodos con corriente continua, la conductancia cambiara. El cambio en la conductancia se
expresa como un cambio en la corriente, que es proporcional al tamafo de las particulas. (Fig. 8
a) (Weiss & Wardrop, 2010)

(vado )
S s —1 l /Vasija de flujo
um."": 0.0 Corriente de Electrodo
corriente Absrtun ) ‘ oot )
| [ - | L4
Hectrodo  f§° +11l w‘ \ [z
Electrodo p \ ‘ ,
Externo ‘ ‘(' | 1
\\E] ° : \ \ M/ ’ €— Leucocito
Contenedor i ? & \ Suspension N "
de muestra —— 4 = b- de células e
¢ - Sanguineas s
’\ i b) L4
P —C
a) Apertura :\ubo de
Apertura

Figura 8.- Métodos de cuantificacion celular. a) impedancia. b) citometria de flujo. Tomadas de: Maydana, L.
(2017). Utilidad de los parametros del contador hematoldgico en el diagndstico de anemias: marcadores
bioquimicos clasicos.

Instrumentos de citometria de flujo basados en laser

Las células pueden detectarse y contarse a medida que pasan a través de un haz de luz en lugar
de a través de un campo eléctrico. Aunque los instrumentos mas antiguos utilizaban lamparas
halégenas y de mercurio, los laseres se utilizan con mucha mas frecuencia en los instrumentos
de hematologia modernos. (Weiss & Wardrop, 2010)
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Este método depende de la capacidad de una célula para dispersar la luz a medida que pasa a
través de una suspension. El grado y la direccion de la dispersion de la luz del laser dependen del
tamano y la "complejidad" de la célula, estructura interna, granularidad y estructura de superficie,
con estos atributos, el instrumento basado en laser puede proporcionar un diferencial
automatizado. (Fig. 8 b) (Rosenfeld & Dial, 2010; Stockham, Steven L., 2008)

Analisis centrifugo (método cuantitativo de la capa leucoplaquetaria)

Con el método centrifugo, las células no se cuentan en realidad, sino que se analizan los globulos
rojos y las capas leucocitarias en muestras de sangre entera centrifugadas. El método se basa en
el principio de que diferentes células sanguineas tienen diferentes densidades y que se clasifican
en capas individuales cuando se centrifugan en un tubo de microhematocrito. (Weiss & Wardrop,
2010)

Dicho sistema utiliza un tubo capilar con un flotador especial que expande la capa leucocitaria
cuando se hace girar el tubo. El espacio entre el flotador y la pared del tubo capilar es de 40 um,
acomodando una capa de células de 2 a 4 células de espesor, de modo que después de la
centrifugacion, los glébulos blancos se disponen en capas delgadas a lo largo de los lados del
flotador. La longitud de cada capa se puede medir de acuerdo con la unién diferencial de la tincion
naranja de acridina al ADN, ARN o glicosaminoglicanos en las células. La excitacion del tinte con
luz ultravioleta da como resultado diferentes patrones fluorescentes para globulos rojos,
granulocitos, células mononucleares (linfocitos y monocitos) y plaquetas. Los patrones de emision
son capturados por un micréometro, analizados por una computadora y traducidos a través de un
algoritmo en valores numéricos para hematocrito, concentracion de hemoglobina (Hb),
concentraciéon de hemoglobina corpuscular media (CHCM), conteo total de glébulos blancos y
conteo diferencial, asi como los conteos plaquetarios. En las muestras de sangre canina y bovina,
los eosinofilos se distinguen de los granulocitos y se enumeran por separado. (Bienzle et al., 2000)

Los analizadores bioquimicos

Realizan pruebas que miden los niveles de enzimas p.ej., pruebas de funcidn hepatica y
pancreatica, niveles de iones p.ej., sodio y otros analitos quimicos como glucosa o albumina.
(Voigt & Swist, 2011)

Sistemas de quimica humeda y seca

Los instrumentos de quimica sanguinea son principalmente sistemas cerrados que utilizan
meétodos de quimica "humeda" y "seca". Los sistemas de quimica humeda se basan en métodos
espectrofotométricos tradicionales con pruebas individuales o perfiles de prueba contenidos en
un cartucho con celdas separadas que contienen todos los reactivos necesarios para la reaccion
de prueba individual. Los instrumentos de quimica seca utilizan principio de fotometria de
reflectancia, este método se ve menos afectado tanto por la hemdlisis como por la lipemia que los
métodos espectrofotométricos. Los sistemas de quimica seca utilizan placas colorimétricas que
contienen una almohadilla de reactivo seco sobre la cual se coloca la muestra de suero o plasma.
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Una vez transcurrido el tiempo de reaccion apropiado, se mide la cantidad de un tipo especifico
de luz reflejada. (Rosenfeld & Dial, 2010)
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Objetivos

General

v Ofrecer una herramienta actualizada de trabajo que permita al alumno de la asignatura de
patologia clinica veterinaria visualizar de manera clara todas las actividades practicas que
se realizaran en el laboratorio a lo largo del semestre, ademas de complementar con
conceptos tedricos para reforzar el aprendizaje.

Particulares

v Presentar un manual ilustrado, mostrando los procedimientos de cada practica para agilizar
el desempeno del alumno dentro del laboratorio.

v" Que el alumno conozca los fundamentos de las principales pruebas de laboratorio de
analisis clinicos, asi como su aplicacion en el ejercicio profesional.

v" Que el alumno adquiera las habilidades técnicas necesarias para la realizacion de cada
prueba, asi como su interpretacion basica.

v Complementar el proceso de aprendizaje con videos mostrando algunos de los
procedimientos técnicos de las practicas de laboratorio.

v Reforzar los conocimientos tedrico-practicos mediante actividades de autoevaluacion.
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Fundamentos tedéricos: Toma, conservacion y envio de muestras

Introduccion

La recoleccion dependera del tipo de muestra que se quiere obtener, especie animal, edad
del paciente, sitio anatomico del muestreo, condiciones de conservacion, entre otras variables
que el médico tiene que considerar. Es decir, la calidad de los resultados de laboratorio esta
directamente relacionada con la calidad del muestreo, preservacion y métodos de envio.

Marco tedrico

Identificacion de las muestras

Parte importante del éxito del diagndstico de laboratorio es la identificacion de muestras,
para ello debe utilizarse material que resista el manejo como: tintas permanentes que no
desaparezcan con el agua, cintas engomadas o etiquetas que se adhieran apropiadamente y que
no corran el riesgo de que durante el transporte se desprendan. Ademas, es importante contar
con la historia clinica del paciente o en su caso del hato, donde contenga datos del MVZ
responsable, datos del propietario, resefia del animal, signos de enfermedad, diagndstico
presuntivo, tratamiento, si se sospecha de enfermedades con potencial zoondtico, y pruebas
solicitadas. (Tabla 7) (Nufez Ochoa & Bouda, 2007)

Tabla 7.- Informacion de la historia clinica

INFORMACION QUE SE DEBE CONOCER EN LA HISTORIA CLINICA
a) Fechay hora en que se tomé la muestra y fecha de envio al laboratorio
b) Tipo de conservacion usada para las muestras
c) Nombre del propietario
d) Domicilio, delegacién o municipio
e) Especie
f) Raza
g) Edad
h) Sexo
i) Vacunas previas
j) Duracién del problema
k) NUmero de animales afectados
) Lista de todos los signos cinicos observados (anorexia, diarrea, vomito, paralisis, etc.)
m) Hallazgos de la necropsia (hatos)
n) Tratamientos recibidos

Tomada de: Carbajal, V. (2013). Manual de practicas de patologia clinica.
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Toma de muestras

En todo momento se debe de salvaguardar la integridad fisica del paciente, del médico y el
personal de apoyo. La sujecion fisica adecuada por parte de un ayudante la mayoria de las veces
es mas que suficiente, sin embargo, en caso necesario (pacientes agresivos 0 muy nerviosos,
gatos o pacientes con dolor agudo) que impida la toma de muestra, se recurre a la sujecion
quimica del paciente.

Existen distintos tipos de muestra y practicamente cualquier tejido o secrecion puede ser utilizado
como tal, en este manual se describen las siguientes: sangre, orina, tejidos sélidos, y liquidos.

Muestras de sangre

La recoleccion de sangre proporciona una forma relativamente no invasiva de evaluar
globulos rojos y glébulos blancos, asi como enzimas, lipidos, factores de coagulacién, hormonas
y niveles de anticuerpos. (Vaden et al., 2009)

Como regla general la cantidad de 0.5 ml de sangre/kg de peso corporal se pueden extraer de
forma segura de animales sanos sin efectos perjudiciales. Se pueden extraer cantidades mayores
de hasta 10 ml/kg de peso corporal cuando sea necesario, como en los animales donantes de
sangre, siempre que el animal reciba el tiempo, la nutricion y el cuidado adecuados para
reconstruir su suministro de sangre. En animales muy pequeios como cachorros, roedores,
mascotas exoticas y aves pueden pesar solo unos gramos, por lo tanto, tienen pequenos
volumenes de sangre total. Se debe tener mucho cuidado al extraer sangre de estos animales, ya
que puede producirse una pérdida excesiva de sangre en los mas pequefos con tan solo unas
pocas gotas. Se debe tener la misma precaucion con los animales que estan en estado de shock,
anémicos o debilitados.(Voigt & Swist, 2011)

El material necesario para la toma de muestras de sangre es el siguiente. (Fig. 9)

Material necesario para tomar muestras de sangre
1 —
~ Torundas de algodén 353 e Resnrders
- SSesesssy
ALCOHOL y T —
Gradilla i
= sl Tomiquete ‘ gy o
uantes de latex 0 s P~
Alsalmieli  LESESE Plumén indeloble e
i o= - . 0\
JAL B N
| Ry a TR St
ARRAAR . /
Jeringas 1ml, 3ml, 5Sml, 10 ml. Tubos Microtainer Agujas hipodérmicas Tubos Vacutainer

Fiqura 9.- Material para venopuncion. Autoria propia.
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Para pruebas de hematologia, la sangre generalmente se recolecta de la vena yugular en bovinos,
caballos, ovejas y cabras, de la vena braquiocefalica en el perro y el gato las culaes deben ser
conservada con anticoagulante. (Cork & Halliwell, 2019)

La sangre se puede extraer utilizando una jeringa y una aguja o un sistema de vacutainer. En esta
técnica los tubos requieren una aguja especial de doble punta que se enrosca en un soporte que
conecta al tubo receptor manteniendo el vacio, esta técnica es mas usada en grandes especies.
(Fig. 10 a, b) En animales pequeios este proceso aumenta la hemdlisis y el vacio excesivo puede
colapsar la vena contra la aguja. Cuando se utilizan vacutainer, la sangre debe recogerse en una
jeringa y la sangre debe colocarse en los tubos vacutainer después de quitar la tapa (Fig. 10 ¢, d)
ya que la succion de sangre a través del capuchén provocara hemdlisis. (Mullineaux et al., 2007)

Figura 10.- Sistemas de recoleccion sanguinea: a) aguja de doble filo con camisa para introducir el
tubo vacutainer, b) venopuncion coccigea utilizando el sistema vacutainer, c) venopuncion en la
vena cefalica de un canino, d) vaciamiento de sangre en tubo vacutainer. Tomadas de: a)
g2g.to/BHHc, b) g2g.to/Jsl9, c) Larios, N. (2008), d) Barger, A. M., & Macneill, A. L. (2015). Clinical
pathology laboratory techiniques for veterinary.

Los tubos de sangre con anticoagulante deben homogenizarse suavemente de 10 a 20 veces
inmediatamente después de la recoleccion. (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014) Existen tubos de
volumen muy pequefos llamados microtainer y su capacidad oscila entre 0.25 y 1 ml. Se
recomienda evitar su uso en la practica veterinaria general debido al potencial de error en la
manipulacion de muestras. Por ejemplo, es muy dificil lograr una mezcla adecuada de sangre en
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un tubo de EDTA de 0.5 ml debido a la tension superficial dentro de un tubo muy pequeno. (Thrall
et al., 2012) Sin embargo, resultan extremadamente utiles en especies no convencionales o
animales de talla y peso muy bajos (p.ej., cachorros, aves, reptiles, etc.) en los cuales el volumen
sanguineo es menor. (Fig. 11)
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Figura 11.- Tubos microtainer: a) EDTA (tapdn lila), b) heparina (tapdn verde), c) sin
anticoagulante (tapon rojo) y d) sin anticoagulante con gel separador (tapon dorado). Tomadas
de: g2g.to/mknl

Componentes de la sangre

La sangre es un tejido compuesto por un liquido llamado plasma y elementos celulares:
eritrocitos, neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos, monocitos y plaquetas. Los elementos
celulares de la sangre pueden identificarse por sus caracteristicas individuales y las cualidades
de tincion (Voigt & Swist, 2011) en un frotis sanguineo, del cual se discutird mas adelante.

Plasma

El plasma es el componente liquido de la sangre, contiene principalmente agua con
alrededor de 60 — 80 g/L de proteinas plasmaticas y de 15 — 20 g/L de sales inorganicas, lipidos,
carbohidratos, hormonas y vitaminas. Se obtiene extrayendo sangre con anticoagulante, seguido
de centrifugacion para compactar las células sanguineas. (Fig. 12) (Polton, 2013)

Las proteinas plasmaticas realizan una funcién nutritiva, ejercen presion osmdética coloidal,
participan en las respuestas inmunes/inflamatorias y el proceso de coagulacion, y ayudan en el
mantenimiento del equilibrio acido-base. Las proteinas individuales sirven como enzimas,
anticuerpos, factores de coagulacion, hormonas, proteinas de fase aguda y sustancias de
transporte. (Latimer & Duncan, 2011)

Suero

El suero es el componente liquido de la sangre coagulada después de la centrifugacion y
contiene todas las proteinas plasmaticas excepto fibrindbgeno, factor V y factor VIII, estas son
proteinas de coagulacién no enzimaticas que se consumen durante la formacién del coagulo. (Fig.
12) La concentracion de proteinas séricas suele ser aproximadamente 2 — 5 g/L menor que la del
plasma, debido a la ausencia de fibrindgeno. (Latimer & Duncan, 2011; Polton, 2013)
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Las proteinas séricas pueden separarse mediante electroforesis en albumina, a-globulinas, B-
globulinas y y-globulinas. La albumina es una proteina Unica que generalmente representa casi la
mitad de las proteinas plasmaticas totales presentes en peso. (Polton, 2013)

T

Contiene albtimina, fibrinégeno, inmunoglobulina, _
lipidos(lipoproteinas) hormonas, vitaminas y sales - :
como componentes principales. Es un fliido rico en proteina, como
albimina, inmunoglobulinas y otros

———
Contiene leucocitos y plaquetas.
% Glbulos rojos y ~ Unared de fibrina que contiene eritrocitos.
0
Sangre recolectada con anticoagulante % S
(heparina o citrato de sodio) y centrifugada. Sangre recolectada sin anticoagulante

Figura 12.- Plasma y suero. Modificada. Tomada de: Kierszenbaum, A. L., & Tres, L. L. (2016).
Histology and cell biology an introduction to pathology.

Sitio anatomico de muestreo

Principalmente la vena yugular, vena cefalica, vena safena, vena coccigea y por ultimo la

puncion cutanea, que aplica para especies muy pequeias, o cuando solo se requiere una minima
cantidad de sangre. (Fig. 13)

yugular de canino, b) vena cefalica de canino, c) vena safena de canino, d) y e) vena yugular
de equino, f) vena coccigea de bovino. Tomadas de: a) y b): Larios, N. (2008), c): Voigt, G. L.,

& Swist, S. L. (2011). Hematology techinques and concepts for veterinary technicians, d)
g2g.to/PGCa, f) g2g.to/z8e6.
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A continuacion, se presentan las consideraciones del calibre y longitud de la aguja
correspondientes a cada especie. (Tabla 8) En general cuanto mayor sea el diametro de la aguja,
menor sera el calibre, es decir, una aguja de calibre 16 tiene un diametro interior mas ancho que
una aguja de calibre 25. Es recomendable utilizar la aguja de mayor calibre adecuada a la especie,
ya que esto reduce el riesgo de hemdlisis cuando se extrae la muestra. (Cork & Halliwell, 2019)

Tabla 8.-Sitio de venopuncion en especies domésticas y tamafios de agujas.

SITIOS DE VENOPUNCION Y TAMANO DE AGUJAS
Tamaiio de la aguja
Especie Sitio .
Gauges (G) | Longitud (pulgadas)
Canino Cefalica, yugular y safena 20-22 1.01.5”
Felino Cefalica, yugular y safena 22-23 1.0°
Conejo Safena, yugular y marginal de la oreja 23 1.0"-1.5"
Equino Yugular 16-20 1.5
Bovino Yugular, coccigea y mamaria 14-18 1.5"-2.0"
Ovino Yugular 18-20 1.5
Caprino Yugular 18-20 15
Porcino Vena cava anterior 18-20 2.04.0
Vena marginal de la oreja 18-22 1.0-1.5"

Tomada de: Voigt, G. L., & Swist, S. L. (2011). Hematology Techinques and Concepts for Veterinary Technicians.

Toma de muestra sanguineas en especies no convencionales

Reptiles

El volumen de sangre de los reptiles varia entre especies, pero es aproximadamente del
5% al 8% del peso corporal. (Heatley & Russell, 2020) Al tomar muestras de reptiles
(poiquilotermos), es importante mantener su temperatura antes, durante y después del muestreo.
Para evaluar con precision los valores sanguineos, el médico debe tener buenos parametros de
temperatura del lugar exacto donde reside el animal ya que las temperaturas bajas dan como
resultado un recuento de células mas bajo y una actividad enzimatica mas baja en el animal. (Harr,
2018)

En las tortugas, los sitios de recoleccion de sangre incluyen la vena yugular, supravertebral, vena
braquial, vena femoral y venas coccigeas. (Fig. 14 e) En los lagartos, la sangre se puede recolectar
de la vena yugular, la vena coccigea ventral, la vena braquial y la vena abdominal ventral. No se
recomienda el uso de pinchazos cardiacos o pinzas en las ufas de los pies en lagartos y tortugas
debido a la calidad de la muestra, la seguridad y cuestiones éticas. (Harr, 2018)
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En las serpientes los sitios de recoleccion comunes incluyen la vena ventral coccigea, los
ventriculos del corazon y con menos frecuencia las venas palatinas o vertebrales. (Fig. 14 a) Las
muestras de sangre a menudo se pueden recolectar de serpientes usando sujeciéon manual. Sin
embargo, en el caso de especies venenosas, grandes o agresivas, es posible que se requiera
anestesia general o restriccion quimica. El manejo, la sujecion y el tratamiento adecuados de las
especies venenosas requieren habilidades, técnicas y equipos de manejo especializados para la
seguridad de los humanos y las serpientes. (Heatley & Russell, 2020)

Anfibios

Debido a la complejidad fisiolégica de los anfibios el manejo de estos debe ser cuidadoso,
el uso de guantes de nitrilo sin talco es imperativo en el manejo de estas especies. En la mayoria
de las especies los sitios de muestreo son; puncion cardiaca, vena facial, vena caudal ventral,
plexo venoso lingual, venas femorales y abdominales. (Fig. 14 d) (Heatley & Russell, 2020)

Peces

Los vasos caudales son el sitio de muestreo de sangre mas comun y producen una muestra
mixta arterial y venosa. Se utiliza con mayor frecuencia un abordaje ventral o lateral. La puncion
cardiaca tiene un mayor riesgo de mortalidad del paciente y no es recomendado para especies
de ornato. (Heatley & Russell, 2020)

La sangre para la evaluacion hematoldgica debe recolectarse en heparina o en acido
etilendiamintetraacético (EDTA) como anticoagulante. Las desventajas de la heparina incluyen la
tendencia a aglutinar los leucocitos y trombocitos y la creacién de un tinte azul en los frotis de
sangre con tinciones de Romanowsky. Ademas, si la muestra de sangre contiene un pequeno
coagulo, es posible que la heparina no evite la coagulacion una vez que ha comenzado. Las
desventajas del EDTA incluyen la hemdlisis de los eritrocitos en algunas especies de peces. (Thrall
et al,, 2012)

Aves

El tamafo y el calibre de la aguja, asi como el tamafo y el volumen de la jeringa deben ser
adecuados para el vaso y el volumen de sangre que se va a recolectar, aunque la sangre puede
recolectarse directamente en tubos de microhematocrito. El anticoagulante de eleccion para
células sanguineas de las aves es la heparina y en algunas especies anseriformes el EDTA. Los
sitios de recoleccion incluyen; vena yugular, vena superficial ulnar, vena metatarsiana medial y
vena tibial caudal. (Fig. 14 b) (Heatley & Russell, 2020)

Mamiferos silvestres

La sangre se puede recolectar de las venas yugular, cefalica y safena lateral o de la vena
femoral, que son anatomicamente similares a los animales domésticos de compainia. EI manejo
de una muestra de sangre después de la recoleccién es similar al de los animales domésticos
pequenos. (Fig. 14 c¢) Se prefiere el anticoagulante EDTA para la determinacion de hemogramas
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completos, y para el analisis bioquimico, se puede permitir que la sangre se coagule en tubos sin
aditivos para la recoleccidon de suero o se puede recolectar en tubos de heparina de litio para
analizar el plasma. (Heatley & Russell, 2020)

Figura 14.- Venopuncion de algunas especies no convencionales: a) sitio anatomico de puncion cardiaca
en serpientes: el corazon se encuentra generalmente en el primer tercio craneal del cuerpo, b) vena
yugular de un ave rapaz, c) venopuncion en un erizo africano en la vena cava craneal, d) puncion cutanéa
en anfibio, e) venopuncion en tortuga de orejas rojas. Tomadas de: Heatley, J. J., & Russell, K. E. (2020).
Exotic Animal Laboratory Diagnosis
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Muestras de orina

Idealmente la orina debe analizarse en los 30 min siguientes a su recoleccion, pues pasado
este tiempo comienza a alterarse su composicion por ser un medio de cultivo muy bueno para las
bacterias. Cuando no sea posible analizar de inmediato la orina, debera conservarse de alguna
forma. El método mas sencillo y utilizado es la refrigeracion, que permite conservar la orina sin

grandes cambios entre 6 y 8 h. (Gonzalez de Buitrago, 2010)

La orina debe protegerse de la exposicion a la luz ultravioleta para evitar la degradacion de
componentes p.ej., bilirrubina. Los contenedores no deben reutilizarse; cualquier rastro de
detergente interferira con el analisis quimico y las tapas deben ser seguras para evitar la
evaporacion de componentes como las cetonas. Si existe la sospecha de una enfermedad del
tracto urinario (inflamacion, infeccion o neoplasia), se deben presentar frotis de orina fresca sin
tenir y claramente etiquetados (preferiblemente del sedimento si hay suficiente orina disponible,
de lo contrario, un frotis directo) con la muestra de orina. (Arnold et al., 2019)

El material necesario para la toma de muestras de orina es el siguiente. (Fig. 15)

Material necesario para tomar muestras de orina

Lubricante
aséptico

>

Plumon indeleble

Agujas hipodérmicas

21 G-23Gde 115" Sonda uretral

Jeringas 3ml, 5ml, 10 ml. para gato

Vaso estéril para
orina

’ Sonda uretral

para perro

Figura 15.- Material para tomar muestras de orina. Autoria propia.

Métodos de toma de muestra

El método de recoleccion de orina y el posterior manejo de la muestra pueden influir en la

interpretacion de los resultados. (Rizzi et al., 2017)
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Recoleccion en forma directa durante la miccion; espontanea o por estimulacion
sobre la pared abdominal. En estos casos es conveniente que la muestra no se tome
de la primera fraccidon del chorro, ya que ésta puede contener restos de material
contaminante presente en la uretra. (Nufiez Ochoa & Bouda, 2007) Este método no
es muy recomendable por el alto grado de contaminacion de la muestra. (Fig. 16 a)

Cateterizacion: Se recolecta una muestra de orina mediante la insercién de un
catéter en la vejiga a través de la uretra. La orina se puede recolectar a través de
una jeringa unida al catéter o al permitir que la orina fluya a un receptaculo
apropiado. (Fig. 16 b) (Nuhez Ochoa & Bouda, 2007)

Cistocentesis: Esto se realiza insertando una aguja en la vejiga y aspirando la orina
con una jeringa, este método evita la contaminacion asociada con el cateterismo o
la miccion natural y es el método ideal de recoleccion para urianalisis y urocultivo.
La cistocentesis se puede realizar con el paciente en cuadripedestacion, decubito
dorsal, decubito lateral o bipedestacion, segun sea la preferencia de quien realice el
procedimiento, pero asegurando que la posicion elegida permita palpar la vejiga
plétora y fjarla para la puncion, especialmente en animales gordos o muy grandes.
(Fig. 16 c) (Martinez & Cuevas, 2012; Sink & Faldman, 2004)

Figura 16.- Métodos de coleccion de orina: a) miccion natural, b) cateterizacion, c) cistocentesis. Tomada de:
Sink, C. A., & Weinstein, N. M. (2012). Practical Veterinary Urianalysis.
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Muestras de tejidos sélidos

Este tipo de muestra es obtenida de estructuras soélidas, tales como nodulaciones presentes
en la superficie corporal, 6rganos intracavitarios o nodulaciones presentes en los mismos. De tal
manera que se obtiene una muestra representativa del érgano, tejido o nodulacion para su estudio
citolégico. El estudio histopatologico también es un método diagndstico de tejidos solidos, sin
embargo, no esta contemplado en el plan de estudios de esta asignatura por pertenecer a un
diagnéstico del area de anatomopatologia.

El material necesario para la toma de muestras citologicas es el siguiente. (Fig. 17)

Agujas hipodérmicas Navaja para

» 1 5»  bisturi No. 10 i i
: 21G-23Gde 1”15 Solucién Salina
SUENES R IIE Jeringas 3ml, 5Sml, 10 ml. Fisiologica 0.9%
= < ‘ g
<= - //
© | - / / ‘ l { |
§ - e !

Lapiz diamante "«
para identificar
portaobjetos

Portaobjetos de vidrio :

Porta jeringas de
Cameco

Hisopos estériles de
15 cm de largo

Vaso Coplin con
Alcohol 96°

Figura 17.- Material para tomar muestras citologicas. Autoria propia.

Métodos de toma de muestra de tejidos sélidos

La puncidén con aguja fina ya sea con o sin aspiracion, el mejor método para tomar muestras
de cualquier nodulacion cutanea o lesion proliferativa y permite la recoleccion de células mas
profundas de la lesion, evitando la contaminacion de la superficie con células y organismos
inflamatorios que a menudo afectan los frotis de impronta, raspados o hisopados. (Cowell &
Valenciano, 2018)

Puncién con aguja fina (PAF)

Este método es util en lesiones hemorragicas cuando es dificil recuperar una cantidad
adecuada de células sin contaminar la muestra con sangre o cuando el rendimiento de aspiracion
es bajo, lo que puede ocurrir con lesiones muy firmes y solidas. (Walton et al., 2021)

Inicialmente la nodulacién se estabiliza y la aguja se inserta con movimientos hacia adelante y
hacia atras 8 a 10 veces mientras intenta permanecer en el mismo trayecto con cada puncion.
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Esto permite que las células se recojan en el orificio de la aguja mediante corte y accion capilar.
Se debe tener cuidado de mantener la punta de la aguja en la nodulacién durante la puncion para
evitar la contaminacion con los tejidos circundantes. (Fig. 18 b) (Cowell & Valenciano, 2020; Rick
et al., 2004; Vaden et al., 2009)

Después la aguja se retira de la nodulacidén, conectando la jeringa con aire y el material es
expulsado sobre un portaobjetos presionando rapidamente el émbolo. Finalmente, el material se
extiende y se deja secar al aire. Esta técnica generalmente recolecta suficiente material para un
solo frotis y recolecta material de una sola area de la nodulacidén y es recomendable repetir en
multiples areas de la nodulacién. (Rick et al., 2004)

Puncion con aspiracion con aguja fina (PAAF)

Para la aspiracion con aguja fina de nodulaciones cutaneas, la nodulacion se estabiliza
entre el pulgar y el dedo indice de una mano mientras se introduce la aguja (con la jeringa adjunta)
en la nodulacién. Se aplica presion negativa retirando rapidamente el émbolo de la jeringa de dos
tercios a tres cuartos del volumen de la jeringa. (Fig. 18 ¢) Deben aspirarse multiples areas, si la
nodulacién es lo suficientemente grande y el animal esta tranquilo, la aguja puede ser redirigida
mientras se mantiene la presion negativa. Si la nodulacion es pequefa o el animal es dificil de
contener, se debe liberar la presién negativa, redirigir la aguja y volver a aplicar presion negativa.
(Cowell & Valenciano, 2020; Rick et al., 2004)

Figura 18.- Tipos de punciones: a) nodulacion redonda alopécica en un perro, b) PAF, c) PAAF, d) puncion guiada
con ecografia. Tomadas de: a), b) y c): Albanese, F. (2017). Canine and Feline Skin Cytology, d): Albanese, F. (2017).
Canine and Feline Skin Cytology.

Puncién guiada por ultrasonido

La puncidén guiada por ecografia se puede realizar mediante una técnica a mano alzada o
con la ayuda de una guia de biopsia fijada al transductor. (Fig. 18 d) La técnica a mano alzada
consiste en sujetar el transductor con una mano e insertar la aguja con la otra en posicion oblicua
angulo con el eje largo del transductor pero aun dentro del plano de exploracion. (Raskin & Meyer,
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2010) Sin embargo, es recomendable que el equipo ecografico y transductor sea manipulado por
un usuario designado, y que la puncidn sea realizada por otra persona.
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Esta indicada para la evaluacion citoldgica de nédulos detectados por ecografia o para evaluar
organomegalia y se puede realizar en la mayoria de los pacientes sin restriccion quimica ni
anestesia local. Si se necesita contencion quimica, se deben evitar los agentes que promueven el
jadeo porque esto conducira a un movimiento excesivo y a la ingestion de gas. (Raskin & Meyer,
2010)

Muestras de mucosas

Este tipo de muestra es obtenida a partir de epitelios 0 mucosas que se exfolian
continuamente, tales como la mucosa del epitelio vaginal, conjuntival, bucal, dtica, etc. Y en
situaciones cuando no se puede realizar PAF o PAAF, también se pueden tomar impresiones de
tejidos solidos p.ej., cuando se extrae quirurgicamente un 6rgano.

Métodos de toma de muestra
Impronta

Las muestras de citologia por impronta se pueden recolectar de superficies accesibles,
como su nombre lo indica la intencion es obtener una impresion con el portaobjetos aplicando
presion, de superficies ulceradas u érganos retirados por cirugia. Alternativamente, el borde
posterior de una hoja o espatula de metal se puede usar para raspar la superficie y transferir
material a un portaobjetos. (Fig. 19 d) (Latimer & Duncan, 2011; Moore, 2017)

Si la intencion es evaluar el material de la superficie, el sitio puede imprimirse sin limpiar. Este tipo
de coleccién puede ser ventajoso en los casos en que el proceso patoldgico primario esta
progresando desde fuera del epitelio hacia adentro, como procesos fungicos, bacterianos y
parasitarios. Las huellas del material de la superficie pueden reflejar solo inflamacion e infeccion
superficiales y pueden no ser representativas de cambios mas profundos. (Latimer & Duncan,
2011; Moore, 2017)

Si el objetivo es identificar la capa subyacente (como una nodulacion debajo de un area ulcerada)
es apropiado limpiar la lesion de hemorragia, exudacion o detritus y pelo no deseados. Si no se
hace esto, la muestra a menudo consistira solo en costras superficiales, detritos necréticos,
hemorragia o células inflamatorias exudadas y flora bacteriana normal. A menudo, es aconsejable
recolectar tanto la superficie como el tejido mas profundo. (Moore, 2017)

Los tejidos con textura fibrosa como fibromas, fibrosarcomas e inflamacién cicatricial pueden no
exfoliarse adecuadamente con esta técnica. La superficie de estos tejidos firmes, a menudo de
apariencia palida, debe rasparse con un bisturi y luego tocarse la superficie con un portaobjetos
de vidrio. (Raskin & Meyer, 2010)
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Raspado

Los raspados son valiosos para recolectar muestras de lesiones cutaneas que son planas
y secas no aptas para PAF o impronta y de muestras recolectadas en cirugia o necropsia. Dos
ejemplos de lesiones en las que los raspados son beneficiosos son lesiones del complejo
granuloma eosinofilico felino y dermatofitosis. (Cowell & Valenciano, 2020)

Este método se utiliza cuando las improntas recolectarian muy pocas células, se raspa el tejido
con una hoja de bisturi varias veces hasta que se acumula una pequefna cantidad de material en
la hoja, para después extender el material en un portaobjetos. (Fig. 19 e) Para los raspados
conjuntivales, se puede utilizar una espatula especialmente disefiada o un mango de bisturi para
recolectar células. (Latimer & Duncan, 2011)

También se obtiene muestra con ayuda de un hisopo estéril, este instrumento es especialmente
util para mucosas menos accesibles como: conductos auditivos, tractos fistulosos, exudados y
mucosa vaginal. (Fig. 19 a, b) Es un procedimiento sencillo: primero se humedece el hisopo con
solucion salina al 0.9%. El uso de una solucion isotonica, como la solucién salina, preservara la
integridad celular y ayudara en la evaluacion microscépica. Con la sujecion adecuada, se inserta
el hisopo en la cavidad deseada y se rueda suavemente el contra la superficie mucosa o el
revestimiento de la fistula, recogiendo las células superficiales. (Bellwood & Andrasik-Catton,
2014)

Figura 19.- Técnicas de impronta y raspado: a) raspado con hisopo de la mucosa nasal, b) raspado con hisopo de
la mucosa vaginal, c) extendido de la muestra con hisopo, d) distribucion lineal del material, d) impronta, e) raspado
de piel, f) extendido del material obtenido por raspado. Tomadas de: Bellwood, B., & Andrasik-Catton, M. (2014).
Veterinary Technician’s Handbook of Laboratory Procedures.
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Para transferir las células recolectadas a portaobjetos de microscopio, se rueda suavemente el
hisopo en una sola direccidon a lo largo del portaobjetos, obteniendo una distribucion lineal del
material. Usar esta técnica, en lugar de frotar el hisopo sobre el portaobjetos minimiza el dafio
celular. Finalmente se seca el portaobjetos con movimientos enérgicos de abanico y se tife.
(Bellwood & Andrasik-Catton, 2014; Latimer & Duncan, 2011)

Lavados

Para ciertos sitios, como la traquea, los conductos nasales, la vejiga urinaria y la prostata,
puede ser necesario inyectar liquido isotonico estéril en el sitio para desalojar las células y
producir una muestra de diagnaostico, el lavado transtraqueal es el procedimiento de este tipo que
se realiza con mas frecuencia. (Jackson, 2007)

Muestras de liquidos / efusiones

Se pueden preparar varios tipos de muestras de liquido para la evaluacion citoldgica;
originados de espacios que normalmente no contienen liquido; abdominal, toracico, pericardico y
espacios que normalmente contienen liquido; sinovial y epidural. Asi como muestras recolectadas
con ayuda de liquido; enjuagues y lavados. (Moore, 2017)

Los liquidos deben recogerse en tubos que contengan EDTA para evitar la coagulacion, si el fluido
también se cultivara o utilizara para pruebas bioquimicas (como medicion de proteinas totales) se
debe recolectar un tubo sin anticoagulante. (Fig. 20) A menos que la muestra se procese en una
o dos horas, los frotis deben prepararse inmediatamente para evitar el deterioro celular y el
crecimiento excesivo de bacterias después de la recoleccion. (Latimer & Duncan, 2011)

LAARRRERERREY
- am

b)

Figura 20.- Ejemplos de liquidos: a) trasudado, b) efusion quilosa, c) exudado séptico. Tomadas de: Willard, M. D., &
Tvedten, H. (2012). Small Animal Clinical Diagnosis by Laboratory Methods.

Métodos de coleccidén de liquidos

La centesis es un proceso que implica la recoleccion de fluidos corporales con el uso de
una aguja insertada en una cavidad corporal. Los ejemplos incluyen liquido peritoneal de la
cavidad abdominal (abdominocentesis o paracentesis), liquido pleural de la cavidad toracica
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(toracocentesis), orina de la vejiga (cistocentesis), liquido articular (artrocentesis) y liquido
cerebroespinal (puncion cisternal). (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

Liquido peritoneal - Abdominocentesis / Paracentesis abdominal

Se trata de la aspiracion de contenido (normalmente liquido) de la cavidad abdominal
mediante una aguja 21-23 G unida a una jeringa. Se prepara quirurgicamente el area del
abdomen, una vez atravesada la piel, se aplica presion negativa de forma delicada para detectar
la presencia de fluido. (Fig. 21 a) Posteriormente, se extrae la muestra y se divide para su analisis
en: EDTA (para citologia y recuento celular) y varios tubos estériles sin anticoagulante para la
medicion de solidos totales y la realizacion de cultivo y /o antibiograma. También se recomienda
la realizacién de un frotis de la muestra fresca tras su extraccion, ya que esta puede danarse en
su transporte al laboratorio externo. (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

En casos con poco volumen de liquido, puede considerarse realizar un lavado peritoneal donde
se introduce un volumen pequeio de 15 - 20 ml/kg y se recolecta una pequeia cantidad después.
(Rodriguez Galan et al., 2019)

Liquido pleural — Toracocentesis

Para extraer liquido del torax el paciente debe estar de pie o en decubito ventral/esternal.
Se prepara quirurgicamente la pared toracica del quinto al onceavo espacio intercostal y se infiltra
una pequena area en el 7° al 8° espacio intercostal al nivel de la unidon costocondral con anestésico
local. Es mejor conectar un tubo de extension al centro de la aguja o al catéter sobre la aguja y
una llave de tres vias para extraer el liquido pleural. Se inserta la aguja o el catéter en la pared
toracica en el sitio preparado quirurgicamente, teniendo cuidado de evitar los vasos intercostales
ubicados justo en caudal a cada costilla. Se extrae a muestra y se recolectan en los tubos
correspondientes, y realizacion de frotis. (Raskin & Meyer, 2010)

Liquido pericardico - Pericardiocentesis

Para este procedimiento la necesidad de sedacion depende del estado clinico y el
temperamento del animal. El paciente se coloca en decubito lateral izquierdo o en decubito
esternal, se prepara quirurgicamente un area sobre el espacio intercostal inferior 5°al 7° de forma
bilateral. (Fig. 21 ¢) Durante la pericardiocentesis debe mantenerse una monitorizacion
electrocardiografica, ya que el contacto de la aguja/catéter con el corazén normalmente induce
arritmias ventriculares. Se prepara asépticamente la zona y se deben utilizar guantes estériles.
(Nelson & Cuoto, 2010)

Se utiliza un catéter sobre la aguja de calibre 16 a 18 con una valvula de tres vias a la que se
conecta una jeringa de 30 o 60 ml. Se mantiene siempre una presion negativa sobre la jeringa
mientras se perfora la pared toracica. (Raskin & Meyer, 2010)
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Liquido cefalorraquideo

La recoleccién de liquido cefalorraquideo (LCR) se recomienda como parte de la
investigacion diagnostica de la enfermedad del sistema nervioso central (SNC) de causa
desconocida. El sitio de muestreo con mayor uso se encuentra entre la cresta occipital y primer
vértebra cervical (cisterna magna) y con menos frecuencia entre los espacios lumbares 6° y 7°
para el perro y el espacio lumbosacro en el gato. (Fig. 21 d) (Mullineaux et al., 2007; Raskin &
Meyer, 2010)

La toma de muestra se realiza bajo anestesia profunda y preparacién quirurjica del sitio anatémico.
Se recomienda usar aguja espinal de 22 G de 1.5” para la cisterna magna y de 20-22 G de 2.5”-
3.5” de largo. Es un procedimiento riesgoso y esta contraindicado en casos de trombocitopenia u
otras coagulopatias por el riesgo de hemorragia iatrogénica y en casos de aumento de la presion
intracraneal. (Dunn, 2014)

Liquido sinovial — Artrocentesis

Esta técnica se utiliza para recolectar liquido articular que normalmente es transparente o
ligeramente amarillo. La toma de la muestra puede hacerse por goteo o realizando presion
negativa con una jeringa, en este caso se debe evitar generar un vacio brusco. En perros y gatos,
aunque a veces puede obtenerse liquido sinovial sin sedacion o anestesia, generalmente se
realiza una tranquilizacién o sedacion ligeras para evitar que el animal se mueva durante la
obtencion de la muestra y pueda contaminarse. Una vez localizada la articulacién a puncionar, se
debe preparar asépticamente la zona. La recoleccion se realiza con agujas hipodérmicas de
calibre 18 a 22 G y longitud de 1” a 2”, dependiendo de la talla del paciente. (Fig. 17 b)
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Figura 21.- Muestreo de liquidos: a) abdominocentesis en un perro, b) artrocentesis, c)
pericardiocentesis, d) sitio de recoleccion del liquido cefalorraquideo; cisterna magna en canino.
Tomadas de: a): g2g.to/2Xqc, b) Albanese, F. (2017). Canine and Feline Skin Cytology, c) y d):
Bexfield, N., & Lee, K. (2011). BSAVA Guide to Procedures in Small Animal Practice.
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Conservacion de las muestras

La conservacion de las muestra evita que el material biolégico del que esta compuesta
sufra de cambios autoliticos como las células o la descomposicion de sustancias quimicas que
son indeseables para el andlisis clinico ya que pueden dar una falsa lectura. (Gonzalez de Buitrago,
2010)

Métodos fisicos

Las muestras de sangre, suero, plasma, orina y liquidos se pueden conservar por métodos
fisicos; manteniendo una temperatura de refrigeracion constante de 4-6°C. Se pueden usar
refrigerantes a base de gel para transportar las muestras a una distancia corta, en temperaturas
ambientales templadas puede mantener la temperatura de 18-24 horas, sin embargo, en
temperaturas ambientales calurosas solo se mantendra de 8-12 horas. (Buendia et al., 2007)

La congelacion conserva las muestras de suero y plasma de forma indefinida y es el método de
conservacion para algunos examenes histologicos y analisis de sangre no rutinarios, como la
medicion de los niveles de ACTH. El almacenamiento a —10°C conservara las muestras hasta por
una semana; las temperaturas mas bajas (-15°C a —20°C) conservaran las muestras de forma
indefinida. Las muestras congeladas deben descongelarse lentamente a temperatura ambiente.
(Mullineaux et al., 2007)

Métodos quimicos

Anticoagulantes

Los anticoagulantes son sustancias quimicas que impiden o retrasan la coagulacién de la
sangre de manera que facilitan ademas de la manipulacion, el fraccionamiento de la sangre y el
andlisis de la muestra. Las caracteristicas basicas de los anticoagulantes son:

No alterar el tamano de los eritrocitos

No producir hemolisis

Evitar al maximo la agregacion plaquetaria
No alterar la morfologia de los leucocitos
e. Conservar la muestra (Marti et al., 2016)

oo oo

EDTA (etilendiaminotetraacetato)

Es el anticoagulante preferido para la mayoria de los estudios de sangre, incluyendo el
conteo completo de células sanguineas. Se usa como anticoagulante en forma de sal disddica,
dipotasica o tripotasica ejerciendo su funcion como quelante del calcio (Ca++) y otros cationes
divalentes (Mg++, Cu++, Pb++). Al fijar el calcio, impide la activacion de la trombina (protrombina),
la conversion del fibrinégeno en fibrina y por tanto, la coagulacion sanguinea. (Marti et al., 2016;
Stockham, Steven L., 2008) (Fig. 22 a)
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Citrato de sodio

Se utiliza para procedimientos de coagulacion, incluidos los tiempos de protrombina y
tromboplastina. El citrato ayuda a evitar el rapido deterioro de los factores labiles de la
coagulacion, como los factores V y VII. La actividad anticoagulante del citrato se logra mediante
la formacion de un enlace idnico con el calcio. Por su baja toxicidad también es el anticoagulante
de eleccion para trasfusiones sanguineas y cultivos de Brucella spp. (Fig. 22 b) (Gonzalez de
Buitrago, 2010; Stockham, Steven L., 2008).

Oxalatos (sales de litio, amonio y potasicas)

Las sales de oxalato son utilizadas para pocos estudios de laboratorio, por ejemplo para
medir glucosa y lactato. Generalmente el oxalato distorsiona la morfologia de los leucocitos y
eritrocitos, por esta razén no se utiliza para estas determinaciones. Su actividad anticoagulante
se logra mediante uniones idnicas con el calcio. (Fig. 22 c¢) (Stockham, Steven L., 2008)

Heparina

Actua evitando la transformacién de la protrombina en trombina y como consecuencia la
formacion de fibrina a partir de fibrinogeno. Puede encontrarse como sal sodica, potasica,
amonica o de litio y puede usarse como solucion o secarse sobre las paredes de los tuboso
jeringas donde se recoja la sangre. La heparina es el anticoagulante que menos interfiere en las
determinaciones de quimica sanguinea. (Fig. 22 d) (Gonzalez de Buitrago, 2010)

Tubos vacutainer sin anticoagulante: utilizados para obtener suero.

Los tubos de tapdn rojo y amarillo no contienen anticoagulante. Sin embargo, hay algunos
que contienen polvo de silice o tierra de diatomeas para favorecer el proceso de coagulacién vy el
tuboi amarillo tiene un gel separador, que facilita la obtencion de suero. (Fig. 22 e y f)

a) b)
‘3\ 'S
'»/ & e _

e) f)

Figura 22.- Tubos vacutainer; a) EDTA tapdn lila b)Citrato tapdn
azul, c) Oxalato tapdn gris, d)Heparina tapon verde, e)Sin
anticoagulante tapon rojo, f)Sin anticoagulante con gel separador
tapon amarillo. Tomadas de: a2a.to/f8t1
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Conservadores quimicos para la orina

Tolueno

Es un solvente organico que se puede utilizar para conservar una muestra de orina. El
tolueno flota en la superficie de la muestra, evitando la pérdida de cetonas y contaminacion. Dos
mililitros de tolueno seran suficientes para 100 ml de orina. El tolueno es adecuado para preservar
el perfil quimico de la muestra de orina; sin embargo, no evita el crecimiento bacteriano in vitro.
Debido al hecho de que el tolueno es un solvente, se debe tener cuidado al elegir un recipiente
apropiado para conservar la orina. (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

Formol

Una gota de formol al 40% agregada a 30 ml de orina es suficiente para conservar la
muestra para el analisis de sedimento. El formol previene el crecimiento microbiano, preservando
asi la integridad celular de varias estructuras dentro de la muestra. Es un agente reductor por lo
que interfiere con el analisis quimico de sustancias que utilizan este principio en sus reacciones
enzimaticas, por ejemplo, la determinacion de glucosa usando tiras reactivas, el uso de exceso de
formol puede resultar en un falso negativo. (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

La concentracion al 10% es utillizada para conservar muestras de tejidos, tales como tumores u
organos extraidos por cirugia. Esta concentracion permite la penetracion hasta 1 cm en los tejidos
y evitar la autolisis en el centro del especimen para su preparacion y estudio histologico. (Cochran,
2011)

Envio de muestras

Una vez que las muestras fueron tomadas, se recomienda
enviar inmediatamente las muestras para su analisis, estas se
deben transportar en un recipiente como hieleras pequenas (Fig.
23) y sequir las siguientes recomendaciones:

a) ldentificar las muestras con marcador indeleble.

b) Mantener temperatura constante de 4 — 6 °C.

c) Evitar que el hielo esté en contacto directo con la muestra.
d) Evitar movimientos bruscos o vibraciones.

e) Proteger de la luz directa.

Figura 23.- Ejemplos de
transportadoras para
muestras de laboratorio.
Tomadas de: g2q.to/f8t1.
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Practica 1.- Toma, conservacién y envio de muestras

Objetivo

Que el alumno sea capaz de seleccionar, obtener, preservar y enviar adecuadamente las
muestras para su analisis en el laboratorio clinico.

Materiales y metodologia

A lo largo del semestre el alumno tendra la oportunidad de realizar en todas las practicas
la parte correspondiente a la toma, identificacidn, conservacion y envio de muestras de
laboratorio.

Autoevaluacion

1. Menciona tres ejemplos de errores preanaliticos.

2. Enlista la informaciéon que se debe conocer de un paciente para cualquier analisis de

laboratorio.

¢ Qué es un anticoagulante?

Menciona ejemplos de anticoagulantes y su mecanismo de accion.

¢ Cual es la diferencia entre suero y plasma?

Menciona tres causas de hemoalisis en una muestra.

¢ Qué tubos son los adecuados para un hemograma, quimica sanguinea, y examen de

liquido de un mismo paciente?

8. ¢Cuanto es el tiempo maximo para analizar una muestra de orina sin que esta sufra
cambios en su composicion?

9. ¢Cual es el mejor método de recoleccion de orina, para evitar al maximo contaminacion de
la muestra?

10.Enlista los métodos posibles para tomar una muestra para el estudio citolégico de una
tumoracion.

No ok ow
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Fundamentos teodricos: Citologia diagnéstica

Introduccion

La evaluacioén e interpretacion citologica confiable y segura de muestras representativas,
bien conservadas y cuidadosamente obtenidas es esencial para el diagndstico, prondstico y
tratamiento precisos. (Cowell & Valenciano, 2018)

Marco teodrico

La citologia es el examen microscopico de muestras solidas o fluidas recolectadas de
cualquier sitio del cuerpo. El estudio citologico es rapido, economico, no invasivo y
particularmente util para evaluar los fluidos corporales, ganglios linfaticos, vias respiratorias,
nodulaciones accesibles y médula dsea en el animal vivo. (De Buen de Arglero, 2001; Jackson,
2007; Voigt & Swist, 2011)

Las interpretaciones citolégicas se clasifican generalmente en uno de cinco grupos de
citodiagndstico y se puede utilizar una sexta categoria para interpretaciones no diagndsticas, este
tipo de muestras generalmente son el resultado de material celular insuficiente o contaminacion
sanguinea excesiva. (Tabla 10.) (Raskin & Meyer, 2010)

Tabla 10.- Categorias generales del diagndstico citoldgico

CATEGORIAS GENERALES DEL DIAGNOSTICO CITOLOGICO

Tejido normal o hiperplasico

Nodulacion quistica

Inflamacion o infiltrado celular

Respuesta a lesion tisular

Neoplasia

Muestra no diagnostica

Tomada de: Raskin, R., & Meyer, D. (2010). Canine and Feline Cytology.

Citologia de tejidos solidos

La evaluacion ordenada de las muestras hace que la citopatologia sea mas facil de abordar,
mas eficiente y aumenta las posibilidades de hacer un diagndstico. Deben evaluarse cuatro
componentes principales de cada muestra: 1) Calidad de la muestra y fondo, 2) Tipo de células,
3) Forma, distribucion y caracteristicas de las células, 4) Comportamiento bioloégico: benigno
versus maligno. (Burton, 2018)
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El fondo de la muestra es el primer componente para evaluar, ya que puede proporcionar pistas
importantes sobre la patologia subyacente. Algunos cambios de fondo comunes incluyen: sucio,
graso, acuoso, hemorragico, con cristales de calcio o colesterol, necrosis y fibrosis. (Fig. 24)
(Burton, 2018; Raskin & Meyer, 2010)

El fondo hemorragico esta presente en las muestras como consecuencia de la toma de
muestra compatible si hay plaquetas. La hemorragia previa dentro de la lesion se confirma cuando
los macrofagos fagocitan eritrocitos y / o contienen pigmentos de degradacion de la hemoglobina
como hemosiderina o hematoidina. La matriz extracelular es principalmente de color rosa
brillante y puede ser lisa, fibrilar o punteada; es mas comun con la proliferacion mesenquimatosa,
pero la membrana basal del epitelio puede aparecer de manera similar.

Los cristales de colesterol representan evidencia de dano de la membrana celular con
degeneracion de lipidos, la necrosis y la fibrosis pueden ocurrir juntas o por separado; los
detritos necroticos se observan como material amorfo, globular, azul / violeta / gris. Este material
puede predominar y oscurecer los detalles celulares. Mientras que la respuesta reparadora que
acompana a la lesion tisular implica un aumento de la actividad fibroblastica. (Burton, 2018; Raskin
& Meyer, 2010)

Figura 24.- Ejemplos de fondos en el frotis citolégico: a) Fondo hemorragico: se nota
un macrofago fagocitando hemosiderina en una hemorragia cronica, b) Matriz
extracelular: se nota como todo el material rosa alrededor de las células de tejido, c)
Cristales de colesterol, d) Material necrdtico. Tomadas de: Burton, A. G. (2018).
Clinical Atlas of Small Animal Cytology.
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Gracias a la evaluacién citologica podemos diferenciar entre condiciones inflamatorias y no
inflamatorias: que a su vez las lesiones no inflamatorias se pueden dividir en condiciones
neoplasicas y no neoplasicas. (Latimer & Duncan, 2011)

Lesiones inflamatorias

El enfoque citolégico de la inflamacion es (i) identificar el tipo de célula predominante
presente, para clasificar la respuesta inflamatoria (ii) identificar anomalias morfoldgicas e (iii)
intentar establecer la causa de la respuesta inflamatoria. (Dunn, 2014)

Las células inflamatorias llegan a la lesion en respuesta a factores quimiotacticos, y el tipo de
respuesta inflamatoria presente puede sugerir una posible etiologia y patogenia. La inflamacién
puede ser causada por organismos vivos (microorganismos), agentes no vivos (traumaticos,
térmicos o quimicos) o procesos neoplasicos. (Campbell, 2015)

Los cuatro patrones inflamatorios son: 1) neutrofilico, 2) piogranulomatoso y granulomatoso, 3)
eosinofilico y 4) linfoplasmocelular. (Albanese, 2017)

Inflamacion neutrofilica

Una respuesta inflamatoria neutrofilica o purulenta es aquella en la que el 70% o mas de
las células nucleadas son neutrofilos (el término supurativo se usa a veces cuando el numero de
neutrofilos supera el 85%). Los neutroéfilos pueden describirse ademas como no degenerados o
degenerados segun la morfologia. (Fig. 25 a) (Dunn, 2014)
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Figura 25.- Inflamacion neutrofilica: a) neutrdfilos no degenerados, b) inflamacion supurativa aséptica: se notan
abundantes neutrdfilos degenerados con ligera cariolisis (evidente por la pobre coloracion de los nucleos) y
senalado con flechas nucleos picndticos (color morado intenso), c) inflamacion supurativa séptica: Los
neutrdfilos marcadamente carioliticos estan presentes con las bacterias cocoides intracelulares. La caridlisis es
tan grave que las células apenas se reconocen como neutrdfilos. Un eritrocito en fragmentacion es util para
comparar el tamano y demostrar la inflamacion de los neutrofilos. Tomadas de: Raskin, R., & Meyer, D. (2010).
Canine and Feline Cytology.

La inflamacién neutrofilica aséptica se caracteriza por evidenciar neutrofilos viejos: estos
se hipersegmentan y son evidencia de un entorno no téxico ya que mueren lentamente y
desarrollan nucleos picnéticos o cariorrecticos. (Fig. 25 b) La picnosis (un nucleo muy oscuro y
homogéneo) y la cariorrexis (fragmentos redondos, oscuros, homogéneos y de tamafo variable
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de material nuclear) son evidencia de neutréfilos no degenerados. Predominan en entornos las
enfermedades inmunomediadas, las lesiones neoplasicas y las condiciones estériles causadas por
irritantes como la orina y la bilis. (Raskin & Meyer, 2010; Willard & Tvedten, 2012)
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La inflamacion neutrofilica séptica se diagnostica al mostrar presencia de
microorganismos, bacterias en su mayoria, dentro de las vacuolas citoplasmaticas de los
neutrofilos, en particular los tipos gramnegativos que producen endotoxinas. La cariolisis es la
forma mas comun de degeneracion nuclear, ya que es indicativa de dafo celular severo
generalmente causado por toxinas bacterianas, los nucleos carioliticos sufren una disolucion
completa de la cromatina debido a la degradacion enzimatica por las endonucleasas. Los nucleos
aparecen hinchados, hipocromaticos, con pérdida de las lobulaciones, debido a la penetracién de
agua en las células a través de dafo en su membrana plasmatica. (Fig. 25 ¢) (Albanese, 2017;
Dunn, 2014; Raskin & Meyer, 2010; Willard & Tvedten, 2012)

Inflamacion piogranulomatosa y granulomatosa

La inflamaciéon piogranulomatosa consiste en una mezcla de neutrdfilos, macréfagos
epitelioides y células gigantes multinucleadas e indica una lesién inflamatoria activa establecida
(originalmente conocida como inflamacién activa crénica). (Campbell, 2015)

Este tipo de inflamacidn contiene tanto neutréfilos como una fraccion prominente de macréfagos
15% - 50% de macrofagos y sugiere una causa distinta a la infeccion bacteriana "rutinaria”, como
las infecciones micdticas p.ej., Blastomicosis, bacterias superiores p.ej., Actinomyces,
micobacterias, protozoos y trastornos no infecciosos p.ej., cuerpos extraios o necrosis, son
causas frecuentes de inflamacién piogranulomatosa y granulomatosa. (Rick et al., 2004)

Las muestras en las que mas del 50% de las células son macrofagos se denominan a menudo
inflamacion granulomatosa y también se pueden observar células gigantes inflamatorias
multinucleadas, fibroblastos reactivos y linfocitos. (Fig. 26 a, by ¢) (Latimer & Duncan, 2011; Rick
et al., 2004)

Figura 26.- Inflamacion piogranulomatosa: a) neutrdfilos degenerados y sefialados con flechas macrdfagos
epitelioides, b) inflamacion macrofagica: células mononucleares grandes con abundante citoplasma espumoso que
también contiene multiples vacuolas incoloras, c) Célula gigante. Tomadas de: Raskin, R., & Meyer, D. (2010). Canine
and Feline Cytology.
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Inflamacion eosinofilica

Las lesiones eosinofilicas contienen mas de 10% a 20% de eosinofilos ademas de una
mezcla de neutrdfilos, macréfagos, linfocitos y con o sin presencia de mastocitos. A veces, los
neutrofilos en ocasiones tienen un fino punteado eosinofilico en exudados espesos y no deben
confundirse con los eosinofilos. (Fig. 27) (Raskin & Meyer, 2010; Rick et al., 2004)

5]

Figura 27.- Inflamacion eosinofilica: a) citologia de los eosindfilos felinos: observe los granulos de color rosa-
anaranjado en forma de varilla que caracterizan a los eosindfilos de los gatos, b) Citologia de la inflamacion
eosinofilica: muchos eosindfilos con granulos en forma de varilla extraidos de una enfermedad eosinofilica
felina. Tomadas de: Albanese, F. (2017). Canine and Feline Skin Cytology.

Esta respuesta inflamatoria estd asociada con granuloma eosinofilico, hipersensibilidad o
condiciones alérgicas, migraciones parasitarias e infecciones fungicas. Aunque el numero de
eosindfilos también puede aumentar como respuesta paraneoplasica a ciertos tipos de tumores
(tumores de mastocitos, linfoma). (Dunn, 2014)

El complejo de granuloma eosinofilico en gatos y perros husky siberiano se diagnostica cuando
los frotis de una lesion tipica en el area esperada indican inflamacién eosinofilica con un
componente variable de macrofagos, células plasmaticas y mastocitos. En los gatos, la placa
eosinofilica y el granuloma lineal suelen tener infiltrados eosinofilicos y fibroblastos, mientras que
las ulceras eosinofilicas pueden no tenerlo. (Willard & Tvedten, 2012)

Inflamacion lifocitica / plasmocitica

La inflamacion linfocitica o plasmocitica a menudo se asocia con reacciones alérgicas o
inmunes, infecciones virales tempranas e inflamacion crénica. La poblacién linfoide es
heterogénea, con linfocitos maduros de tamano pequefo o intermedio y células plasmaticas
mezcladas con otras células inflamatorias. Por el contrario, una poblacion monomoérfica de células
linfoides sin otras células inflamatorias presentes sugiere neoplasia linfoide (linfoma), por ejemplo
el linfoma cutaneo suele consistir casi en su totalidad en linfoblastos grandes. (Fig. 28) Cuando
hay linfoma de células pequenas, generalmente se necesitan biopsia e histopatologia para la
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evaluacion de la arquitectura para obtener un diagnéstico definitivo. (Albanese, 2017; Raskin &
Meyer, 2010; Rick et al., 2004)

Figura 28.- a) Citologia de las células plasmaticas: las células son ovaladas a redondeadas con nucleos
excéntricos, citoplasma escaso, profundamente azul y con una pequena area acromatica que representa el
aparato de Golgi. b) Citologia de inflamacion mixta con predominio plasmocitico; lesion inflamatoria cutanea
cronica. Tomadas de: Albanese, F. (2017). Canine and Feline Skin Cytology.

Lesiones no inflamatorias

Si las células presentes no son inflamatorias, probablemente representen aspiracion de
células de tejido. Las células de tejido pueden provenir de tejidos normales, hiperplasicos,
displasicos o0 neoplasicos. Aunque la arquitectura se pierde con la citologia, la evaluacién del
patron celular, la poblacién celular y cualquier material extracelular presente permite un
diagnoéstico en muchos casos. (Rick et al., 2004)

Hiperplasia

La hiperplasia tisular es un proceso proliferativo de tejidos que responden a una lesion
celular o estimulacién cronica. La hiperplasia de diferentes tejidos suele dar como resultado el
incremento del tamano de los 6rganos glandulares y de las estructuras linfoides. Citolégicamente
puede ser dificil reconocer los cambios hiperplasicos porque recuerdan a los tejidos normales o
a los neoplasicos. Al evaluar las muestras de érganos como prostatas agrandadas o vejigas
urinarias engrosadas hay que prestar atencion para no confundir con malignidad, dada la
posibilidad del elevado grado de hiperplasia y displasia. (Campbell, 2015; Nelson & Cuoto, 2010)

Displasia

Cuando el tejido esta expuesto a inflamacion, infeccion, lesion repetida o prolongada,
puede ocurrir displasia, lo que da como resultado anomalias morfoldgicas reversibles que pueden
imitar muchos criterios de malignidad (anisocitosis, anisocariosis, proporcion variable de nucleo-
citoplasma, multinucleacién, presencia de nucleolos y basofilia citoplasmatica aumentada).
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Aunque estos cambios morfolégicos a menudo no son tan marcados como los de un proceso
verdaderamente maligno, el diagndstico erroneo de poblaciones de células marcadamente
displasicas como neoplasias malignas y viceversa se puede minimizar al intentar resolver
cualquier proceso inflamatorio o infeccioso subyacente u otra causa lesiva antes de volver a tomar
muestras de la lesion. (Dunn, 2014)

Neoplasia

La palabra neoplasia significa literalmente “crecimiento nuevo" y las poblaciones
neoplasicas pueden ser benignas o malignas. La organizacion mundial de la salud define a las
neoplasias malignas como el proceso de crecimiento y diseminacién incontrolada de las células,
originadas en cualquier sitio del organismo. Suelen invadir el tejido circundante y ocasionar
metastasis, la cual consiste en la diseminacion de células neoplasicas en puntos distantes de su
origen. Las neoplasias benignas suelen tener cambios muy similares a la hiperplasia siendo dificil
de diferenciarlas. (Dunn, 2014; Mayagoitia Lopez et al., 2017)

La citologia es sin duda una técnica diagndstica util en la investigacion de neoplasias, pero es
importante conocer sus limitaciones: la citologia a menudo no proporcionara un diagndstico
definitivo. Algunos tumores, como los tumores mamarios, tienen una arquitectura muy compleja
y se requiere el examen de secciones de tejido histoldgico para hacer un diagndéstico. (Dobson &
Lascelles, 2013)

Estirpe histolégica

La forma de las células y como interactuan entre si pueden proporcionar informacion
valiosa sobre su origen. En citopatologia las células se agrupan en una de tres categorias
clinicamente utiles: células epiteliales, células mesenquimatosas o fusiformes y células redondas
o dispersas. Los dos primeros términos, epitelial y mesenquimal, provienen de la histologia
embrioldgica. (Burton, 2018; Raskin & Meyer, 2010)

Células epiteliales

La mayoria de las células epiteliales, se originan a partir de tejido glandular o
parenquimatoso y superficies de revestimiento, tienden a permanecer agrupadas por medio de la
adhesion de membrana a membrana (desmosomas) y se exfolian como laminas cohesivas o
monocapas. Las células se identifican facilmente y generalmente son grandes, de forma redonda
o poligonal; los nucleos y los citoplasmas se diferencian facilmente. (Fig. 29) (Burton, 2018; Nelson
& Cuoto, 2010; Ressel, 2017)

Algunos ejemplos de neoplasias epiteliales incluyen adenocarcinoma, adenoma perianal (tumor
hepatoide), tumor de células basales, adenoma sebaceo, carcinoma de células de transicion y
mesotelioma. (Raskin & Meyer, 2010)
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Figura 29.- Células epiteliales: a) aspirado de un adenoma perianal; las areas de adhesion
celular se pueden ver en algunas células (flechas)., b) Frotis de un aspirado pancreatico de
un gato; las células epiteliales uniformes estan agrupadas y muestran formacion de acinos
(flechas) que indican un origen glandular. Recuadro: mayor aumento de un solo acino con
evidencia de material secretor (ligeramente rosado) en el centro del acino, c) Los cilios se
pueden ver en la superficie apical de las células epiteliales columnares., d) Células
escamosas no cornificadas de un frotis vaginal canino. La imagen de bajo aumento muestra
que estas células tienden a demostrar adhesion de célula a célula, estando presentes en
grupos cohesivos. Tomadas de: Cowell, R. L., & Valenciano, A. C. (2020). Cowell and Tyler’s
Diagnostic Cytology and Hematology of the Dog and Cat.

Células mesenquimatosas o fusiformes

Las células mesenquimales generalmente de tamaio mediano aparecen alargadas,
fusiformes (forma de huso) o pleomorficas. Estas células pueden formar agregados de células
mediante la interposicion de matriz extracelular. (Fig. 30) Sin embargo, la apariencia fusiforme
tiene excepciones: como los lipomas y algunos sarcomas de células redondas indiferenciadas.
(Albanese, 2017; Nelson & Cuoto, 2010)

Las neoplasias mesenquimatosas benignas y malignas se originan a partir de elementos del tejido
conectivo como fibroblastos, osteoblastos, adipocitos, miocitos y células del revestimiento
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vascular. Ejemplos de neoplasias mesenquimales incluyen hemangiosarcoma, osteosarcoma,
fibroma y melanoma amelandtico. (Raskin & Meyer, 2010)

(@ o ® y %
® 0% .“V ’.’{ e © .
o0 Sge 4
O B e e
- T
veow @
S TN P
\Fﬂﬁ”""‘ o =@ . b 3

Figura 30.- Células mesenquimatosas: a) una mezcla de células ahusadas (puntas de flecha rojas) a células que
son esencialmente redondas (puntas de flecha negras), b) células fusiformes de un tumor maligno de origen
mesenquimatoso (mixosarcoma), c) Neoplasia mesenquimatosa. Impronta tisular. Perro. Nucleos redondos a
ovalados, anisocariosis, alta proporcion de nucleo a citoplasma, nucléolos prominentes y de forma variable y
células individualizadas con bordes citoplasmaticos poco diferenciados sugieren una neoplasia mesenquimatosa
maligna. Tomadas de: a) y b): Cowell, R. L., & Valenciano, A. C. (2020). Cowell and Tyler’s Diagnostic Cytology
and Hematology of the Dog and Cat. c): Raskin, R., & Meyer, D. (2010). Canine and Feline Cytology.

Células redondas o dispersas

Los tumores de células redondas tienden a exfoliar un gran numero de células individuales
p. €j., células que no estan en laminas o grupos, que generalmente son de forma redonda y tienen
bordes celulares distintos y estan asociadas con células hematopoyéticas. Por lo tanto, su tamafo
nuclear es aproximadamente de dos a cuatro veces el didmetro de un eritrocito. Las células
redondas suelen ser mas pequefas que las células epiteliales. Las cinco categorias de neoplasias
de células redondas incluyen tumor venéreo transmisible, linfoma, mastocitoma, plasmocitoma e
histiocitoma. (Fig. 31) (Raskin & Meyer, 2010; Rick et al., 2004)
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Figura 31.- Células redondas: a) Células linfoides no neoplasicas, b)
Plasmocitoma, c) Histiocitoma, d) Mastocitoma, e) TVT. Tomadas de:
Albanese, F. (2017). Canine and Feline Skin Cytology.
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Comportamiento biolégico

La clasificaciéon de una neoplasia como maligna o benigna se basa en la presencia de
criterios morfologicos de malignidad que se dividen en; criterios generales, criterios
citoplasmaticos y criterios nucleares. Los criterios nucleares de malignidad son mas confiables
ya que es menos probable que sean inducidos por procesos no neoplasicos, como la displasia
inducida por inflamacién. (Tabla 11, Fig. 32) Las células de tejido normal, tejido hiperplasico y
neoplasias benignas generalmente no contienen criterios significativos de malignidad. (Cowell &
Valenciano, 2020; Latimer & Duncan, 2011; Wang et al., 1975)

Tabla 11.- Criterios de malignidad.

CRITERIOS DE MALIGNIDAD

Generales

Anisocitosis: Variacion en el tamafio celular (leve, moderada, severa)

Macrocitosis: Aumento del tamafio celular

Hipercelularidad: Aumento en la exfoliacion celular causada por una débil adherencia entre
células. Depende del tipo de lesion.

Pleomorfismo: Variabilidad en el tamafio y forma de células del mismo tipo. Excepto en tejido
linfoide.

Citoplasmaticos

Basofilia citoplasmatica: El mayor contenido de ARNm en células muy activas da como resultado
un citoplasma de tincién mas oscuro y azul con tinciones de tipo Romanowsky.

Vacuolas citoplasmaticas: en células que normalmente no estan vacuoladas y la vacuolacién
perinuclear es de particular interés. Las vacuolas grandes individuales que empujan el nucleo
periféricamente imparten una morfologia de "anillo de sello" a la célula que es sugestiva de
carcinoma.

Nucleares

Anisociariosis: Diferencia en el tamafio de los nucleos. Esto también se traduce en proporciones
variables de N:C. Y se determina como anisocariosis leve, moderada y severa.

Macrocariosis: Aumento en el tamafo de los nucleos.
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Relacion nucleo-citoplasma (N:C) anormal: El término relacion N:C se refiere a las areas
relativas ocupadas por el nucleo y citoplasma de la célula. Una relacion N:C baja indica una célula
con un nucleo relativamente pequefio y grandes cantidades de citoplasma. Por el contrario, las
células con escasa cantidad de citoplasma tienen una relacion N: C elevada.

Multinucleacion: Multiples nucleos por célula, importante si la forma es diferente.

Figuras mitéticas incrementadas: Las mitosis son raras en tejido normal.

Mitosis anormales: Los fragmentos cromosdmicos anormales pueden aparecer con una longitud
desigual de las hebras de cromatina y como cromatina aislada o retardada. Un mayor numero
puede ser sugerente pero no definitivo de malignidad.

Patrén de cromatina irregular: Cromatina nuclear gruesa o reticulada; las células que pasan mas
tiempo en las fases de proliferacién activa tienden a tener cromatina nuclear mas gruesa que
puede formar hebras.

Moldeamiento nuclear: En poblaciones normales de células, la inhibicidn del crecimiento evita
que los nucleos dentro de la misma célula o en células adyacentes influyan en la forma de cada
uno.

Macronucléolos: Nucléolos aumentados de tamafio

Nucléolos angulares: Nucléolos fusiformes; pierden su forma redonda a oval.

Anisonucléolosis: Diferencia de tamafio entre los nucléolos.

Tomada de: Tomada de: Cowell, R. L., & Valenciano, A. C. (2020). Cowell and Tyler’s Diagnostic Cytology and Hematology of the

Dog and Cat.
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Figura 32.- Criterios de malignidad esquematizados. Modificada. Tomada de: Cowell, R. L., & Valenciano, A. C.
(2020). Cowell and Tyler’s Diagnostic Cytology and Hematology of the Dog and Cat.
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Citologia de liquidos / efusiones

El termino efusiéon se define como la acumulacion anormal de liquido de cualquier tipo
dentro de las cavidades corporales. Las tres cavidades corporales primarias son toracica
pericardica y abdominal. Las superficies visceral y parietal de las cavidades corporales estan
revestidas de mesotelio y estas cavidades contienen una pequena cantidad de liquido que actua
como lubricante permitiendo el libre movimiento y evitando la irritacion entre los 6rganos y la
pared de la cavidad. (Cowell & Valenciano, 2018; Dunn, 2014)

Clasificacion de los liquidos

Las efusiones corporales segun sus caracteristicas fisicoquimicas y citologicas pueden ser
divididos en tres grandes grupos segun su origen: trasudados simples o bajos en proteinas,
trasudados modificados o altos en proteina y exudados. Los dos primeros son resultados de
trastornos hemodinamicos asociados a cambios de presiones oncoticas e hidrostaticas y los
exudados son resultado de un incremento en la permeabilidad vascular. (Fig. 33) (Rodriguez
Rangel, 2014)
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hidrostatica Ee——=———=———=
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B. TRASUDADO e 5 ° ol
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Figura 33.- Formacion de trasudado y exudado. Modificada. Tomado de: Zachary, J. F., & McGavin,
D. M. (2012). Pathologic Basis of Veterinary Disease.

Examen fisico

Antes de la preparacion para el examen citologico, se deben registrar observaciones
macroscopicas de la muestra del liquido; el color, la apariencia p.ej., sanguinolento, mucoide,
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serosanguinolento, acuoso o turbio, y la concentracion total de proteina determinada por
refractometria o espectrofotometria, asi como la presencia de cualquier olor, coagulos o
fragmentos de tejido. Esta informacion facilitara la clasificacion de efusiones, como trasudados,
trasudados altos en proteina o exudados. (Tabla 12.) (Campbell, 2015)

Tabla 12.- Caracteristicas fisicas, quimicas y citologicas de los liquidos.

CLASIFICACION DE LOS LiQUIDOS

TRASUDADO SIMPLE

Caracteristicas fisicas

Transparente y acuoso, incoloro e inoloro. Densidad: <1.017 (Willard & Tvedten,
2012)

Caracteristicas quimicas

Proteina: <25 g/L (Raskin & Meyer, 2010)

Caracteristicas CTCN: <1.5 x10%L. Macrofagos, células mesoteliales y neutréfilos no
microscopicas degenerados. (Cowell & Valenciano, 2020)
M , Presion oncética disminuida, aumento de la presion hidrostatica y disminuciéon
ecanismo

del drene linfatico. (Zachary, 2017)

Condiciones asociadas

Hipoproteinemia (incluida hipoalbuminemia), enteropatia perdedora de proteinas,
nefropatia perdedora de proteinas, desnutricion, malabsorcién, hipertension
portal (pre-sinusoidal, sinusoidal), Insuficiencia cardiaca temprana. (Raskin &
Meyer, 2010)

TRASUDADO ALTO EN PROTEINA

Caracteristicas fisicas

Seroso, transparente a turbio. Densidad: 1.017-1.025 (Willard & Tvedten, 2012)

Caracteristicas quimicas

Proteina: 2 25 g/L (Raskin & Meyer, 2010)

CTCN: <5.0 x109/L. Neutroflos no degenerados, macrdfagos, células

Cgracter’lst_lcas mesoteliales reactivas, linfocitos pequefios y eritrocitos. (Cowell & Valenciano,

microscdpicas 2020)
Mecanismo Aumento de la presion hidrostatica o disminucion del drene linfatico. (Zachary,

2017)
Insuficiencia cardiaca congestiva, hipertension portal (post-sinusoidal),
ey —— obstruccién de la vena cava caudal o vena hepatica, neoplasia, enfermedad
pulmonar o torsion, hernia diafragmatica, trasudados de larga duracion. (Raskin

& Meyer, 2010)
EXUDADO

Caracteristicas fisicas Opaco y espeso, coloracion variable. Densidad: >1.025 (Willard & Tvedten,

2012)
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Caracteristicas quimicas | Proteina: >30 g/L ((Raskin & Meyer, 2010)

CTCN: > 5.0 x109/L . Neutréfilos predominantes (no degenerados o
degenerados) segun el grado de toxicidad del liquido. El numero de macroéfagos,

Caracteristicas e . . . . ” e
. - linfocitos, células mesoteliales reactivas, células plasmaticas, eosindfilos y
microscopicas L ) . . - .,
eritrocitos varia segun el tipo y la gravedad del irritante y la duracion del proceso
de la enfermedad. (Cowell & Valenciano, 2020)
Mecanismo Inflamacion y permeabilidad vascular aumentada. (Zachary, 2017)

Sépticas: Bacterias, hongos, protozoarios, viral (PIF), parasitos.

Condiciones asociadas | No sépticas: Neoplasia, peritonitis biliar, uroperitoneo, inflamacion de 6rganos,
cuerpo extrafio estéril, compromiso vascular.
(Raskin & Meyer, 2010)

Examen Quimico

La medicion de proteinas totales por refractometria o espectrofotometria es un examen
quimico de rutina para todos los liquidos.

Adicionalmente la medicion de la bilirrubina y creatinina del liquido abdominal y la comparacion
con los valores séricos se pueden realizar para diagnosticar peritonitis biliar y uroperitoneo.
Ademas la medicion de triglicéridos y colesterol en liquidos blancos opacos en comparacion a los
valores séricos pueden ayudar a diagndsticar efusiones quilosas y seudoquilosas (Cowell &
Valenciano, 2020). Otras pruebas quimicas son la prueba de Rivalta, la reaccion de Pandy y
prueba de coagulo de mucina explicadas mas adelante.

Examen microscépico

El estudio citologico de los liquidos incluye el conteo celular total, diferencial y la probable
deteccion de células neoplasicas. Las células que se encuentran son aquellas que revisten las
membranas serosas: células mesoteliales de origen mesenquimatoso. También leucocitos,
macroéfagos y ocasionalmente células tumorales provenientes de una metastasis en la serosa o
de un tumor primario. (Angeleri et al., 2017)

Los liquidos celulares deficientes y las muestras de lavado requieren métodos de concentraciéon
para aumentar el nimero de células disponibles para el examen microscopico. Se pueden usar
varios métodos que incluyen: la marginacién de las células, preparacion de un frotis de sedimento,
la citocentrifugacion y la sedimentacién. (Campbell, 2015)
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Los conteos precisos de células nucleadas se pueden determinar en contadores automatizados
modernos o mediante métodos manuales con el uso de un hemocitdmetro; sin embargo, la
aglomeracion celular, fragmentacion celular y los desechos no celulares pueden causar errores
de conteo en ambas técnicas. La determinacion de los recuentos de células nucleadas debe
realizarse en liquido preservado con EDTA para evitar la formacién de coagulos o la aglutinacion
de la muestra. (Cowell & Valenciano, 2020)

Liquidos Cefalorraquideo (LCR)

El analisis de LCR es una importante herramienta de diagndstico complementario en el
estudio de pacientes con enfermedad del sistema nervioso central (SNC) y debe interpretarse
junto con la historia del paciente, signos clinicos, datos clinico-patologicos, estudios de imagen y
otros diagndsticos auxiliares. Dentro de los parametros evaluados estan: caracteristicas fisicas
(color y turbidez), caracteristicas quimicas (concentracion de proteinas) y microscopicas (conteo
total de células nucleadas (CTCN) y evaluacion citolégica). El analisis del LCR debe realizarse lo
antes posible, idealmente dentro de los 30 a 60 minutos posteriores a la recoleccion. (Cowell &
Valenciano, 2020; Latimer & Duncan, 2011; Rick et al., 2004)

La estabilidad celular puede aumentarse mediante la adicion de suero o plasma fresco, congelado,
descongelado o mediante la adicion de albumina al 20%. Si una muestra de LCR no se analiza
dentro de la primera hora desde la recoleccién se recomienda dividir el liquido en dos alicuotas,
una alicuota sin anticoagulante para el recuento total de células nucleadas y medicién de proteinas
y una alicuota agregada con 20% de suero de ternero fetal (o suero autdlogo al 10%) para el
recuento diferencial de células y la evaluacién morfolégica. (Raskin & Meyer, 2010)

Como alternativa, se puede anadir una gota de formol al 10% tamponado por cada 0.25 ml de
LCR, para conservar las caracteristicas citolégicas de la muestra sin que se afecte su contenido
en proteinas. (Nelson & Cuoto, 2010)

Es un liquido transparente e incoloro con muy baja celularidad (casi acelular) de menos de 5
x108/L (Bouda et al., 2010) para perros y de 8 x108/L para gatos la mayoria de los perros y gatos
normales tienen entre 2x10%/L. Las células nucleadas se observan en cantidades reducidas y
estan dominadas por macroéfagos inactivos, con un numero reducido de linfocitos maduros
pequenos. (Rick et al., 2004)

La coloracion roja brillante puede deberse a una contaminacion sanguinea iatrogénica o una
hemorragia muy reciente. La observacion cuidadosa durante la recoleccion de muestras puede
ayudar a diferenciar entre los dos; una muestra que inicialmente es clara y luego se vuelve roja
probablemente haya sido contaminada con sangre periférica, y una coloracién roja o amarilla
opaca (xantocromica) indica una hemorragia antigua. (Jackson, 2007)
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El LCR también tiene una concentracion de proteina muy baja de 0.1-0.2 g/L para LCR de la
cisterna magna; <0.4 g/L para LCR del espacio lumbosacro). Una elevacion de proteinas es
significativa pero inespecifica. (Burton, 2018; Rick et al., 2004)

La reaccion de Pandy es un procedimiento para determinar la presencia de
inmunoglobulinas. En animales normales, la prueba debe ser negativa y se realiza agregando unas
gotas de LCR a 1 ml de acido carboxilico al 10% (reactivo de Pandy). Si se desarrolla turbidez, la
prueba es positiva (presencia de inmunoglobulinas). (Rick et al., 2004)

Liquido Sinovial

Se obtiene liquido sinovial para evaluar claudicaciones, inflamacion de las articulaciones,
dolor y en ocasiones fiebre o leucocitosis de origen desconocido. El liquido sinovial normal es
muy viscoso debido a la presencia de acido hialurénico (AH). La cantidad de liquido sinovial que
se obtiene varia de acuerdo a la articulacion, tamafo del animal y si existe patologia articular, solo
se obtiene suficiente liquido para hacer frotis directos; sin embargo, si se obtienen
aproximadamente 500 yL o mas se pueden realizar conteos celulares y determinacion de
proteinas (Jackson, 2007). Puede variar en su celularidad dependiendo de la dificultad de su
obtencidn, sin embargo se considera un conteo de: < 3 x10%L. (Bouda et al., 2010)

La viscosidad se evalua subjetivamente observando la longitud de la hebra, normalmente de 2 cm
0 mas antes de romperse, la cual se forma cuando el liquido sinovial se extrae de una jeringa a
través de una aguja. El liquido sinovial no coagula, sin embargo, al estar estatico a temperatura
ambiente puede asumir una apariencia similar a la gelatina, volviendose liquido nuevamente
cuando se agita. Es decir, puede presentar tixotropia que es la propiedad de ciertos geles de
volverse liquidos con el movimiento. (Dunn, 2014; Latimer & Duncan, 2011)

Es probable que se produzca coagulacion si hay contaminacion sanguinea significativa y en
articulaciones inflamadas se pueden formar precipitados de fibrina o coagulos. Por estas razones,
se debe colocar un poco de liquido articular en un tubo con EDTA, sin embargo el EDTA interfiere
con pruebas como la prueba del coagulo de mucina y cultivo. El liquido sinovial debe refrigerarse
si no se evalua de inmediato. Para las muestras que pueden cultivarse segun los hallazgos
citolégicos, el liquido debe colocarse en un tubo con tapa roja, dejarse en la jeringa estéril y/o
colocarse en un cultivo aerdbico. (Raskin & Meyer, 2010)

Calidad de la mucina

Debido a que el EDTA interfiere con esta prueba, se puede usar heparina como
anticoagulante (Raskin & Meyer, 2010). Se agrega una parte de liquido sinovial a cuatro partes de
acido acético glacial al 2.5%, lo que hace que la mucina se precipite y en ocasiones se aglutine o
coagule, la mezcla se agita suavemente y se observa la naturaleza del coagulo. En las artropatias
inflamatorias el AH es degradado por las proteasas de los neutroéfilos, esto da como resultado una
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disminucion de la concentracion de AH y una disminucion de la viscosidad. (Raskin & Meyer,
2010)
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Citologia vaginal

El examen microscopico de las células epiteliales vaginales es un método simple para
evaluar la etapa del ciclo estral cuando se realiza en serie. Las células que se observan se
clasifican en: células basales, parabasales, intermedias y superficiales. (Tabla 13, Fig. 35)

Tabla 13.- Células normales del epitelio vaginal.

CELULAS DEL EPITELIO VAGINAL

Células basales: comprenden la capa mas profunda del epitelio, A)

estan ubicadas en la membrana basal y son la célula precursora de;

parabasales, intermedias y superficiales. Rara vez se observan en ®

los frotis de citologia vaginal y aparecen como células pequefias con

una pequefia cantidad de citoplasma basdfilo. (Rick et al., 2004) 10.0 um
B)

Células parabasales: son las mas pequefias que se observan
normalmente de tamafio uniforme, con un nucleo redondo y una
pequefia cantidad de citoplasma. Pueden exfoliarse en sabanas

cohesivas en perras prepuberes. (Latimer & Duncan, 2011)
10.0 pm

Células intermedias: tienen aproximadamente el doble

del tamafio de las células parabasales. Si los nucleos () D)
son similares a los de las células parabasales, se

denominan “intermedias bajas”. A medida que las

células intermedias se agrandan, sus margenes .
celulares se vuelven angulares y se pliegan,
denominandose ‘“intermedias altas”. (Latimer &
Duncan, 2011)

10.0 um 10.0 pm

Células superficiales: son poligonales con
abundante citoplasma azul pélido. Pueden ser
anucleares o tener nucleos pequefios, picnoticos y E)
redondos con cromatina condensada. A medida que

las células superficiales envejecen y se degeneran, ’
los nucleos se pierden, sin embargo, tienen el y e
mismo significado fisiolégico. (Dunn, 2014; Raskin &
Meyer, 2010)

100 pm

Figura 34.- Células del epitelio vaginal: A) basal, B) parabasal, C) intermedia baja, D) intermedia alta, E) superficial
nucleada, F) superficial anucleada. Tomadas de: Cowell, R. L., & Valenciano, A. C. (2020). Cowell and Tyler’s
Diagnostic Cytology and Hematology of the Dog and Cat.
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Otras células que se pueden ver son neutroéfilos, glébulos rojos y bacterias. Por otra parte, la
citologia vaginal es util para determinar la causa de secreciones anormales, nodulaciones
asociadas con los ovarios, utero, vagina, vestibulo vaginal y la vulva. (Bellwood & Andrasik-Catton,
2014; Dunn, 2014)

Determinacion del ciclo estral

Cada etapa del ciclo estral se caracteriza por el predominio de alguno de los tipos celulares
del epitelio. (Rodriguez Rangel, 2014)

Anestro: Las células parabasales y ocasionales células intermedias predominan
durante el anestro. Si estan presentes, los neutrdéfilos y las bacterias son pocos. Tabla 14. (Raskin
& Meyer, 2010)

Proestro: Este es el comienzo del ciclo estral, a medida que aumenta la concentracion de
estradiol, las células epiteliales proliferan y se produce la diapédesis eritrocitaria. En el proestro
temprano, estan presentes todos los tipos de células epiteliales, asi como eritrocitos y neutrdfilos,
mientras que en el proestro tardio, el numero de neutrdéfilos disminuye y las células intermedias
y superficiales se vuelven predominantes. Las bacterias pueden estar presentes durante todo el
ciclo y se adhieren a las células epiteliales. Tabla 14. (Latimer & Duncan, 2011)

Estro: La mayoria (80% -90%) de las células epiteliales exfoliadas durante el estro son
células superficiales ya sean con un pequefio nucleo picnatico o sin nucleo. Las preparaciones
citologicas hechas durante el estro generalmente tienen un fondo claro y libre de moco y pueden
contener eritrocitos o no. Es comun observar un gran numero de bacterias en las células
epiteliales superficiales y alrededor de ellas, pero normalmente no hay neutréfilos a menos que
haya inflamacion. Tabla 14. (Cowell & Valenciano, 2020)

Diestro: Durante el diestro, hay una disminucion dramatica en el porcentaje de células
superficiales, asi como un retorno de células intermedias y parabasales por lo que resulta casi
imposible distinguir entre una citologia de diestro y anestro. En 24 horas, las células superficiales
disminuyen de aproximadamente 100% a 20 a 40% de la poblacion y los neutréfilos a menudo
regresan durante el diestro y se pueden observar bacterias intracelulares. Tabla 14. (Dunn, 2014;
Latimer & Duncan, 2011)

Si al examinar el preparado citologico se concluye que existe una inflamacion vaginal, no se podra
establecer el indice de maduracion; ya que la celularidad sera reflejo del proceso patolégico y no
de la actividad hormonal. En este caso se debera diferenciar de la piometra, ya que en esta si se
exhibe un patrén hormonal, puesto que existen niveles altos de progesterona existira un
predominio de células intermedias. Tabla 14. (Rodriguez Rangel, 2014)
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Tabla 14.- Proporcion de células en las diferentes etapas del ciclo estral en perra y en inflamacion de tracto reproductor.

e indice de maduracion Otros elementos
Condicion
fisi logi : . Superficiale _
sllefpiofrelie Parabasal | Intermedia | Superficiale P Bacterial

a S GR | GB

es S s nucleadas S

anucleadas

Anestro ++++ ++ + - - J+ | -+
Proestro ++

+++ +++ + + ++ | -/+
temprano +
Proestro medio ++

++ ++++ ++ + ++ | -/+

+

Proestro tardio | + +++ +++ ++ ++ | ++ | -/+
Estro - ++ +++ ++++ -+ |- -[+
Diestro + +++ +++ ++ -+ |+ |-/
Vaginitis ++

+++ ++ ++ +++ + ++++

+

Piometra ++

+ ++++ + + -[+ N ++++
Escala de cruces: + escasas, ++ moderadas, +++ abundantes, ++++ muy abundantes.

Tomada de: Rodriguez Rangel, C. I. (2014). Citologia diagndstica.
Otros hallazgos de la citologia vaginal

La vaginitis es a menudo relacionada con factores no infecciosos como anomalias
vaginales,hipertrofia del clitoris, cuerpos extranos fetales retenidos, neoplasia o inmadurez
vaginal. Si la causa es una infeccion bacteriana, los neutrofilos suelen mostrar cambios
degenerados y pueden contener bacterias fagocitadas, al igual que en la etapa de diestro
temprano por lo que es dificil diferenciarlos. (Cowell & Valenciano, 2020; Raskin & Meyer, 2010)

Las neoplasias pueden diagnosticarse ocasionalmente mediante el examen citologico. Los
tumores vaginales mas comunes en las perras son de origen muscular liso o tejido fibroso
(leiomioma, fibroma y leiomiosarcoma) que no exfolian las células facilmente y, por lo tanto,
generalmente no se reconocen con la citologia vaginal de rutina. El tumor venéreo transmisible
(TVT) se puede diagnosticar mediante citologia vaginal o aspiracion o biopsia de la masa directa.
Estos tumores contagiosos se transmiten por contacto directo y ocurren no solo en los genitales
sino también en otras localizaciones como cavidad oral y nasal, recto, piel, tejido subcutaneo.
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Debido a que estos tumores suelen estar ulcerados e inflamados, puede haber un numero variable
de células inflamatorias. (Cowell & Valenciano, 2020) Ver “Tumor Venéreo Tranmisible” pag 56.
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Preparacion de los extendidos/frotis

Debido a que las muestras citolégicas varian en consistencia, existen diferentes métodos
disponibles para preparar un frotis. El método debe elegirse teniendo en cuenta el grosor de la
muestra y el procedimiento de evaluacion y tincion planificada a seguir. (Bellwood & Andrasik-
Catton, 2014)

Técnica de squash

La técnica de compresion (aplastamiento) es un procedimiento adecuado para el manejo
de muestras de citologia que son semisdlidas, con apariencia de moco o sedimentadas por
centrifugacién. El objetivo es redistribuir el material en una monocapa delgada ideal para un
aplanamiento maximo de las células individuales. (Raskin & Meyer, 2010)

Se preparan colocando un segundo portaobjetos encima del portaobjetos que contiene la muestra
y los dos portaobjetos se separan, produciendo dos frotis. El peso del portaobjetos es suficiente
para extender el material. (Fig. 35) (Latimer & Duncan, 2011)

754

Figura 35.- Técnica de Squash. Tomada de: a), b), y d): Albanese, F. (2017). Canine and Feline Skin Cytology., c)
Bellwood, B., & Andrasik-Catton, M. (2014). Veterinary Technician’s Handbook of Laboratory Procedures.

Técnica de frotis sanguineo

Con muchas muestras, especialmente aspirados de nodulos linfaticos, el material
expulsado de la jeringa al portaobjetos tendra suficiente liquido tisular, sangre o ambos para que
la muestra pueda extenderse como si se hiciera un frotis de sangre. Esto dara como resultado
una menor rotura celular, especialmente con poblaciones de células fragiles, y generalmente
produce frotis delgados con células intactas que estan bien esparcidas. (Raskin & Meyer, 2010)

Se coloca una gota del liquido en un portaobjetos de vidrio a aproximadamente 1 cm del extremo.
Se desliza otro portaobjetos hacia atras en un angulo de 30 a 40 grados hasta que haga contacto
con la gota. Cuando el liquido fluya hacia los lados a lo largo del pliegue entre los portaobjetos,
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se desliza el segundo portaobjetos hacia adelante rapida y suavemente hasta que todo el liquido
se haya drenado del segundo portaobjetos. (Fig. 36) (Cowell & Valenciano, 2020; Moore, 2017)

©)

Figura 36.- Técnica de frotis sanguineo. Tomada de: Dunn, J. (2014). Manual of Diagnostic Cytology of the
Dog and Cat.

Técnica de frotis lineal

La técnica de frotis lineal se puede utilizar para concentrar fluidos de baja celularidad. En
general, los fluidos translucidos tienen una celularidad baja a moderada, mientras que los fluidos
opacos suelen ser muy celulares. Por lo tanto, los fluidos translicidos a menudo requieren
concentracion, ya sea por centrifugacion o por la técnica de frotis de linea. Cuando sea posible,
se prefiere la concentracion por centrifugacion. (Cowell & Valenciano, 2020)

Se coloca una gota de liquido en un portaobjetos de vidrio limpio y se utiliza la técnica de frotis
de sangre, pero el portaobjetos que se extiende se detiene y se eleva directamente hacia arriba
aproximadamente tres cuartas partes del camino a través del frotis. Esto resultara en una linea
qgue contiene una concentracion mucho mayor de células que el resto del portaobjetos. (Fig. 37)
(Latimer & Duncan, 2011; Moore, 2017)

E-23

Okishoma State Univ.
Vatarinary Pathology
| FE—. -

Figura 37.- Técnica de frotis lineal. Tomada de: a) y b): Bellwood, B., & Andrasik-Catton, M. (2014). Veterinary
Technician’s Handbook of Laboratory Procedures., c): Cowell, R. L., & Valenciano, A. C. (2020). Cowell and Tyler’s
Diagnostic Cytology and Hematology of the Dog and Cat.
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Tinciones

La mayoria de las células y el material extracelular son completamente incoloros y para
estudiarlas microscopicamente deben tehirse. Los colorantes basicos atraen proteinas
nucleares aciddfilas (ADN y ARN) tinéndolos de color azul o purpura. Mientras que los
colorantes acidos atraen componentes citoplasmicos alcalinos como las mitocondrias, granulos
secretores, colageno y los tifien de color rosa. (Mescher, 2018; Raskin & Meyer, 2010)

Tinciones tipo Romanowsky

Los frotis que se van a tefir con tinciones tipo Romanowsky se secan primero al aire
(fijacion en seco) esto conserva o fija parcialmente las células y hace que se adhieran al
portaobjetos para que no se caigan durante el procedimiento de tincion. (Albanese, 2017; Cowell
& Valenciano, 2020)

Las tinciones tipo Romanowsky pueden ser de base acuosa o de metanol: las metandlicas
corresponden a Wright o Giemsa, y las acuosas corresponden a tinciones rapidas populares como
Diff-Quik® y Quik-Dip que se usan rutinariamente por la facilidad y rapidez de uso. (Cowell &
Valenciano, 2020; Raskin & Meyer, 2010)

Figura 38.- Tincion tipo Romanowsky, hemocolorante rapido "Diff Quik":
a) fijador, b) colorante acido, c) colorante basico, d) enjuague con agua
corriente, e) laminillas tefiidas y montadas para su observacion en el
microscopio. Autoria propia.
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Estas tinciones comprenden una primera inmersion en un fijador alcohdlico y dos tinciones
consecutivas: la primera es eosina un colorante acido y la segunda es un colorante basico que es
un metabolito de azul de metileno. Este tipo de tinciones proporcionan un buen detalle nuclear y
citoplasmatico necesario para la citologia y la hematologia. (Fig. 38) (Albanese, 2017; Moore,
2017)

Tinciéon Wright

La tincion de Wright es rapida y sencilla, utilizada en esta practica para muestras fijadas en
seco. Consta de tres pasos; primero se cubre el extendido o frotis con colorante Wright y se deja
reposar 5 minutos, después se anade solucion buffer por goteo a lo largo de todo el frotis hasta
formar una capa metalica, dejando reposar 10 minutos. El paso final es el enjuague de la laminilla
con agua corriente, para después dejarlo secar. (Fig. 39) Este proceso se ve mas a detalle en la
metodologia de esta practica.

Una desventaja de las tinciones de base acuosa es que puede no tefiir los granulos de mastocitos,
basdfilos y linfocitos granulares grandes, por lo tanto, pueden clasificarse erroneamente como
macrofagos o células plasmaticas. Esto puede generar confusion en el examen de algunos
tumores de mastocitos. De manera similar, los basofilos pueden aparecer como neutrofilos si sus
granulos no se tifien. (Cowell & Valenciano, 2020)

Figura 39.- Proceso de tincion Wright: a) colorante Wright, b) solucion buffer, c) enjuague con agua corriente
y d) frotis tenidos y secos, listos para ser montados con resina. Autoria propia.

Tincién Papanicolau

La tincion de Papanicolaou consta de cuatro pasos principales: a) fijacion (realizada en el
momento de tomar la muestra); b) tincién del nucleo con hematoxilina; c) tincién del citoplasma
con OG 6y EA, y d) aclaracion. Los pasos de la tincidon estan entremezclados con soluciones que
hidratan, deshidratan y enjuagan las células. (Fig. 40) (Centro Nacional de Equidad de Género y
Salud Reproductiva. Secretaria de Salud, 2006)
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La fijacion en humedo se logra rociando el frotis con un fijador citolégico o colocandolo en alcohol
de 96° inmediatamente después de la preparacion dejando reposar por 15 minutos. (Cowell &
Valenciano, 2020; Raskin & Meyer, 2010)

Es un método de tincion policromico que consta de una tincion nuclear y un contraste
citoplasmatico. Tiene una buena definicion del detalle nuclear, evidenciando el patrén cromatinico
de las células, un aspecto transparente de los citoplasmas y una diferenciacion celular que permite
apreciar grados de maduracion celular y actividad metabdlica y resulta util para detectar
aberraciones morfoldgicas tempranas indicativas de displasia y neoplasia. (Centro Nacional de
Equidad de Género y Salud Reproductiva. Secretaria de Salud, 2006)

La tincién de nucleo se realiza con hematoxilina, que posee carga positiva que se une a los
grupos fosfatos del ADN y ARN los cuales tienen carga negativa, a través de esta reaccion se
explica su afinidad por la cromatina nuclear, la cual se tifie de color azul a violeta oscuro. La tincion
del citoplasma se realiza con OG 6, un colorante acido monocromatico proteico de color amarillo-
anaranjado. Colorea las células maduras y queratinizadas que tifie de color naranja brillante con
diferente intensidad. El colorante EA (Eosina Acida 50) esta formado por eosina, light green y
café Bissmark. (Ledn, 2013)

Figura 40.- Tren de tincion Papanicolau del Laboratorio de Patologia del Hospital de Pequefias
Especies de la FES Cuautitlan. Autoria propia.
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El proceso de deshidratacién se realiza de manera gradual comenzando con alcohol de 80% cuya
concentracidon asciende gradualmente por etapas hasta llegar a utilizar alcohol absoluto. Mientras
que el proceso de aclaracion se refiere a la eliminacidn del alcohol absoluto, y cuyo objetivo es
producir la transparencia celular produciendo cambios Opticos que elevan el indice de refraccion
de las células, se utiliza de rutina el xilol como solucion aclaradora, porque es soluble con el
alcohol etilico y el medio de montaje. (Ledn, 2013)

Procedimiento de la tincién Papanicolau

El tren de tincion de papanicolau descrito por Leon (2015), consta de 24 pasos en total
descritos a continuacion. Sin embargo, existe variacion en el numero de pasos dependiendo del
laboratorio.

Las laminillas fijadas se acomodan en las canastillas de tincion para empezar con el proceso
descrito a continuacion y esquematizado en la Figura 41.

Paso 1.- Sumergir la canastilla en alcohol al 96° haciendo 10 inmersiones consecutivas.

Paso 2.- Pasar el canastillo por agua corriente lavar hasta que el agua se aclare, escurrir el
canastillo con la ayuda de papel absorbente.

Paso 3.- Sumergir la canastilla en agua destilada haciendo 10 inmersiones consecutivas.

Paso 4.- Sumergir el canastillo de tincion en la caja de tincion que contiene Hematoxilina,
durante 3 a 5 minutos. El tiempo de reposo depende de la calidad de los colorantes.

Paso 5.- Pasar el canastillo por agua corriente lavar hasta que el agua se aclare, escurrir el
canastillo con la ayuda de papel absorbente.

Paso 6.- Si la tincidn del nucleo es regresiva, hacer de 3 a 5 inmersiones en el diferenciador
de acido clorhidrico al 0,5 % para extraer el exceso de Hematoxilina.

Paso 7.- Sumergir la canastilla en agua destilada haciendo 10 inmersiones consecutivas.

Pasos 8, 9 y 10.- Sumergir la canastilla en alcohol al 96° haciendo 10 inmersiones
consecutivas.

Paso 11.- Sumergir la canastilla en la caja de tincidn con colorante Orange G6, durante 1.5 a
6 minutos y dejar escurrir, segun la calidad del colorante.

Pasos 12, 13 y 14.- Sumergir la canastilla en alcohol al 96° haciendo 10 inmersiones
consecutivas.

Paso 15.- Sumergir la canastilla en la caja de tincidn con el colorante Eosina A 50, durante
1.5 a 6 minutos y dejar escurrir. Para el tiempo hay que considerar la calidad de los colorantes.

Paso 16.- Sumergir la canastilla en alcohol al 96° haciendo 10 inmersiones consecutivas.

74



RS Manual tedrico-practico ﬁ
s ’ . . . ~
A Patologia Clinica Veterinaria

Pasos 17, 18y 19.- Sumergir la canastilla en alcohol absoluto 100°, haciendo 10 inmersiones
consecutivas.

Pasos 20, 21, 22, 23 y 24.- Sumergir la canastilla en xilol, durante 10 minutos y escurrir el
excedente. En el dltimo paso las laminillas estén listas para ser montadas. (Ledn, 2013)

Alcohol 96° + acido
clorhidrico 0.5°
Alcohol 96° . Agua destilada Hematoxilina . 5i :
10 inmersiones Aguacorriente 400 mersiones 2a5min Agua corriente inmersiones
1) 2) 3) 9) 6)
. Alcohol 96° Orange G Alcohol 96°
Agua destilada 10 inmersiones (cada uno) 1.5a 6 min 10 inmersiones
10 inmersiones e N G R
7) 8) 9) 10) 11) 12)
Alcohol 96° Alcohol absoluto 100°
10 inmersiones c/u Ea. Alcohol 96° 10 inmersiones c/u
—— e, 1.5a 6 min 10 inmersiones L ——— A
13) 14) 15) 16) 17) 18)
Xilol
Alcohol absoluto 100° 10 min clu
10 inmersiones
19) 20) 21) 22) 23) 24)

Figura 41.- Tren de tincion Papanicolau esquematizado. Modificada. Tomado de: Centro
Nacional de Equidad de Género y Salud Reproductiva. Secretaria de Salud. (2006). Tincion e
interpretacion de la Muestra de Citologia Cervical. Manual de Procedimiento.

Montaje de las laminillas

Es la union del portaobjetos que contiene el extendido de la muestra con el cubreobjetos
utilizando resina que tiene como objetivo cubrir la muestra sellandola una vez tefiida para
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protegerla contra la sequedad del aire, evitar el encogimiento del material celular y la decoloracion
por oxidacion de la muestra. Este medio utilizado tiene un indice de refraccion que coincide con

el de la muestra y el cubreobjetos, logrando proporcionar una imagen lo mas transparente posible.
(Ledn, 2013)
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Practica 2.- Citologia diagnéstica

Objetivo

Que el alumno aprenda los aspectos basicos de clasificacion citolégica, métodos de fijacion
y tinciones, asi como determinar las diferencias entre una muestra no diagndstica, proceso
inflamatorio y una neoplasia para establecer un diagndstico citolégico general.

Material

MATERIAL

Bata blanca

Historia Clinica del paciente (por muestra)

Guantes de latex

Laminillas tefiidas y montadas previamente de la muestra de una nodulacion
Laminillas tefiidas y montadas previamente de muestra de citologia vaginal
Muestra de liquido /efusién en tubo EDTA y sin anticoagulante.
Refractdmetro y agua destilada

Pipeta Pasteur

Pipeta de Thoma para globulos blancos y solucion Turk

Camara de Neubauer y cubreobjetos para la misma

Acido acético al 0.1%

Papel absorbente

Microscopio dptico, con lentes de aumento 10x, 40x, 100x y aceite de inmersion
Papel limpia lentes

NERNNNRRNNRNRNRNNRNFN

Metodologia
Evaluacion de las muestras citolégicas

Previo al dia de la practica, los alumnos deben presentar una muestra de alguna nodulacion que
sea de valor diagnéstico, es decir, que contenga el suficiente material celular de interés para llevar
a cabo la practica. Las muestras se tomaran conforme a los métodos mencionados en el manual.
Se deberan obtener multiples laminillas de la muestra fijadas en seco y humedo, asi como el
procedimiento de tincidn respectivo. Por ultimo, las laminillas seran montadas con resina y
cubreobjetos y contener identificacion con grupo y equipo. (Fig. 42)

Filaci § R Identificacion del sitio (p.
acion ej., LN: linfonodo)

S: seco, H: himedo (7, 5

Grupo

EQS5

3

Equipo SN S

Figura 42.- Identificacion sugerida de las laminillas. Autoria propia.
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La practica consiste en evaluar las caracteristicas citoldgicas de las nodulaciones y la muestra de
citologia vaginal. En el caso de las muestras de liquido se evaluaran las caracteristicas fisicas,
quimicas y citologicas.

1.

N

9.

Muestra de nodulacion: observar la distribucion general de las células de la muestra con el
lente 10x. Una vez que se revisa toda la laminilla a bajo aumento, se cambia al aumento de
40x.

Describir el fondo que se observa en la laminilla; hemorragico, proteinico homogéneo; en
fibras o punteada, etc.

Identificar el tipo celular predominante; en caso de que la muestra sea de un proceso
inflamatorio, estas pueden ser; neutroéfilos, macrofagos, linfocitos etc.

La muestra debe contener material celular reconocible. En las laminillas tefidas con
tinciones tipo Romanowsky el citoplasma se nota de color azul a ligeramente morado y el
nucleo de color morado intenso. En las muestras tefiidas con Papanicolau el citoplasma se
nota de un color azul verdoso y el nucleo de color azul ligeramente mas intenso.
Identificar la estirpe celular; epitelial, mesenquimatosa o redonda. La historia clinica del
paciente y el proceso de la tumoracion pueden ayudar a clasificar el tejido.

Colocar una gota de aceite de inmersion al centro del area de interés y pasar al objetivo
de aumento 100x.

Observar los criterios de malignidad que exhiben estas células.

Describir los hallazgos y establece un posible diagnostico de laboratorio. Recuerda hacer
tu descripcion de lo general a lo particular, es decir, describe las caracteristicas
morfoldgicas del citoplasma, y después del nucleo y los nucléolos.

Limpiar los lentes al final de la practica.

10. Depositar las laminillas en el contenedor RPBI.

Anotar resultados en la tabla 15.
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Tabla 15.- Resultados de citologia. diagndstica

CITOLOGIA DIAGNOSTICA
Resefia del paciente:
Método de coleccion: Técnica de preparacion del frotis:
Fijacion: Tincion:

Descripcion de hallazgos microscopicos:

Interpretacion:

Evaluacion de los liquidos

La muestra de liquido del tubo sin anticoagulante (tapon rojo o jeringa), servira para realizar

el examen fisico y quimico, mientras que la muestra del mismo liquido en el tubo con
anticoagulante (EDTA) servira para realizar el examen microscopico.

Examen fisico y quimico

1.

A

Observar el color y turbidez del liquido; amarillo paja, rojizo, amarillo intenso, blanco, opaco
o transparente, etc.

Reportar la coagulacion del liquido; positiva, parcial o negativa.

La concentracion de proteina total y la gravedad especifica estan determinadas por
refractometria, similar a la concentracion de proteina plasmatica. Esta informacién se
utilizara para determinar si el liquido es un trasudado, un trasudado alto en proteina o un
exudado; esto puede ser util para establecer un diagndstico diferencial.

Calibrar el refractometro de la siguiente manera: Coloca una gota de agua destilada sobre
el prisma del refractdmetro y coloca la tapa, Observa a través del ocular, la escala
adecuada del agua destilada es de 1.000 en gravedad especifica (SG) y 0 en proteinas
totales (PT).

Colocar una gota del liquido en la cara del prisma y bajar la tapa superior hasta que todo
el liquido se haya distribuido de manera homogénea.
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6. Observar a través del ocular, dénde esta la linea de limite de color azul y lee la escala de
proteinas totales y gravedad especifica.
7. Después de su uso limpiar el refractometro con un pafo suave.

Prueba de Rivalta: En un tubo de ensaye se afiade solucion de acido acético al 0.1%, y
lentamente una a dos gotas del liquido muestra. Una prueba positiva requiere que la gota conserve
su forma en la superficie o se hunda lentamente hasta el fondo como una gota o con forma de
medusa. Mientras que el resultado negativo no produce turbidez en el liquido. Esta prueba indica
un alto contenido de proteinas, fibrina y mediadores inflamatorios. (Buendia et al., 2007; Dunn,
2014; Raskin & Meyer, 2010)

Examen microscopico

El conteo manual de células nucleadas, se realiza con un hemocitdmetro (Camara de Neubauer)
y pipetas de Thoma. Este proceso es explicado a detalle en“Dilucion en pipeta de Thoma para
leucocitos” pag 131.

1. Se utiliza la pipeta de Thoma para glébulos blancos y diluyente para glébulos blancos
(TGrk).

2. Llenar la pipeta sin burbujas con muestra de liquido hasta la marca 0.5 (la medida tiene
que ser exacta para evitar errores de conteo).

3. Aspirar solucién Tiirk hasta la marca 11 (justo por encima del bulbo), para obtener una

dilucion 1:20.

Agitar la pipeta de 2-3 minutos en un agitador mecanico.

Desechar las primeras 5 gotas de la dilucion.

Colocar el cubreobjetos sobre la camara de Neubauer limpia y seca.

Llenar las dos camaras sin exceso de liquido.

Colocar la camara en la platina del microscopio éptico y espera 2 minutos a que se asienten

las células.

9. Observar con el lente de 10x.

10. Contar las células de cada uno de los 4 recuadros de las esquinas, al igual que el conteo
de leucocitos. Ver “Conteo de leucocitos” pag. 132.

11.Realizar la siguiente operacion:

©O N OA

Para obtener el numero total de células nucleadas se debe considerar que 1L tiene 1 000 000 pL.
Entonces el calculo final se realiza de la siguiente forma:

Células contadas x 20 (factor de diluciéon) x 10 (para transformarlo en mm?, pues se tiene 0.1mm
de profundidad) / 4 (numero de cuadrados de 1 mm? contados) = leucocitos/uL

Simplificando la formula tenemos: dilucién x profundidad / superficie: (20 x 10 /4) = 50.
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Entonces la formula seria:
Células nucleadas x 50 = leucocitos/pL

Para convertir el resultado a unidades internacionales se multiplica por 1 000 000 y se eliminan
9 ceros.

Ejemplo: En un caso donde se contaron 35 células nucleadas en total (de los 4 cuadros= 4
mm?):

35x(20x10/4) =1750 cels/uL — 35 x 50 =1750/pL
O bien:
1750 x 1 000 000 = 1 750 000 000, se eliminan 9 ceros, entonces es = 1.75 x10°/L.

Simplificando la férmula anterior: células nucleadas/20 = GB x10°/L — 35/ 20=1.75
x10°%/L. (Bouda et al., 2010)

Conteo diferencial de células nucleadas

A partir de la muestra del liquido con anticoagulante, realizar dos frotis; el primero por técnica de
frotis sanguineo y el segundo por técnica de frotis lineal. Fijar y teiir ambos frotis, para su
observacion al microscopio.

Las células que se pueden encontrar son: Células mesoteliales, neutrofilos, macrofagos, linfocitos,
eosinofilos, mastocitos, eritrocitos y células atipicas (neoplasicas). La identificacion de cada tipo
celular consta de mucha practica, asi que al principio puede resultar dificil diferenciarlas. La
historia clinica del paciente y las caracteristicas fisico-quimicas del liquido pueden ayudar a
orientar este proceso.

Anota resultados en la tabla 16.
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Tabla 16.- Resultados del examen de liquido.

EXAMEN DE LiQUIDO
Resefia del paciente:
Tipo de muestra: Método de coleccion:
Examen fisico: Examen Quimico Examen microscopico
Proteinas CTCN
Color L
(/L) (x109/L)
Turbidez Rivalta Mesoteliales
Densidad Neutrofilos
Coagulacion Linfocitos
Eosindfilos
Otros:
Monocitos
Interpretacion:

Evaluacion de las muestras de citologia vaginal

La muestra debe ser recolectada en una hembra adulta con ciclo estral presente, es decir,
no se obtendran muestras de hembras esterilizadas, cachorras o prepuberes que todavia no
presenten ciclos reproductivos. Al igual que las muestras de tumoraciones, la muestra de citologia
vaginal debe ser tefiida y montada con resina y cubreobjetos previo al dia de la practica. Asi como
la identificacion con grupo y equipo.

Metodologia

La evaluacién microscopica de este tipo de muestras es similar a las demas, con la
excepcidn de que en estas, para establecer una fase del ciclo estral, se debe realizar un conteo
de 100 células en total. Diferenciando entre si los tipos celulares encontrados. No se toman en
cuenta eritrocitos o neutréfilos en el conteo.

1. Con el objetivo de aumento 10x realizar una evaluacion rapida de la distribucion de las
células.
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2. Cambiar al objetivo de 40x e identifica todos los tipos celulares presentes, diferenciandolos
entre si por sus caracteristicas morfologicas: tamafo y forma del citoplasma y tamaro del
nucleo.

3. Cambiar al objetivo de 100x, coloca una gota de aceite de inmersion, y comienza a hacer
tu conteo diferencial hasta llegar a un total de 100 células. Por ejemplo: 30 parabasales +
50 intermedias+ 15 superficiales nucleadas+ 5 superficiales anucleadas= 100 células en
total.

4. NOTA: el conteo se hace organizadamente a lo largo del extendido, sin volver a enfocar
campos que ya hayan sido contados. Las células que no se logran reconocer o diferenciar
no se toman en cuenta y se continua con el conteo en la siguiente célula reconocible.

Anotar resultados en la tabla 17.
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Tabla 17.- Reporte de citologia vaginal.

CITOLOGIA VAGINAL

Resefia del paciente:

Método de coleccion: Tincion:

Tipo celular Conteo de 100 células

Células basales

Células parabasales

Células intermedias bajas

Células intermedias altas

Células superficiales nucleadas

Células superficiales anucleadas

Otros hallazgos Fase del ciclo estral:
Bacterias:
Neutrofilos:

Eritrocitos:

Autoevaluacion

—

Enlista los métodos de muestreo de una tumoracién y las diferencias entre estos.
Describe las diferentes técnicas para hacer un frotis de una muestra citologica.

¢, Como se forma un trasudado simple?

¢, Como se forma un trasudado alto en proteina?

Enlista los tipos de exudados.

Enlista los criterios generales de malignidad

Enlista los criterios citoplasmaticos de malignidad

Enlista los criterios nucleares de malignidad.

Describe la diferencia entre muestras de células epiteliales, mesenquimales y de células
redondas (celularidad general y caracteristicas exfoliativas).

10. Enlista los tipos de células que pueden estar presentes en las muestras de citologia vaginal.

© N OhAWDN
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Fundamentos teéricos: Hematologia

Introduccion

La hematologia es el estudio de la sangre y varios 6rganos estan involucrados en la
produccion y reciclaje de globulos rojos y blancos en el cuerpo, formando el sistema
hematopoyético. (Cork & Halliwell, 2019) Los parametros sanguineos desempenan un papel
fundamental en el diagnéstico, la evaluacion de la progresion y la caracterizacion de la
enfermedad en situaciones clinicas y de investigacion. Los procedimientos hematoldgicos basicos
como el hemograma completo se realizan con frecuencia para ayudar a llegar a un diagndstico,
pronostico y evaluar el tratamiento. (Rego, 2017)

Marco teodrico

La sangre, un tipo especializado de tejido conectivo que cumple con diversas funciones,
se compone de plasma, eritrocitos, leucocitos y plaquetas. La sangre ofrece informacion
diagnéstica sobre las funciones corporales y las alteraciones patoldgicas debido a su composicion
bioquimica y facil acceso.

Hematopoyesis

La hematopoyesis, autorrenovacion y diferenciacion de las células madre multipotentes en
la médula 6sea, es responsable de la liberacion de células maduras en etapa terminal a la
circulacion sanguinea, los microambientes o nichos de la médula ésea permiten colonias de
células hematopoyéticas. (Fig. 43) (Kierszenbaum & Tres, 2016)

CELULA MADRE PLURIPOTENCIAL PRECURSORES CELULAS EN PROCESO DE MADURACION Células maduras
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Figura 43.- Esquema de hematopoyesis. Modificada. Tomada de: Kierszenbaum, A. L., & Tres,
L. L. (2016). Histology and Cell Biology An introduction to Pathology.
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Dicho proceso es complejo y se encuentra sumamente regulado. Todas las células sanguineas
de la medula ésea surgen de una célula madre comun. Esta célula madre multipotencial origina
diferentes fases de células progenitoras, que, posteriormente, se diferencian en células de la serie
eritrocitica, granulocitica, megacariocitica y agranulocitica (monocitos y linfocitos). El
resultado final de este proceso es la emision de eritrocitos, de leucocitos y de plaquetas al torrente
sanguineo. (Fig. 43) (Reagan et al., 2005)

Eritrocitos

La funcion principal del eritrocito es transportar hemoglobina que a su vez transporta
oxigeno a los tejidos. La membrana deformable y permeable que encierra los componentes de
los globulos rojos esta formada por lipidos, proteinas y carbohidratos. Las alteraciones en la
composicion de lipidos (principalmente fosfolipidos y colesterol) de la membrana pueden resultar
en formas anormales de glébulos rojos. Las proteinas de membrana forman el citoesqueleto de la
membrana, y estas proteinas también juegan un papel clave en el mantenimiento de la forma e
integridad de las células. (Thrall et al., 2012)

Morfologia de los eritrocitos de especies domésticas

Los globulos rojos maduros de los mamiferos son células pequeias, biconcavas y
eosinofilicas que carecen de nucleo. Contienen una gran cantidad de hemoglobina (Hb) que
contribuye a la coloracién roja de los gldbulos rojos. (Fig. 44) Los globulos rojos felinos, equinos
y bovinos son relativamente pequenos, lo que dificulta ver la palidez central en los glébulos rojos.
(Barger & Macneill, 2015)

Los glébulos rojos maduros circulan en los vasos sanguineos durante aproximadamente 73 dias
en los gatos, 100 dias en los perros, 145 dias en los caballos y 160 dias en los bovinos antes de
que se eliminen de la circulacion y se reemplacen por globulos rojos maduros recién formados.
(Barger & Macneill, 2015; Rick et al., 2004)

a) b)

Figura 44.- Eritrocitos normales de canino; a) aumento 10x, b) aumento de 100x. Tomadas de:
Valenciano, A. C., Cowell, R. L., Rizzi, T. E., & Tyler, R. (2014). Atlas of Canine and Feline Paripheral
Blood Smears.
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Eritrocitos en aves, reptiles, anfibios y peces.

Los eritrocitos de estas especies comparten algunas caracteristicas morfologicas
similares, son ovoides con un nucleo ovoide ubicado en el centro y un citoplasma eosindfilo de
color uniforme. Esta forma "ovoide" varia entre las especies, y algunas especies tienen células
notablemente redondeadas, mientras que otras especies tienen una forma mas estrecha y
alargada. El nucleo es ovoide y estd compuesto de cromatina oscuramente basofila y
grumosamente agrupada. (Fig. 45) (Thrall et al., 2005)
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Figura 45.- Eritrocitos normales de Cacatua alba en frotis
sanguineo. Tomada de: Thrall, M. A., Weiser, G., Allison,
R. W., & Campbell, T. W. (2012). Veterinary hematology
and Clinical chemistry.

Hemograma

Los hemogramas (perfiles sanguineos) incluyen la evaluacion cuantitativa y cualitativa de
la lineas roja y blanca, proteinas plasmaticas totales y plaquetas. Para la linea roja contempla:
conteo total de globulos rojos x10'2/L, hematocrito L/L, indices eritrocitarios: VCM (fL), CHM (pg)
y CHCM (g/L) evaluacion de la morfologia celular en frotis de sangre y valores de reticulocitos.
Este conjunto de datos se conoce como Eritrograma. (Walton et al., 2021)

Los parametros de la linea blanca, se explican mas adelante. Ver “Leucograma” pag. 111.
Coloracién de los eritrocitos

La coloracion de los eritrocitos esta determinada por la concentracion de hemoglobina que
contienen. La determinacion de laboratorio corresponde a la concentracion de hemoglobina
corpuscular media (CHCM) con la cual podemos obtener matematicamente dicho contenido.

Ver “Indices eritrocitarios” pag. 122.
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Policromasia

Las células policromatofilicas son eritrocitos jéovenes que se han liberado temprano a
circulacion. Por lo general, son grandes (macrociticos) y de color mas azul que los eritrocitos
maduros. El color azul es el resultado de organelos que todavia estan presentes en las células
inmaduras. El grado de policromasia se correlaciona directamente con la concentracion de
reticulocitos, pero es mas objetivo cuantificar la respuesta regenerativa contando los reticulocitos.
El reticulocito es analogo al eritrocito policromatofilico, pero se tifie con una tincion vital (p.ej., azul
de metileno nuevo o azul de cresilo brillante), que hace que los ribosomas y otros organelos se
agrupen en granulos visibles. (Fig. 46 b) (Thrall et al., 2012)
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Figura 46.- Coloracion de los eritrocitos: a) eritrocitos hipocromicos sefialados con flechas, b) policromatdfilos
senalados con flechas Tomada de: a) Weiss, D. J., & Wardrop, K. J. (2010). Schalm’s Veterinary Hematology
(Sixth Edit). Wiley-Blackwell., b) Campbell, T. W. (2015). Hematology and Cytology.

Hipocromasia

La hipocromasia o hipocromia es una disminucion de la intensidad de la tincidn
citopladsmica y un aumento de la palidez central de los eritrocitos causada por una cantidad
insuficiente de hemoglobina dentro del glébulo rojo. (Fig. 46 a) La causa mas comun de
hipocromia es la deficiencia de hierro, pero también puede ocurrir con la toxicosis por plomo por
inhibicion de la sintesis de hemoglobina. (Latimer & Duncan, 2011)

Tamaino de los eritrocitos

La variacion anormal en el tamano de las células se llama anisocitosis y se utilizan los
siguientes términos para describirla. (Sink & Faldman, 2004) El tamafo o volumen corpuscular
medio (VCM) de los eritrocitos se calcula matematicamente. Ver “Indices eritrocitarios” pag. 122.

Eritrocitos normociticos: corresponden a células de tamafo adecuado para la especie,
con un VCM dentro de valores normales.

Eritrocitos microciticos: las células deben ser marcadamente pequenas antes de que se
pueda detectar visualmente la disminucion de su diametro. (Fig. 47 c) Por esto el VCM es mas
valioso que el examen de frotis de sangre para evaluar el tamafio real de los eritrocitos. Los
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microcitos estan asociados con derivaciones portosistémicas y se pueden observar microcitos en
razas de perros asiaticas sanas (Akita, Chow Chow, Shar Pei y Shiba Inu). (Latimer & Duncan,
2011)

Eritrocitos macrociticos: son grandes y tienen un VCM aumentado. (Fig. 47 ay b) Se
espera macrocitosis secundaria a reticulocitosis en anemias regenerativas. La macrocitosis es
anormal cuando es secundaria a una infeccion por el virus de la leucemia felina en gatos
(sindrome mielodisplasico, eritroleucemia) o trastornos hereditarios como la macrocitosis de los
caniches. (Valenciano et al., 2014)
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Figura 47.- Diferencia de tamario celular: a) macrocitosis aumentada, b) eritrocitos macrociticos, c) eritrocitos
microciticos. Tomada de: a): Polton, G. (2013). Veterinary Hematology., b) y c): Bellwood, B., & Andrasik-
Catton, M. (2014). Veterinary Technician’s Handbook of Laboratory Procedures.

A diferencia de otras especies domésticas, los caballos liberan macrocitos que no son
policromatofilicos. EI aumento asociado de VCM suele ser la unica evidencia de regeneracion
eritroide en caballos. Durante la regeneracion, los perros tienden a producir macrocitos
regenerativos que son aproximadamente el doble del tamaino de los eritrocitos normales, lo que
resulta en un cambio marcado en el VCM. Los caballos, sin embargo, liberan macrocitos que
generalmente son solo un poco mas grandes que los eritrocitos normales. (Thrall et al., 2012)

El ancho de distribucion de glébulos rojos (RDW por sus siglas en inglés) esta determinado por
contadores de células automatizados e indica el grado de anisocitosis en los globulos rojos. Tanto
la microcitosis como la macrocitosis pueden aumentar el RDW. (Latimer & Duncan, 2011)

Disposicion de los eritrocitos

En animales sanos, los glébulos rojos se distribuyen uniformemente por toda la monocapa
de un frotis de sangre. Sin embargo, en condiciones anormales esto cambia.

Rouleaux

Los eritrocitos en los frotis de sangre de caballos, gatos y cerdos sanos a menudo exhiben
formaciones de Rouleaux (agregaciones de eritrocitos agrupados como una pila de monedas) que
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depende tanto de la naturaleza de los eritrocitos como de la composicion del plasma. (Fig. 48 a)
(Latimer & Duncan, 2011; Polton, 2013)

La formacién de Rouleaux también se presetnta con la presencia de proteinas de alto peso
molecular en el plasma. El aumento de las concentraciones de proteinas como globulinas, que
incluyen fibrinbgeno, haptoglobina e inmunoglobulinas, potencian la formacion de Rouleaux en
asociacion con afecciones inflamatorias. (Polton, 2013; Thrall et al., 2012)

Aglutinacion

La aglutinaciéon de los eritrocitos se visualiza como agrupaciones de células esféricas e
irregulares debido a la formacion de complejos antigeno-anticuerpo (Fig. 48 b) y dar como
resultado un VCM falsamente aumentado y un recuento de glébulos rojos falsamente disminuido,
porque los glébulos rojos aglutinados (es decir, dobletes y tripletes) pueden contarse como
glébulos grandesLa aglutinacion es muy sugestiva de anemia hemolitica inmunomediada, pero
también puede observarse después de una transfusion de sangre no compatible. . (Thrall et al.,
2012)
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Figura 48.- Disposicion de los eritrocitos: a) rouleaux, b) aglutinacion. Tomadas de: a): Thrall, M. A., Weiser,
G., Allison, R. W., & Campbell, T. W. (2012). Veterinary hematology and Clinical chemistry., b): Polton, G.
(2013). Veterinary Hematology.

Poiquilocitos

Los poiquilocitos son eritrocitos con morfologia anormal; poiquilocito es un término general
utilizado para describir cualquier cambio especifico en la forma de un eritrocito y son evaluados
en un frotis sanguineo. (Rick et al., 2004)

Para comprender mejor el mecanismo de estos cambios, se pueden agrupar de la siguiente
manera: rasgos morfolégicos asociados a (1) una respuesta regenerativa, (2) dafos
inmunomediados, (3) dafo oxidativo, (4) trastornos de membrana/metabdlicos, y (5)
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fragmentacién mecanica. Estas categorias no se excluyen mutuamente y los rasgos morfoldgicos
descritos en una categoria pueden encontrarse en multiples estados fisiologicos o de enfermedad.
(Reagan et al., 2005)

Clasificacion de los poiquilocitos

1. Respuesta regenerativa. En las anemias regenerativas podemos encontrar hallazgos
morfolégicos que nos ayudan a confirmar la respuesta medular regenerativa.

Policromatoéfilos: Ver Policromasia pag. 87.

Eritrocitos nucleados: La rubricitosis y metarubricitosis (aumento de eritrocitos nucleados
rubricitos y metarubricitos) se asocia con anemias regenerativas y liberacion temprana de estas
células en respuesta a la hipoxia. También se pueden observar en animales con un bazo no
funcional y con niveles elevados de corticosteroides endégenos o exdégenos. En los gatos, la
presencia de eritrocitos nucleados en ausencia de policromasia significativa suele ser una
indicacion de mielodisplasia o enfermedad mieloproliferativa. (Fig. 49 a) (Thrall et al., 2012)

Punteado basoéfilo: el punteado baséfilo representa la agregacion puntual de ARN residual
en células tefidas con Romanowsky (Wright o Diff-Quik). Esto ocurre a menudo en ovejas y vacas
anémicas, y ocasionalmente en la anemia felina. Tiene el mismo significado que la policromasia
(anemia regenerativa) y puede sugerir respuesta adecuada a la anemia. El punteado basdfilo
también puede ser una indicacion de toxicosis por plomo cuando se acompaia de
metarubricitosis con policromasia minima (una respuesta inapropiada) en un animal con
indicadores de gldbulos rojos dentro de los valores de referencia. (Fig. 49 b) (Latimer & Duncan,
2011)
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Figura 49.- Hallazgos asociados a respuesta regenerativa: a) eritrocitos nucleados, b) puntilleo basdfilo y c)
cuerpos de Howell-Jolly. Tomadas de: Thrall, M. A., Weiser, G., Allison, R. W., & Campbell, T. W. (2012).
Veterinary hematology and Clinical chemistry.,

’

Cuerpos de Howell-Jolly: son fragmentos restantes de material nuclear presente en los
eritrocitos. Su presencia durante una respuesta regenerativa se debe probablemente a la
incapacidad de los macrofagos para eliminar completamente los nucleos de los eritrocitos
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maduros durante la produccion acelerada. Estos cuerpos son basodfilos y esféricos que suelen
observarse con produccion acelerada de eritrocitos o tras esplenectomia. (Fig. 50 c) (Reagan et
al., 2005; Rick et al., 2004)

2. Daino oxidativo. La oxidacion de eritrocitos puede producirse en algunos estados de
enfermedad, asi como con la exposicion a algunos farmacos. (Latimer & Duncan, 2011)

Cuerpos de Heinz: la hemoglobina se desnaturaliza y se adhiere a la membrana celular,
formando una luz esférica o una inclusién de tincion clara que puede extenderse fuera de la
membrana celular. Las causas mas comunes de formacion de cuerpos de Heinz en el gato son
asociadas a toxicidad (acetaminofén, propilenglicol, propofol) y metabdlicas: diabetes mellitus,
enfermedad renal, linfoma e hipertiroidismo. (Fig. 50 a) (Rosenfeld & Dial, 2010)

Excentrocitos: corresponde a un eritrocito en el cual la hemoglobina se localiza en una
parte de la célula dejando un area pobre en hemoglobina visible en la parte restante de la célula.
Se han reconocido excentrocitos en perros como consecuencia del aumento de oxidantes
enddgenos asociados con diabetes cetoacidética, inflamacion, neoplasia e infeccion por Babesia
canis. O asociados a la ingesta de sustancias oxidantes tales como cebolla, ajo, acetaminofén,
AINEs, vitamina K, rodenticidas antagonistas de la vitamina K, naftaleno y propofol. (Fig. 50 b y c)
(Polton, 2013)
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Figura 50.- a) cuerpos de Heinz, b) excentrocitos, ¢) excentrocito visto en microscopia electrdnica de barrido.
Tomadas de: a): Thrall, M. A., Weiser, G., Allison, R. W., & Campbell, T. W. (2012). Veterinary hematology and
Clinical chemistry., Willard, M. D., & Tvedten, H. (2012). Small Animal Clinical Diagnosis by Laboratory Methods.,
b) y c): Polton, G. (2013). Veterinary Hematology.

3. Trastornos de membrana/ metabdlicos. La exposicidon de eritrocitos a distintos entornos,
tanto in vitro como in vivo, puede originar variaciones de la forma discoidal normal.
(Reagan et al., 2005)

Equinocitos: son eritrocitos espiculados con muchas proyecciones uniformes espaciadas
uniformemente en la superficie. (Fig. 51) Los equinocitos se forman cuando el area de superficie
de la monocapa de lipidos externa aumenta en relacion con la monocapa interna. La
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transformacién equinocitica ocurre en presencia de acidos grasos, lisofosfolipidos y farmacos
anfipaticos que se distribuyen preferentemente en la otra mitad de la bicapa lipidica. Pueden
subclasificarse basandose en caracteristicas morfoldgicas particulares. (Polton, 2013; Weiss &
Wardrop, 2010)

Los equinocitos de tipo | tienen bordes irregulares o angulares, pero no tienen espiculas
diferenciadas. Estos son eritrocitos crenados y son un artefacto in vitro asociado con cambios de
temperatura, pH, secado u otras en la preparacion del frotis. (Latimer & Duncan, 2011; Weiss &
Wardrop, 2010) Los equinocitos de tipo Il y lll (células de Burr) tienen espiculas que cubren toda
la superficie del eritrocito redondeado y que se atribuyen a electrolitos alterados con expansion
de la capa externa de la membrana celular. También se han observado en toxicidad por
doxorrubicina, uremia, linfoma y glomerulonefritis. (Latimer & Duncan, 2011)
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Figura 51.- Equinocitos. Tomada de: a, b y c): Polton, G. (2013). Veterinary Hematology.

Acantocitos: A diferencia de los equinocitos las proyecciones presentes en acantocitos
estan situadas de manera irregular y tienen protuberancias de tamafo variable en las puntas de
las proyecciones puntiagudas y generalmente no retienen un area de palidez central. (Fig. 52 a)
Estan asociados con varios procesos patologicos; renales, hepaticas, deficiencia de hierro,
microangiopatia (formacion de pequefos coagulos de fibrina en los capilares) y neoplasias
vasculares (hemangiosarcoma). (Rosenfeld & Dial, 2010)

Queratocitos: Los queratocitos son eritrocitos que tienen una o mas proyecciones
angulares que se asemejan a cuernos que sobresalen de la superficie celular. Estas proyecciones
son el resultado de vesiculas rotas. (Fig. 52 ¢) A diferencia de los equinocitos, la membrana celular
entre las proyecciones permanece relativamente plana. La lesion oxidativa también puede dar
lugar a la formacion de cuerpos de Heinz, en los que los macréfagos eliminan partes de la
membrana de los eritrocitos, lo que da como resultado un queratocito. La microangiopatia también
puede conducir a la formacién de queratocitos. (Rick et al., 2004)
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Figura 52.- a) acantocitos, b) acantocito observado en microscopia electronica de barrido, c) queratocitos
senalados con flechas. Tomadas de: a y b) Polton, G. (2013). Veterinary Hematology, c) Thrall, M. A., Weiser,
G., Allison, R. W., & Campbell, T. W. (2012). Veterinary hematology and Clinical chemistry.

Leptocitos: son glébulos rojos delgados que se pueden plegar y adoptar la forma de otros
poiquilocitos como los codocitos, o estomatocitos. Los leptocitos se pueden observar en estados
patolégicos como anemia por deficiencia de hierro, diseritropoyesis congénita, enfermedad
hepatica o sindrome nefrético. (Fig. 53 a) (Valenciano et al., 2014; Weiss & Wardrop, 2010)

Ovalocitos: Tambien llamados eliptocitos, son glébulos rojos de forma ovalada que son
normales en las especies de camélidos. (Fig. 53 b) Se ha informado ovalocitosis hereditaria en
perros con mielofibrosis, glomerulonefritis y enfermedad mielodisplasica. En gatos, se han
notificado eliptocitos con trastornos mieloproliferativos y con la administracion cronica de
doxorrubicina. (Weiss & Wardrop, 2010)

Codocitos: también denominados “células diana” tienen un area central de hemoglobina
rodeada por un borde palido con hemoglobina en la periferia de la célula. (Fig. 53 ¢) Los codocitos
se observan a menudo en pacientes con deficiencia de hierro, enfermedad hepatica colestasica
y postesplenectomia; sin embargo, los codocitos también son hallazgos frecuentes en las anemias
regenerativas. (Latimer & Duncan, 2011; Reagan et al., 2005; Weiss & Wardrop, 2010)
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Figura 53.- a) Leptocitos, b) Ovalocitos, c) Codocitos, d) Estomatocitos. Tomadas de: a y d) Thrall, M. A., Weiser,
G., Allison, R. W., & Campbell, T. W. (2012). Veterinary hematology and Clinical chemistry, by c) Weiss, D. J.,
& Wardrop, K. J. (2010). Schalm’s Veterinary Hematology (Sixth Edit). Wiley-Blackwell.
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Estomatocitos: los estomatocitos son un tipo de leptocito que tiene forma de cuenco
cuando es tridimensional. Sin embargo, cuando se pliegan, los estomatocitos parecen tener un
claro central en forma de media luna que es una hendidura o tiene forma de boca. (Fig. 53 d) Los
estomatocitos se pueden observar en enfermedades hepaticas, anemias cronicas y
estomatocitosis hereditaria de Malamutes. (Rick et al., 2004)

4. Fragmentacion mecanica. Estos fragmentos surgen del deterioro mecanico de los
eritrocitos en la circulacion comumente debido a anormalidades microvasculares. (Reagan
et al., 2005)

Esquistocitos: Los esquistocitos son fragmentos de eritrocitos dafiados que aparecen
como semilunas, triangulos u otras formas irregulares. (Fig. 54 a y b) Se forman como
consecuencia de un traumatismo mecanico en la vasculatura y se han asociado con una serie
de afecciones formadoras de fibrina, que incluyen hemangiosarcoma, vasculitis, insuficiencia
cardiaca congestiva, coagulacion intravascular diseminada (CID), mielofibrosis, anemia
microangiopatica y glomerulonefritis. (Rick et al., 2004)

Dacriocitos: Los dacriocitos son células en forma de lagrima que pueden ocurrir cuando
la membrana de los glébulos rojos se dafa y se distorsiona a medida que las células atraviesan la
meédula estrecha o los sinusoides esplénicos. (Fig. 54 ¢ y d) (Weiss & Wardrop, 2010) También
se han observado dacriocitos en la sangre de perros y gatos con neoplasias mieloides, perros con
glomerulonefritis y un perro con hiperesplenismo. (Polton, 2013) Si las "colas" de los dacriocitos
estan todas en la misma direccion, esto puede ser un artefacto de la preparacion del frotis de
sangre. (Latimer & Duncan, 2011)
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Figura 54.- a) y b) esquistocitos, c) y d) dacriocitos. Tomadas de: a y d) Weiss, D. J., & Wardrop, K. J. (2010).
Schalm’s Veterinary Hematology, b yc) Bellwood, B., & Andrasik-Catton, M. (2014). Veterinary Technician’s
Handbook of Laboratory Procedures.
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Anemia

La anemia es una reduccion absoluta del volumen de eritrocitos en la sangre periférica y
se identifica por disminuciones en el recuento de globulos rojos, hemoglobina y hematocrito por
debajo de los intervalos de referencia para una especie determinada La anemia relativa puede
ocurrir cuando se expande el volumen plasmatico p. ej., administracion excesiva de liquido
parenteral, gestacion y neonatos.(Jackson, 2007; Latimer & Duncan, 2011)

La severidad de la anemia suele determinarse mediante el hematocrito. La anemia leve
suele ser secundaria a procesos patolégicos en érganos o sistemas no hematolégicos. La anemia
de moderada a grave indica con mayor frecuencia una enfermedad hematoldgica primaria y debe
diagnosticarse de manera mas agresiva. (Tabla 18 y 19) (Willard & Tvedten, 2012)

Tabla 18.- Severidad de las anemias con base en el hematocrito del paciente.

SEVERIDAD DE LAS ANEMIAS CON BASE EN EL HEMATOCRITO

Caninos Equinos Felinos y Rumiantes
Hematocrito L/L
Leve 0.30-0.37 0.30-0.33 0.20-0.26
Moderada 0.20-0.29 0.20-0.29 0.14-0.19
Severa 0.13-0.19 0.13-0.19 0.10-0.13
Muy severa <0.13 <0.13 <0.10

Modificada. Tomada de: Weiss, D. J., & Wardrop, K. J. (2010). Schalm’s Veterinary Hematology.

Clasificacion de las anemias

Las anemias se clasifican de muchas formas, por ejemplo, segun la capacidad de
respuesta de la médula 6sea (regenerativa frente a no regenerativa), la causa como pérdida de
sangre, hemoalisis, fallo en la produccion de la médula 6sea; la morfologia de los eritrocitos,
como microciticos e hipocromicos; y la etiologia precisa, como la ingestion de un agente
oxidante, hemoparasitos, etc. (Jackson, 2007)

Clasificacion morfolégica de las anemias

La clasificacion morfologica de la anemia utiliza tradicionalmente indices eritrocitarios; es
decir, volumen corpuscular medio (VCM) y concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHCM). (Tabla 19) (Willard & Tvedten, 2012)
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Tabla 19.- Uso de indices eritrocitarios para clasificar las anemias.

CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LAS ANEMIAS

CHCM normal CHCM disminuido
VCM normal Normocitica Normocrémica (NR) Normocitica Hipocromica (NR)
VCM aumentado Macrocitica Normocromica (NR) Macrocitica Hipocrémica (R)
VCM disminuido Microcitica Normocromica (NR) Microcitica Hipocromica (NR)

NR = No regenerativa, R= Regenerativa.

Tomada de: Voigt, G. L., & Swist, S. L. (2011). Hematology Techinques and Concepts for Veterinary Technicians.

Morfolégicamente las anemias regenerativas corresponden a anemias macrociticas
hipocrémicas, ya que los eritrocitos jovenes producidos en respuesta a la anemia son mas
grandes de lo normal (reticulocitos o policromatoéfilos). Estas células tienen una concentracion
mas baja de hemoglobina en comparacién con los eritrocitos normales porque generalmente
contienen la misma cantidad de hemoglobina en un volumen mayor. (Rosenfeld & Dial, 2010)

Morfolégicamente las anemias no regenerativas se clasifican en: 1) anemia normocitica
normocrémica (anemias no regenerativas con eritrocitos normales residuales) y 2) anemias
microciticas hipocromicas, que generalmente son anemias por deficiencia de hierro. (Voigt &
Swist, 2011)

Ver “Anemias no regenerativas” pag. 100.

Clasificacion por la respuesta medular

La evaluacioén de la respuesta de la médula ésea a la anemia divide las anemias en aquellas
con eritropoyesis ineficaz o reducida de forma variable (no regenerativa) y aquellas con
eritropoyesis eficaz y adecuada (regenerativa). (Willard & Tvedten, 2012)

Anemia regenerativa

Una anemia regenerativa se define como una anemia con evidencia de que la médula ésea
puede responder aumentando la produccion de eritrocitos. (Tabla 20) La eritropoyetina es la
hormona liberada por los rifnones en respuesta a la disminucién de la capacidad de transporte de
oxigeno de la sangre y es el estimulo para que la médula ésea aumente la produccién de
eritrocitos. Por lo tanto, una anemia regenerativa indica un funcionamiento normal de la médula
osea y de los rifiones. (Rosenfeld & Dial, 2010)
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Tabla 20.- Hallazgos de laboratorio que indican respuesta regenerativa.

Hallazgos de laboratorio que indican regeneracion de eritrocitos.

a) Policromasia.

b) Reticulocitosis con anisocitosis y aumento de RDW.

c) Macrocitosis (aumento de VCM) e hipocromasia (disminucion de CHM y CHCM)
asociadas con reticulocitosis.

d) Punteado baséfilo de eritrocitos en rumiantes.

e) Médula 6sea hipercelular con una relacion M:E disminuida debido a hiperplasia
eritroide. (Latimer & Duncan, 2011)

Solo existen dos posibles mecanismos de produccion de anemia regenerativa: las hemorragias
agudas y los procesos hemoliticos. En ambos casos, pero en particular con hemdlisis, la anemia
es generalmente grave. (Feijoé & Wolberg, 2017)

Reticulocitos

Los reticulocitos son eritrocitos circulantes, inmaduros y anucleados que contienen acido
ribonucleico (ARN) citoplasmico residual, mitocondrias y organelos que son visibles cuando se
tinen con nuevo azul de metileno. Mientras que en una tincion de Romanowsky (Wright, Diff-Quik)
se denominan células policromatofilicas. (Fig. 55) (Rick et al., 2004)

Conteos de reticulocitos de >500x10°%L ocurren con frecuencia en perros con anemia hemolitica,
hemorragia interna o pérdida de sangre externa reciente. Sin embargo, muchas anemias no son
ni marcadamente regenerativas ni completamente no regenerativas. La anemia leve p.ej., hto
canino 0.30 a 0.35; hto felino 0.20 a 0.26, puede no estimular la reticulocitosis, porque la médula
osea levemente estimulada responde liberando glébulos rojos maduros. (Willard & Tvedten, 2012)

Los frotis de sangre periférica se tifien con nuevo azul de metileno y los reticulocitos se cuentan
y evaluan de la siguiente manera: (Rick et al., 2004)

a) Porcentaje de reticulocitos
b) Porcentaje de reticulocitos corregido
c) Recuento absoluto de reticulocitos. Ver “Parametros de reticulocitos” pag. 124.
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Figura 55.- a) Diferencia entre tinciones: (lado izquierdo) policromatdfilos con tincion Wright y (lado
derecho) reticulocitos con tincion nuevo azul de metileno, b) Reticulocitos en frotis tefiido con nuevo
azul de metileno: reticulocitos punteados (flechas) y reticulocitos agregados (punta de flecha).
Modificada. Tomadas de: a) Polton, G. (2013). Veterinary Hematology: A Diagnostic Guide and Color
Atlas, b) Bellwood, B., & Andrasik-Catton, M. (2014). Veterinary Technician’s Handbook of Laboratory
Procedures.

Interpretacion de los parametros de reticulocitos

Los aumentos absolutos de reticulocitos indican una respuesta de la médula 6sea (anemia
regenerativa) y que la causa de la anemia es extramedular (es decir, hemorragia o hemdlisis).
Mientras que la falta de reticulocitosis después de la anemia sugiere que la médula 6sea no
responde (anemia no regenerativa). Esto puede deberse a un tiempo insuficiente para que se
produzca la reticulocitosis, una deficiencia en la respuesta de los reticulocitos existente o una
eritropoyesis defectuosa. (Latimer & Duncan, 2011)

Debido a que los caballos no liberan reticulocitos de la médula 6sea a la circulacion en cantidades
significativas, los recuentos de reticulocitos no pueden usarse como indice de regeneracion en
esta especie. Los métodos para evaluar las respuestas de la médula 6sea en caballos incluyen
hematocritos repetidos, evaluacion de la médula ésea y ancho de distribucién de glébulos rojos
(RDW). (Rick et al., 2004)

Etiologias de anemias regenerativas

Pérdida de sangre (hemorragia)

Si hay hemorragia externa, incluida la pérdida en el tracto gastrointestinal, se pierden
componentes de la sangre como el hierro y proteinas plasmaticas. Por otro lado, si se produce
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hemorragia interna (dentro de una cavidad corporal), la proteina se reabsorbe en cuestion de
horas y la mayoria de los eritrocitos son reabsorbidos via linfatica en pocos dias. Las células
restantes se lisan o se fagocitan y el hierro se reutiliza. (Rosenfeld & Dial, 2010; Thrall et al., 2012)

Hemorragia aguda

Si la pérdida de sangre es aguda el hematocrito inicialmente permanece normal porque se
pierden tanto las células como el plasma. Sin embargo, en pocas horas, el hematocrito y las
proteinas plasmaticas disminuyen como resultado de la dilucion a medida que se agrega liquido
intersticial a la sangre. A las 72 horas posteriores a la hemorragia los eritrocitos policromatofilos
(reticulocitos) deben comenzar a aparecer en la sangre y su concentracion suele alcanzar su
punto maximo en aproximadamente una semana. Las proteinas plasmaticas deben volver a la
normalidad en aproximadamente una semana, a menos que la pérdida de sangre sea recurrente
o continua. (Latimer & Duncan, 2011; Thrall et al., 2012)

Las causas de la hemorragia aguda incluyen traumatismos; lesiones hemorragicas, como tumores
o0 ulceras grandes; y trastornos hemostaticos. Los ejemplos de trastornos hemostaticos incluyen
trombocitopenia, coagulopatias heredadas y coagulopatias adquiridas, tales como toxicosis por
warfarina o coagulopatia intravascular diseminada (CID). (Thrall et al., 2012)

Otros hallazgos de laboratorio compatibles con hemorragia aguda:

a) El numero de plaquetas generalmente aumenta durante las primeras horas después de la
hemorragia. La trombocitosis persistente puede sugerir una pérdida continua de sangre.

b) La leucocitosis neutrofilica ocurre comunmente aproximadamente tres horas después de
la hemorragia.

c) El hemograma completo vuelve a los intervalos de referencia en una o dos semanas en el
perro después de un episodio hemorragico agudo unico. Si la reticulocitosis persiste por
mas de dos o tres semanas, se debe sospechar sangrado continuo.(Latimer & Duncan,
2011)

Destruccion acelerada de eritrocitos por hemolisis intra o extravascular

La anemia hemolitica puede ocurrir por varios mecanismos que incluyen toxicidad,
eritroparasitismo y enfermedad inmunomediada. A diferencia de la anemia por pérdida de sangre,
la proteina total en la anemia hemolitica suele ser normal o aumentada. (Rosenfeld & Dial, 2010)

La anemia hemolitica se caracteriza por un acortamiento de la vida media de los eritrocitos, como
consecuencia de su destruccion incrementada. Si bien existen causas no inmunomediadas
capaces de desencadenar fendmenos de hemodlisis (deficiencias enzimaticas congénitas,
intoxicacion con zinc, toxinas oxidativas que dan lugar a los cuerpos de Heinz, intoxicacion con
plomo, etc.), la mayoria de las anemias hemoliticas estan asociadas con procesos
inmunomediados. (Feijoé & Wolberg, 2017) Los eritrocitos pueden lisarse dentro de la circulaciéon
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(hemodlisis intravascular), pero con mas frecuencia se lisan después de la fagocitosis por células
del sistema fagocitico mononuclear dentro del higado o bazo, o ambos (hemdlisis extravascular).
(Polton, 2013)

Anemia hemolitica inmunomediada

La anemia hemolitica inmunomediada (AHIM) corresponde a una anemia regenerativa que
se desarrolla cuando el animal produce anticuerpos contra proteinas en la superficie de sus
propios eritrocitos o precursores de eritrocitos (los anticuerpos contra precursores de eritrocitos
pueden resultar en una anemia no regenerativa). Este anticuerpo unido a la superficie del eritrocito
conduce a la destruccion del glébulo rojo por lisis mediada por complemento y fagocitosis por
macrofagos esplénicos o hepaticos. Las AHIM son una forma de hipersensibilidad de tipo Il (Rick
et al., 2004) y pueden ser primarias o secundarias a infecciones por rickettsias, bacterias,
protozooarios, virus, micoplasmas hemotropicos, neoplasias (especialmente linfoma) y exposicion
a toxinas o farmacos. (Polton, 2013)

Anemia no regenerativa

Una anemia no regenerativa se define como una anemia sin evidencia de que la médula
O0sea pueda regenerar nuevos glébulos rojos. Habitualmente son de grado leve o moderado y
secundarias a otras patologias como: neoplasias, insuficiencia renal, nefropatias, hepatopatias,
generalmente de curso cronico, lo cual permite la adaptacion fisioldgica a la reduccion de la masa
eritrocitaria. (Feijoo & Wolberg, 2017; Latimer & Duncan, 2011; Rosenfeld & Dial, 2010)
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En la Figura 56 se muestra un algoritmo de la clasificacion de las anemias.

Medir respuesta medular: indice de produccion de reticulocitos (IPR) _l

NO REGENERATIVA (IPR <2)
Macrocitica Microcitica Macrocitica Normocitica
hipocromica hipocromica normocrémica normocroémica

La causa siempre es extramedular HEMORRAGIA s : ENFERMEDAD HIPOFUNCION
: Leucemia viral felina .
1 1 CRONICA Deficiencia de vitamina SISTEMICA MEDULAR

B12 y acido folico

REGENERATIVA

HEMORRAGIA

AGUDA Deficiencia de hierro Enfermedad inflamatoria crénica

Endocrinopatias
Insuficiencia renal

Proteinas totales Proteinas totales Hepatopatias
normales o elevadas disminuidas

Figura 56.- Algoritmo para el diagndstico de las anemias regenerativas y no regenerativas. Modificada. Tomada de:
Feijod, S., & Wolberg, A. (2017). Sindromes clinicos en caninos y felinos: Algoritmos.

Etiologias de anemias no regenerativas

Hemorragia crénica

Las causas comunes de pérdida crénica de sangre incluyen lesiones hemorragicas,
particularmente dentro del tracto gastrointestinal, parasitos gastrointestinales o ectoparasitos, y
hematuria crénica. (Thrall et al., 2012)

Con el tiempo, la pérdida cronica de sangre cambia de una anemia regenerativa a una anemia no
regenerativa debido a la pérdida de hierro en la hemoglobina. En el recambio normal de
eritrocitos, el hierro se recicla, y si la pérdida cronica de sangre ha provocado una pérdida
suficiente de hierro y ha sobrepasado la capacidad del cuerpo para absorber el hierro de la dieta
en cantidades suficientes, se producira anemia por deficiencia de hierro. La anemia por
deficiencia de hierro se asocia con microcitosis e hipocromasia. (Rosenfeld & Dial, 2010)

Otros hallazgos de laboratorio compatibles con hemorragia cronica:

a) Se produce una respuesta regenerativa, pero suele ser menos intensa que con la
hemorragia aguda.

b) Suele observarse hipoproteinemia.

c) Puede ser evidente una trombocitosis persistente.
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d) La anemia por deficiencia de hierro, caracterizada por microcitosis e hipocromasia, puede
desarrollarse con el tiempo a medida que se agotan las reservas corporales de hierro.
(Latimer & Duncan, 2011)

Eritropoyesis reducida o defectuosa

Las anemias causadas por eritropoyesis reducida o defectuosa son no regenerativas. Se
caracterizan por una médula 6sea anormal que no puede mantener una eritropoyesis eficaz. El
curso clinico suele ser largo y el inicio insidioso. (Tabla 21) (Latimer & Duncan, 2011)

Tabla 21.- Anemias causadas por eritropoyesis reducida o defectuosa.

ANEMIAS CAUSADAS POR ERITROPOYESIS REDUCIDA O DEFECTUOSA

Eritropoyesis reducida

1. Enfermedad renal crénica: falta de eritropoyetina.

Deficiencias endocrinas: hipotiroidismo, hipoadrenocorticismo, hipopituitarismo,
hipoandrogenismo.

3. Enfermedad inflamatoria: Inflamacion y neoplasia.

4. Dafo citotoxico a la médula ésea: Intoxicacion por helecho (ganado), medicamentos citotdxicos
contra el cancer, toxicidad por estrégenos (perros y hurones), cloranfenicol (gatos, generalmente no
anémicos), fenilbutazona (perros), trimetoprim-sulfadiazina (perros), radiacion, albendazol (perros,
gatos, alpacas), griseofulvina (gatos), tricloroetileno (bovinos).

5. Agentes infecciosos: Ehrlichia spp. (perros, caballos y gatos), FeLV, parasitos tricostrongiloides no
chupadores de sangre (rumiantes), parvovirus (cachorros).

6. Inmunomediada: anemia hemolitica de prescursores, aplasia eritroide selectiva.

Congénitas o heredadas: en potros y perros.

8. Mieloptisis: leucemias mieloides, leucemias linfoides, sindromes mielodisplasicos, mieloma multiple,
mielofibrosis, osteosclerosis, linfomas metastasicos, tumores de mastocitos metastasicos.

~

Eritropoyesis defectuosa

1. Desordenes de la sintesis de hemoglobina: trastornos de la sintesis de hemo: deficiencias de
hierro, cobre y piridoxina; toxicidad por plomo; farmacos.

2. Desordenes de la sintesis de acidos nucleicos: deficiencias de folato y cobalamina.

3. Maduracion anormal: sindromes mielodisplasicos con predominio eritroide, diseritropoyesis
hereditaria de terneros Hereford, diseritropoyesis hereditaria de Springer Spaniels ingleses.

Tomada de: Polton, G. (2013). Veterinary Hematology: A Diagnostic Guide and Color Atlas.
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Eritrocitosis

La eritrocitosis se refiere a un aumento en el hematocrito, el recuento de glébulos rojos y
la concentracion de hemoglobina, en medicina humana se suele mencionar el término policitemia
en similitud con la eritrocitosis, no obstante, la policitemia abarca el aumento de todas las lineas
sanguineas. Segun la patogenia, la eritrocitosis se puede clasificar en categorias relativas o
absolutas. De igual manera la eritrocitosis absoluta se puede caracterizar ademas como primaria
(policitemia vera) o secundaria. (Campbell, 2015; Weiss & Wardrop, 2010)

Eritrocitosis relativa

La eritrocitosis relativa por hemoconcentracion se debe a la pérdida de la porcién
liquida de la sangre debido a la deshidratacion (diarrea, vomitos, diuresis excesiva, sudoracion o
privacién de agua, secuestro a terceros espacios y sepsis) dando como resultado una disminucion
del volumen plasmatico acompanado de un incremento en el hematocrito y proteinas plasmaticas.
(Polton, 2013; Rosenfeld & Dial, 2010)

La eritrocitosis relativa por redistribucion o transitoria, ocurre como resultado de la
contraccidn esplénica. La excitacion provoca la liberacidon de epinefrina y la contraccion esplénica,
esta contraccion lleva sangre esplénica con alta concentracion de eritrocitos a la circulacion
general, mientras que los valores de proteinas plasmaticas se mantienen normales. Este efecto es
comun en caballos y gatos. (Latimer & Duncan, 2011)

La eritrocitosis transitoria no tiene importancia clinica y la concentracion de globulos rojos vuelve
a la normalidad en un periodo de tiempo de 30 a 60 minutos. (Thrall et al., 2012)

Eritrocitosis absoluta

La eritrocitosis absoluta primaria (es decir, policitemia vera) es un trastorno
mieloproliferativo cronico bien diferenciado (en humanos, perros y gatos) poco comun que
produce una proliferacion autbnoma de precursores eritroides independiente de la concentracion
de eritropoyetina (EPO). El diagndstico de eritrocitosis primaria se realiza tipicamente excluyendo
las causas de la eritrocitosis secundaria. (Campbell, 2015)

La eritrocitosis absoluta secundaria es el resultado de una produccién excesiva de
eritropoyetina. Cuando la sobreproduccion de eritropoyetina se da en respuesta a la hipoxia
sistémica se denomina apropiada, como se observa con ciertas anomalias cardiacas congénitas,
enfermedad pulmonar cronica grave y hemoglobinopatias hereditarias. Mientras que, la
produccion excesiva de EPO en ausencia de hipoxia sistémica, se denomina inapropiada y es
causada por: tumores secretores de EPO en los rifiones u otros érganos y trastornos renales que
dan como resultado una hipoxia regional que conduce a un aumento de produccién de EPO.
(Campbell, 2015; Weiss & Wardrop, 2010)
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Proteinas totales

Las proteinas plasmaticas realizan una funcion nutritiva, ejercen presién osmotica coloidal,
participan en las respuestas inmunes / inflamatorias y el proceso de coagulacion, y ayudan en el
mantenimiento del equilibrio acido-base. Las proteinas individuales sirven como enzimas,
anticuerpos, factores de coagulacion, hormonas, proteinas de fase aguda y sustancias de
transporte. El sitio principal de sintesis de proteinas plasmaticas es el higado y el segundo
contribuyente principal es el sistema inmunolégico. (Latimer & Duncan, 2011)

Las proteinas de fase aguda, como la proteina C reactiva o el amiloide A sérico, son indicadores
sensibles de inflamacion y pueden usarse para complementar el leucograma. EI aumento de
Rouleaux en los frotis de sangre canina generalmente se asocia con la produccion de proteinas
de fase aguda como el fibrinogeno. (Willard & Tvedten, 2012)

Plaquetas (trombocitos)

En los mamiferos, las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos anucleados del
megacariocito original. Los megacariocitos se desarrollan a partir de células madre
hematopoyéticas y tienen un progenitor comun (progenitor mieloide comun) y son el elemento
formado mas pequefio en la sangre periféerica. Como las plaquetas son fragmentos
citoplasmaticos, no tienen nucleo y generalmente tienen un aspecto de azul claro a rosa claro,
estructuras redondas a ovaladas, con pocos o muchos pequenos granulos rojizos. (Fig. 57)
(Jackson, 2007; Valenciano et al., 2014)
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Figura 57.- Plaquetas de canino: a) sefialadas con flechas, una plaqueta normal y una plaqueta mas
grande (macroplaqueta) en sangre de canino, b) plaquetas a mayor aumento en sangre de canino.
Tomadas de: Valenciano, A. C., Cowell, R. L., Rizzi, T. E., & Tyler, R. (2014). Atlas of Canine and Feline
Paripheral Blood Smears.

La trombocitopenia se define como una disminucion en el numero de plaquetas
circulantes y se produce como resultado de uno o una combinacion de los siguientes mecanismos
basicos: produccion de plaquetas disminuida o defectuosa, consumo de plaquetas periféricas
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aumentadas, destruccion de plaquetas aumentada o distribucion anormal. (Walton et al., 2021;
Weiss & Wardrop, 2010)

El aumento de la destruccion de plaquetas es una condicion poco comun que implica la
eliminacion inmunomediada de plaquetas de la circulacion periférica. La mayor utilizacion de
plaquetas es mas comun y a menudo se asocia con lesiones vasculares, como CID,
hemangiosarcoma o vasculitis, donde se produce un consumo excesivo de plaquetas. Una falta o
una disminucién del numero de megacariocitos indicaria un defecto de produccién de plaquetas
en la médula ésea, mientras que un numero normal o un numero elevado de megacariocitos
apoyaria la causa de que la trombocitopenia sea el resultado de la destruccioén o el consumo de
plaquetas. (Wang et al., 1975)

La frombocitosis se define como un aumento en el numero de plaquetas circulantes. Es
un trastorno inespecifico que generalmente no se asocia con signos clinicos en animales, pero
tiene el potencial de predisponer a la trombosis y estados de hipercoagulabilidad. La trombocitosis
a menudo se asocia con anemia por deficiencia de hierro, afecciones inflamatorias y liberacién de
epinefrina.(Thrall et al., 2012)
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Trombocitos en aves, reptiles y anfibios

Los trombocitos son células nucleadas que se encuentran en la sangre periférica de las
aves, asi como en reptiles, anfibios y peces comparten algunas caracteristicas similares. Tienden
a ser células redondas a ovaladas con un nucleo redondo a ovalado que contiene cromatina
densamente agrupada. (Fig. 58) Por lo general, son las células mas pequenas de la sangre
periférica, pero solo un poco mas pequenas que los linfocitos maduros pequenos. Los trombocitos
contienen con frecuencia uno o mas granulos eosinofilicos (especificos) distintos, que por lo
general se encuentran en un area del citoplasma. Los trombocitos participan en el proceso
hemostatico y, como las plaquetas de los mamiferos, tienden a agruparse en los frotis de sangre.
Los trombocitos activados que se encuentran en agregados pueden tener contornos celulares
indistintos o pseuddpodos citoplasmicos. (Clark et al., 2009; Rick et al., 2004; Thrall et al., 2012)
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Figura 58.- Trombocitos de ave (Electus rotatus) indicados con
flechas dos trombocitos inmaduros, y sefialado con una cabeza
de flecha, un trombocito maduro. Tomadas de: Thrall, M. A.,
Weiser, G., Allison, R. W., & Campbell, T. W. (2012). Veterinary
hematology and Clinical chemistry.
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Leucocitos

Los leucocitos se dividen en dos grupos principales: granulocitos (neutrofilos, eosinoéfilos
y basofilos) y agranulocitos (linfocitos y monocitos) segun la densidad de sus granulos
citoplasmaticos. (Mescher, 2018)

Los granulocitos y monocitos se producen en la médula 6sea. Aunque la médula 6sea produce
algunos linfocitos, la mayoria son producidos por los tejidos linfoides periféricos (es decir, timo,
ganglios linfaticos, bazo, tejido linfoide asociado a bronquios, tejido linfoide asociado al intestino).
(Willard & Tvedten, 2012)

En gatos, perros y rumiantes neonatos, los neutrofilos son los leucocitos mas abundantes,
seguidos por linfocitos. En rumiantes adultos, los linfocitos son el leucocito predominante, con
menos neutrofilos. Mientras que, en caballos y cerdos, el nimero de neutrdfilos y linfocitos es
aproximadamente igual. Los eosindfilos se encuentran en cantidades muy bajas en los frotis de
sangre de animales sanos y casi hunca se observan basdfilos. (Rick et al., 2004)

Morfologia de los leucocitos

Neutrofilos

La morfologia normal de los neutrofilos es similar entre las especies de mamiferos
domésticos. La caracteristica mas facilmente reconocible de un neutréfilo maduro es el nucleo
segmentado con 3-5 lobulaciones, estan presentes en todas las especies, aunque el grado de
segmentacion puede variar desde una simple constriccidon p.ej., perro y caballo, hasta I6bulos
separados conectados por finos filamentos p.ej., vaca. (Fig. 59 a) (Thrall et al., 2012)
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Figura 59.- Neutrdfilos normales en sangre de canino: a) neutrdfilos maduros, b)
neutrdfilo en banda. Tomadas de: Valenciano, A. C., Cowell, R. L., Rizzi, T. E., & Tyler,
R. (2014). Atlas of Canine and Feline Paripheral Blood Smears.

El ndcleo de un neutrdfilo juvenil o recién liberado en cualquier especie tiene una apariencia mas
parecida a una banda, denominandose “célula en banda”, con lados aproximadamente paralelos
y se tife menos intensamente. (Fig. 59 b) El color del citoplasma varia de azul claro a rosa o, mas
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comunmente, claro. Los granulos citoplasmaticos en la mayoria de las especies son finos y
parecidos al polvo y se tifien de rosa claro a gris, pero generalmente son demasiado pequefnos
para ser visibles en el microscopio optico. (Voigt & Swist, 2011)

Linfocitos

Los linfocitos maduros son los mas pequefos de los leucocitos circulantes. Su apariencia
varia entre especies, pero el nucleo suele ser redondo y uniformemente tefiido de azul medio a
oscuro. El citoplasma es muy escaso y se tife de azul palido; aparece como un anillo estrecho
alrededor del nucleo o incluso puede no ser evidente en absoluto. Los linfocitos medianos y
grandes tienen un poco mas de citoplasma. (Fig. 60) No es posible distinguir diferentes tipos
funcionales de linfocitos T y B por morfologia. (Kerr, 2002)

; )
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Figura 60.- Linfocitos en sangre de diferentes especies: a) linfocito pequefno en sangre de canino, b) linfocito
mediano en sangre de equino, c) linfocito mediano a grande, d) linfocito grande en sangre de bovino, e)
linfocito granular en sangre de bovino. Tomadas de: Polton, G. (2013). Veterinary Hematology: A Diagnostic
Guide and Color Atlas.

Eosinofilos

Los eosinodfilos se denominan asi porque sus granulos tienen afinidad por la eosina. Los
granulos varian en tamafo, forma, numero e intensidad de tincion; en la mayoria de las especies
los eosindfilos tienen granulos redondos, pero los de los gatos domésticos tienen forma alargada,
y en los equinos son particularmente prominentes. (Fig. 61) (Polton, 2013) El ndcleo del eosindfilo
varia de alargado (banda) a bilobulado o trilobulado y es similar en apariencia en las especies
domeésticas. El citoplasma se tifie de azul claro. (Voigt & Swist, 2011)
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Figura 61.- Eosindfilos de distintas especies: a) eosindfilo en sangre de canino, b) eosindfilo en
sangre de felino y c¢) eosindfilos en sangre de equino. Tomadas de: a y b) Valenciano, A. C., Cowell,
R. L., Rizzi, T. E., & Tyler, R. (2014). Atlas of Canine and Feline Paripheral Blood Smears., c) Polton,
G. (2013). Veterinary Hematology: A Diagnostic Guide and Color Atlas.
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Basofilos

El citoplasma de los baséfilos es generalmente de color azul palido y los nucleos de los
basodfilos suelen estar menos segmentados que los neutrdéfilos. Los granulos de basofilos son
acidos y, en consecuencia, tienen afinidad por los colorantes basicos (azules). Los basofilos
degranulados pueden tener un citoplasma tefido de purpura en ausencia de granulos. (Fig. 62)
Los basdfilos se ven con mas frecuencia en algunas especies que en otras; por ejemplo, son
comunes en la sangre de conejo y con bastante frecuencia se encuentran en la sangre de caballo,
pero es muy raro ver un basofilo en una muestra de perro. (Kerr, 2002; Polton, 2013)

a) b b) .

iny

W

'// x>

Figura 62.- Basdfilos: a) basdfilo de canino, b) basdfilo de felino. Tomadas de: Valenciano, A. C.,
Cowell, R. L., Rizzi, T. E., & Tyler, R. (2014). Atlas of Canine and Feline Paripheral Blood Smears.

Monocitos

El monocito es el mas grande de los leucocitos circulantes. Tiene un citoplasma tefiido de
azul o gris azulado que es bastante granular y puede estar vacuolado. La forma del nucleo es muy
variable entre especies, siendo las formas tipicas de frijol, banda, hoja de trébol y trilobular. (Fig.
63 Aquellos con nucleos en forma de frijol y banda se confunden faciimente con metamielocitos
y neutrofilos en banda, mientras que los monocitos jévenes con nucleos redondos se parecen
mucho a los linfocitos. (Kerr, 2002)
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Figura 63.- Monocitos en sangre de canino con diferentes formas del ntcleo.
Tomadas de: Valenciano, A. C., Cowell, R. L., Rizzi, T. E., & Tyler, R. (2014). Atlas
of Canine and Feline Paripheral Blood Smears.
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Leucocitos en aves, reptiles, peces y anfibios.

Se encuentran cinco tipos de leucocitos, a saber: heterdfilos (son el equivalente de los neutrofilos
de los mamiferos), eosinofilos, basdfilos, linfocitos y monocitos. Como los heteroéfilos, eosindfilos
y basdfilos poseen granulos citoplasmaticos distintos, pueden denominarse colectivamente
granulocitos. Ademas, como los granulos citoplasmaticos predominantes de heterdfilos vy
eosinofilos exhiben afinidad por las tinciones acidas (como la eosina), pueden denominarse
acidofilos. Los linfocitos y monocitos pueden denominarse colectivamente células
mononucleares. (Fig. 64) Todos los leucocitos participan en la defensa del cuerpo, pero cada uno
es funcionalmente independiente. (Clark et al., 2009; Latimer & Duncan, 2011)
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Figura 64.- Leucocitos de diferentes especies: a) un linfocito (flecha) con granulos azurdfilos en sangre de
un buho (Strix varia, b) un eosindfilo (flecha) y un heterdfilo (punta de flecha) en sangre de buho (Strix varia),
c) heterdfilos normales sefialados con flechas en sangre de Electus rotatus, d) un basdfilo (flecha) y un
heterofilo (punta de flecha) en sangre de pollo (Gallus gallus domesticus). Tomadas de: Thrall, M. A., Weiser,
G., Allison, R. W., & Campbell, T. W. (2012). Veterinary hematology and Clinical chemistry.
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Leucograma

El leucograma es la parte del hemograma que analiza la linea blanca, glébulos blancos o
leucocitos. Incluye el conteo total de leucocitos (GBx10°%/L), el conteo diferencial de leucocitos y
la descripcion de la morfologia de los mismos.

El conteo relativo diferencial de leucocitos son los porcentajes de varios tipos de leucocitos (es
decir, neutrdfilos segmentados (NS) neutréfilos en banda (NB), linfocitos (L), monocitos (M),
eosinofilos (Eo) y basdfilos (Ba). Mientras que el conteo diferencial absoluto de leucocitos es el
numero de cada tipo de leucocito x10%/L. (Willard & Tvedten, 2012)

Un leucograma anormal suele conducir a la identificacion de un proceso patologico p.ej.,
inflamacién, pero no al establecimiento de un diagndstico especifico. Sin embargo, la
interpretacion de las anomalias de los leucocitos en un proceso junto con los hallazgos clinicos
puede conducir a un diagndstico. (Thrall et al., 2012)

Cualquier aumento en el numero de glébulos blancos por encima del intervalo normal para una
especie se denomina /eucocifosis. Mientras que un recuento total anormalmente bajo se
denomina /eucopenia. (Voigt & Swist, 2011)

Asimismo, el sufijo -filia u -osis p. ej., neutrofilia, eosinofilia, basofilia, linfocitosis y monocitosis,
indica un aumento en el numero de un leucocito particular. El sufijo -penia o -citopenia p.ej.,
neutropenia, eosinopenia, basopenia, linfopenia y monocitopenia, indica una disminucion en el
numero del leucocito particular. (Latimer & Duncan, 2011)

Patrones de leucograma especificos

Aunque cada tipo de leucocito es unico, las alteraciones en las concentraciones de
leucocitos en sangre ocurren con frecuencia en patrones predecibles. (Stockham, Steven L.,
2008)

Es importante senalar que no todos los cambios en el leucograma son el resultado de procesos
patolégicos, algunos aumentos en los tipos de células y en el numero total se deben a procesos
metabdlicos normales y se denominan /eucocitosis fisiologica. (Tabla 22) Este fendmeno es
transitorio (20 a 30 minutos) y mas comun en gatos y caballos sanos. (Latimer & Duncan, 2011;
Voigt & Swist, 2011)

Leucocitosis fisiologica

Promovida por los efectos de las catecolaminas, se caracteriza por linfocitosis y
neutrofilia madura. Las catecolaminas promueven un aumento de linfocitos y neutréfilos gracias
a que provocan una disminucion de la adherencia de los leucocitos a las células endoteliales, lo
que resulta en una retencion en la circulacion un poco mas prolongada de lo normal. (Rick et al.,
2004; Stockham, Steven L., 2008)
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Tabla 22.- Leucocitosis fisioldgica.

CONDICIONES QUE PRESENTAN LEUCOCITOSIS FISIOLOGICA

o Excitacion, miedo, dolor: mas pronunciado en el caballo y el gato, moderado en el perro.

o Esfuerzo o ejercicio muscular: principalmente en caballos y gatos, pero se observa en todas las
especies.

o Convulsiones: similares al esfuerzo muscular.

o Estrés: puede considerarse fisiologico o patolégico. Causado por la produccién de adrenalina y
corticosteroides. Llamado leucograma de estrés.

o Digestion: carnivoros y cerdos, alcanza su punto maximo de 3 a 4 horas después de comer, no se
observa en los herbivoros.

o Gestacion, especialmente a término tardio en vacas y perros.

e Estro: comUn en las vacas en el momento de la ovulacion, no constante en otras especies.

o Edad: neonatos y muy jovenes, animales que habitualmente tienen un recuento de globulos blancos
mucho mas alto que los adultos. Esto no se ve en el cerdo, que por lo general tiene un recuento
mas bajo al nacer.

e Post-inmunizacion: es posible una ligera elevacion durante 1 a 2 semanas. (Voigt & Swist, 2011)

El término neutrofilia madura describe un aumento de la concentracion de neutroéfilos
segmentados en el leucograma. (Rick et al., 2004)

Leucograma de estrés

Los glucocorticoides endégenos y exogenos afectan la concentracion de la mayoria de
los leucocitos. (Walton et al., 2021) Se caracteriza por la presencia de neutrofilia, linfopenia,
monocitosis y eosinopenia.

Una caracteristica principal del leucograma de estrés es la neutrofilia madura, que resulta del
aumento de la movilizacion de neutrdfilos segmentados del depdsito marginal al depésito de
neutrofilos circulantes. Gracias a este cambio, los neutrdéfilos tardan mucho mas tiempo en llegar
a los tejidos, incrementando el tiempo de permanencia en circulacion y por tanto comiencen a
“envejecer”. (Latimer & Duncan, 2011; Rick et al., 2004; Stockham, Steven L., 2008) (Thrall et al.,
2012)

La monocitosis también ocurre en perros porque los monocitos pasan de su reserva
marginal a la reserva de monocitos circulantes. Otro hallazgo caracteristico es la linfopenia,
resultado de la disminucion de la recirculacion de linfocitos de los tejidos linfoides a la sangre
venosa. La administracién crénica de glucocorticoides también causa lisis de linfocitos. Puede
haber eosinopenia, probablemente porque los eosindfilos se encuentran secuestrados en la
meédula ésea u otros tejidos. (Rick et al., 2004)
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Leucograma inflamatorio

La inflamacion es la respuesta de los leucocitos sanguineos mas comun. El proceso
inflamatorio implica el consumo, produccion y liberacion de neutrdéfilos. Durante este proceso,
estas células se liberan de la médula 6sea y viajan a través de la sangre a la lesion inflamatoria
hasta que se resuelve. (Walton et al., 2021) En el leucograma inflamatorio, las concentraciones de
neutrofilos pueden disminuir a aumentar durante la inflamacion y representan el equilibrio entre
la demanda de tejido y el suministro de médula 6sea. (Rick et al., 2004)

El leucograma inflamatorio puede clasificarse de leve a grave segun el numero de neutrofilos y su
morfologia, como la presencia de desviacion a la izquierda y cambios téxicos. (Wang et al., 1975)

Inflamacién aguda

La inflamacién aguda es una lesién con aumento del flujo sanguineo local e hinchazon. Esto
se debe a mediadores inflamatorios que promueven la dilatacién vascular local. Los factores
quimiotacticos liberados dentro de la lesion junto con los eventos vasculares tienen una amplia
oportunidad de promover el consumo de neutrofilos. (Tabla 23)

El patron inflamatorio agudo consiste en una neutrofilia leve a moderada con desviacion variable
a la izquierda, segun la gravedad de la lesion. Se espera el mayor desplazamiento a la izquierda
en las primeras etapas del proceso de la enfermedad, porque a medida que se agota la reserva
de almacenamiento de médula 6sea preexistente, se liberan mas bandas y metamielocitos para
satisfacer la intensa demanda inicial. Con el tiempo, la hiperplasia mieloide dentro de la médula
osea expande la produccion de neutrdfilos. (Thrall et al., 2012)

El término desviacion a la izquierda se refiere a una mayor concentracion de neutrdfilos
inmaduros en sangre; neutréfilo en bandas, metamielocitos y mielocitos. Una desviacion a la
izquierda con neutrofilia indica la presencia de una inflamacién marcada. Mientras que una
desviacion a la izquierda con neutropenia indica un consumo severo de neutrofilos. (Wang et
al., 1975)

El término desviacion a la derecha se refiere a un mayor numero de neutréfilos
hipersegmentados, con cinco o mas lébulos nucleares. Los neutrdfilos hipersegmentados no se
incluyen especificamente en el recuento diferencial de leucocitos, por lo que los desplazamientos
a la derecha no se cuantifican como los desplazamientos a la izquierda. La hipersegmentacion de
los neutrdéfilos suele producirse como un cambio de envejecimiento, cuando los neutrofilos
circulan en la sangre durante mas tiempo. (Rick et al., 2004)

Inflamacion crénica

La inflamacion establecida de dias a semanas, puede dar como resultado alteraciones
caracteristicas en la médula 6sea, incluida la expansion de los depdsitos de proliferacion,
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maduracion y almacenamiento de neutrofilos para satisfacer la demanda tisular de estas células.
(Weiss & Wardrop, 2010) La inflamacion cronica puede tener cambios leves (neutrofilia madura
leve) o ningun cambio en el leucograma porque con el tiempo el aumento de la produccion de
neutrofilos en la médula 6sea coincide con el consumo de tejido. (Tabla 23) (Thrall et al., 2012)

Tabla 23.- Causas de anormalidades en los conteos de leucocitos.

CAUSAS DE ANORMALIDADES EN LOS CONTEOS DE LEUCOCITOS

Fisiolégica: Excitacion, miedo, ejercicio.

Infeccion: Bacteriana, micética, protozoaria.

Neutrofilia Inflamacion: Inmunomediada, necrosis tisular, traumatismo, neoplasia.
Corticosteroides, estrés.

Leucemia

Mieloptisis, mielofibrosis, neutropenia inmunomediada, aplasia medular, iatrogénica,
Neutropenia | hiperesplenismo, hipoadrenocorticismo, sepsis.
Infeccién: Ehrlichiosis, parvovirosis, leucemia felina, inmunodeficiencia felina.

Estrés
Linfocitosis | Estimulacion antigénica: Babesiosis, ehrlichiosis, leishmaniosis.
Leucemia linfocitica

Corticosteroides, estrés, quimioterapia, inmunodeficiencia felina, leucemia felina,
parvovirosis , linfagiectasia.

Inflamacidn cronica, neutropenia cronica, enfermedad granulomatosa, corticoides,
estrés

Monocitosis | Leucemia monocitica

Destruccion tisular: Hemolisis, hemorragia interna

Neoplasia

Este hallazgo no es una caracteristica clinicamente Util en los leucogramas. (Latimer
& Duncan, 2011)

Alergias cuténeas, complejo eosinofilico felino, rinitis,asma, parasitosis, infecciones
fungicas.

Eosinofilia | Gestacion

Hipoadrenocorticismo

Neoplasias: Mastocitoma, leucemia eosinofilica, linfoma.

La eosinopenia no se puede detectar en muchas especies, ya que el limite inferior del
intervalo de referencia puede ser cero. (Jackson, 2007)

La basofilia persistente amerita una investigacién en busca de parasitismo o
Basofilia hipersensibilidad subyacentes, reacciones inflamatorias, leucemia basdfila y basofilia
secundaria a neoplasias, particularmente neoplasia hematopoyética. (Jackson, 2007)

Linfopenia

Monocitopenia

Eosinopenia

Basopenia | La basopenia no es clinicamente significativa. (Stockham, Steven L., 2008)

Modificada. Tomada de: Mufidz Rascon, P., Morgaz Rodriguez, J., & Galan Rodriguez, A. (2015). Manual clinico del perro y el
gato.
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Practica 3.- Hematologia

Objetivo

Que el alumno aprenda a realizar manualmente un hemograma completo, identificar células
en el frotis sanguineo y su interpretacion diagnostica basica.

Material
MATERIAL
M Bata blanca M Microscopio dptico con lentes objetivos
M Guantes de latex 10x, 40x, 100x
M Historia clinica del paciente M Aceite de inmersion
M Muestra de sangre con anticoagulante 4 ml (EDTA) ™ Pipeta de Thoma para Glébulos rojos
M Tubos capilares sin heparina M Pipeta de Thoma para Glébulos blancos
M Portaobjetos M Pipeta de Sahli
M Tincién Wright M Diluyente Hayem
M Tincion de aul de cresilo M Diluyente Turk
M Reactivo de Oxihemoglobina M Camara de Neubauer
M Bafio maria
Metodologia

Los principales parametros a evaluar en la serie roja son: hematocrito, hemoglobina y el
conteo total de glébulos rojos. La determinacion de estos va dirigida al diagndstico de las anemias
y eritrocitosis. Con estos 3 valores podemos también, determinar los indices eritrocitarios que van
dirigidos a la clasificacion de la anemia.

Hemoglobina

La hemoglobina puede ser cuantificada por diversos métodos, como son: métodos
indirectos, de la hematina acida, de la oxihemoglobina (hemoglobindmetro de Spencer), a través
del método de la cianometahemoglobina (espectrofotometria) y actualmente por métodos
automatizados.

Determinada por el método de oxihemoglobina

La hemoglobina contenida en la sangre se oxida por efecto de la incorporacion de ion de
amonio, transformandose cuantitativamente. Esta determinacion esta indicada porque refleja
directamente la capacidad del eritrén para transportar oxigeno en la sangre.

1. Agregar 5 ml de reactivo de oxihemoglobina (solucién al 0.04% de hidréxido de amonio)
en el tubo de ensaye.
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Se diluyen en el reactivo 0.02 ml (20 pL) de sangre con EDTA, tomada con la pipeta de
Sahli.

Mezclar bien por inversion y dejar reposar 5-10 minutos.

Medir la absorbancia de la solucién contra blanco de agua destilada a 545 nm de longitud
de onda.

Calcular la hemoglobina multiplicando la densidad optica dada por el espectrofotometro
por el factor 26.3. Lo que expresa la cantidad de hemoglobina en g/dL.

Para convertir el resultado a unidades internacionales se multiplica x 10, para obtener el
resultado en g/L.

Ejemplo: Para convertir 11.9 g/dL a unidades internacionales se multiplica por el factor de
conversion 10 =11.9 x 10 = 119 g/L.

Microhematocrito

abrowbd-~

10.

11.

12.

Llenar dos tubos capilares hasta 3/4 de su capacidad de sangre con EDTA.

Derrite la porcion del tubo vacia con ayuda de un mechero.

Mantener el capilar horizontal para evitar quemar la sangre. (Fig. 65 a)

Identificar los tubos capilares con marcador indeleble.

El llenado de un segundo tubo tiene dos propdsitos: como contrapeso para la
centrifugacién y como control de calidad para asegurar la precision.

Una opcion para agilizar el proceso de centrifugacion es usar el tubo capilar sellado de otro
equipo para generar el contrapeso. (Fig. 65 b)

Colocar los tubos sellados en las ranuras de la centrifuga uno frente a otro y con el extremo
sellado hacia la periferia.

Cerrar la tapa de la centrifuga y centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos.

Después de la centrifugacion, la sangre en los tubos de microhematocrito se separa en tres
capas: la capa del plasma, la capa leucoplaquetaria y la capa de gldbulos rojos. (Fig. 65 c).
Medicion con lector de microhematocrito: colocar el tubo capilar en la ranura, la linea
superior del plasma en direccion hacia el punto blanco y la parte inicial de los gldbulos
rojos (parte roja) en direccion al punto rojo marcado en el lector. En la mitad de la ranura
hay una marca perpendicular, aqui se debe colocar el inicio de la capa leucoplaquetaria.
Finalmente, mueve el panel circular 90° para hacer que los dos extremos coincidan en los
puntos de interseccion.

Medicién con una tarjeta lectora: alinea la parte superior del plasma con la linea 100 y la
parte inferior de la capa de glébulos rojos con el 0. La medicion se toma en la parte
marcando una linea inclinada hasta la porcidén superior de la capa de gldbulos rojos. (Fig.
65 e)

El resultado se expresa en 0.40 L/L Ul (unidades internacionales) y 40 % UC (unidades
convencionales).

Repite para el tubo no. 2.
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En la Tabla 24 se enlistan algunos de los errores mas comunes en la técnica de
microhematocrito.

Tabla 24.- Errores en la técnica de microhematocrito.

ERRORES EN LA TECNICA DE MICROHEMATOCRITO

= Exceso de anticoagulante en la muestra.

= Incluir la capa leucoplaquetitaria en su medicion de glébulos rojos compactados.

= Desalineacién de los tubos con la tarjeta lectora.

= Uso de sangre mal mezclada o permitir que los tubos se asienten horizontalmente durante mas
de 5 minutos antes de la lectura (las capas comienzan a inclinarse) dificultando la lectura.
(Rosenfeld & Dial, 2010)

Evaluacion del plasma y capa leucoplaquetaria

El plasma normalmente es claro en todas las especies y varia de incoloro a amarillo claro
dependiendo de la dieta y especie. Una apariencia rojiza del plasma sugiere hemoalisis y una
apariencia blanquecina opaca sugiere lipemia. Todos estos se clasifican en escala de cruces. Ver
“Interferencia analitica” Pag. 8.

1. Después de la centrifugacion, observar el plasma en el tubo capilar (sobrenadante). Es
bueno comparar el color contra un fondo oscuro y un fondo claro. (Fig. 65 cy d)

2. Colocar el tubo capilar en la platina del microscopio.

3. Observar con el lente de 10x para la identificacion de microfilarias; que pueden
corresponder a Dirofilaria spp, Acantoqueilonemia reconditum y Trypanosoma spp.
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Figura 65.- Determinacion de microhematocrito. a) sellado de tubo capilar, b) tubos capilares
colocados en la microcentrifuga, c) y d) tubo capilar centrifugado contrastado con un fondo
oscuro y fondo claro y e) lectura de microhematocrito con una tarjeta. Autoria propia.

La capa leucoplaquetaria corresponde a la pequeia porcion entre los glébulos rojos y el plasma,
que como su nombre lo indica contiene leucocitos y plaquetas. El ancho de la capa generalmente
se correlaciona directamente con el recuento total de leucocitos. Una capa leucocitaria grande
sugiere leucocitosis o trombocitosis y una capa leucocitaria pequeina sugiere que puede haber
leucopenia o trombocitopenia.

Proteinas plasmaticas o sélidos totales

1. Medir por refractometria con un refractometro calibrado, limpio y seco.

2. Calibrar el refractometro de la siguiente manera: Colocar una gota de agua destilada sobre
el prisma del refractdmetro y bajar la tapa y observar a través del ocular. La escala
adecuada del agua destilada es de 1.000 en gravedad especifica (SG) y 0 en proteinas

totales (SP).
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3.

Cuidadosamente romper el tubo capilar por encima de la capa leucoplaquetaria. Con una
laminilla de vidrio marcar una pequeifa muesca para facilitar la rotura del tubo. (Fig 66 ay
b)

Figura 66.- Determinacion de sdlidos totales. a) marcar el tubo capilar por encima de la porcion de
globulos rojos puede facilitar el proceso de romper dicho tubo, b) tubo capilar dividido, c) colocacion
de gotas de plasma en el prisma del refractometro, d) plasma distribuido homogéneamente, e)
observacion a través del ocular, f) contenedor RPBI para objetos punzocortantes. Autoria propia.

Colocar 1 o0 2 gotas de plasma en la cara del prisma y bajar la tapa superior hasta que todo
el plasma se haya distribuido por capilaridad de manera homogénea. (Fig 66 c y d)

Para evitar depositar residuos de cristal del capilar roto, vaciar el tubo por el extremo
contrario. (Fig. 66 b)

Observar a través del ocular, donde se marca la linea de limite color azul y lee la escala de
proteinas plasmaticas. (Fig. 66 e)

Los resultados se expresan el g/L.

Depositar el tubo capilar roto en el contenedor de punzocortantes. (Fig. 66 f)

Después de su uso, limpiar el prisma del refractédmetro con agua destilada y un pafno suave.

Fibrinégeno (método de precipitacion térmica)

Llenar 2 tubos capilares de microhematocrito con sangre con EDTA.
Centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos.
Determinar las proteinas plasmaticas del capilar 1 por refractometria (puede ser el primer

capilar que se uso para determinar PP).
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Anotar resultado.

Incubar el capilar 2 durante 3 min en baho maria a 56° C.

El calentamiento desnaturaliza el fibrindgeno, provocando su precipitacion.
Centrifugar nuevamente el capilar 2.

Se notara un cambio en la opacidad del plasma.

Determinar las proteinas plasmaticas del plasma tratado térmicamente.

©o0oNO O A

El fibrinbgeno se calcula restando el valor de la proteina total incubada, al valor de la proteina
plasmatica no incubada. (Tabla 25)

Los resultados se expresan en g/L Ul, mg/dL UC.

Tabla 25.- Ejemplo del calculo de fibrinégeno

Lectura de proteina plasmatica (capilar 1) 74 g/L
Lectura después de la incubacién (capilar 2) 70 g/L
74-70=4¢/L
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indices eritrocitarios o indices de Wintrobe

El calculo de los indices eritrocitarios es una herramienta util al examinar casos de anemia,
ya que, dan una idea del tamafo y la concentracién de hemoglobina de glébulos rojos y se utilizan
para clasificar el tipo de anemia. Son valores calculados a partir del hematocrito, hemoglobina y
conteo total de globulos rojos.

Volumen corpuscular medio (VCM)

Representa el volumen promedio de los glébulos rojos en femtolitros (fL) y se obtiene
mediante aritmética simple del hematocrito y el recuento total de glébulos rojos de la muestra.
(Tabla 26)

Tabla 26.- Formula VCM.

Unidades internacionales Unidades convencionales
Hto x 1000 — VCM (fL Htox 10 — VCM (fL
CR = (fL) GR (fL)
Interpretacion

Normocitico: Describe un tamafio normal para la especie.

Microcitico (microcitosis): Implica un valor mas bajo de lo normal (eritrocitos pequefios) Los animales
inmaduros de la mayoria de las especies tienen eritrocitos pequefios y microcitosis.

Hallazgo comun en: deficiencia de hierro, desnutricion y puentes portosistémicos.

Macrocitico (macrocitosis): Implica un valor mas alto de lo normal (eritrocitos grandes) Hallazgo comun
con la reticulocitosis; los reticulocitos son células grandes y son la causa mas comun de macrocitosis.

Por ejemplo: Canino de 2 afios de edad con hematocrito de 0.15, conteo de glébulos rojos de 1.79 x1012/L
y hemoglobina de 44 g/L

VCM = 0.15 x 1000 + 1.79 = 83.7 fL (1 VCM)

Anemia macrocitica

Hemoglobina corpuscular media (HCM)

Representa la cantidad de Hb presente dentro de un eritrocito promedio en picogramos
(pg). Obviamente, esto varia con el tamano de las células y también con las especies, por lo que
no se utiliza a menudo en medicina veterinaria. (Tabla 27)
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Tabla 27.- Formula CHM.

Unidades internacionales

Unidades convencionales

b _ CHM
R (rg)

Hbx 10
GR

= HCM (pg)

Retomando el ejemplo anterior

HCM =44 +1.79=24.5 pg

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM)

Representa la concentracion de hemoglobina celular promedio expresada g/L. (Tabla 28)

Tabla 28.- Formula CHCM.

Unidades internacionales

Unidades convencionales

b _ CHCM (g/L
- = CHCM (g/L)

Hb x 100

= CHCM (g/dL
= (8/dL)

centros son notablemente palidos.

Interpretacion

Normocrémico, describe un apropiado nivel de hemoglobina en las células para la especie.

La hipocromia (CHCM disminuido) ocurre en algunos casos de deficiencia de hierro y con
reticulocitosis ya que los reticulocitos no tienen su componente completo de hemoglobina; por lo
tanto, la CHCM puede estar disminuida. La concentracion de hemoglobina corpuscular también se
puede evaluar visualmente en un frotis de sangre bien elaborado, con las células hipocrémicas los

El aumento de CHCM suele ser el resultado de hemodlisis in vitro u otras sustancias interferentes en
el plasma como lipemia. Normalmente no se produce un aumento real de CHCM; no se pueden
producir concentraciones elevadas de hemoglobina dentro de la célula.

Retomando el ejemplo anterior

CHCM = 44 + 0.15= 293 g/L (| CHCM)

Anemia macrocitica hipocromica
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Reticulocitos

Cuando los valores de hematocrito, eritrocitos o hamoglobina son bajos, se realiza un

conteo de reticulocitos para evaluar la respuesta de la médula 6sea y para diferenciar la anemia
regenerativa de la no regenerativa. Los reticulocitos son globulos rojos inmaduros liberados en
grandes numeros de médula 6sea normal en respuesta a la anemia. Los reticulocitos tienen
ribosomas para la sintesis continua de hemoglobina. EI material ribosémico aparece como
granulos de color azul oscuro cuando se tifie con nuevo azul de metileno o azul de cresilo brillante.

Procedimiento

1.

ook wb

Mezclar volumenes iguales de sangre con EDTA y colorante nuevo azul de metileno o azul
de cresilo brillante.

Incubar la mezcla a temperatura ambiente durante 10 a 20 minutos.

Preparar un frotis de la sangre tefida.

Sécar y montar el frotis con cubreobjetos y resina.

Observar con el lente de 100x.

Contar 1000 globulos rojos y el numero de reticulocitos punteados (en perros) y
reticulocitos agregados (en gatos).

Calcular el porcentaje de reticulocitos, el conteo absoluto, porcentaje corregido e indice
de produccioén de reticulocitos. (Tabla 29)

En caso de anemia interpretar los resultados; si existe respuesta regenerativa: leve
moderada o intensa; 0 no existe.
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Tabla 29.- Parametros para los reticulocitos.

Porcentaje de reticulocitos observado en frotis (Bouda et al., 2010)

% Reticulocitos = # reticulocitos contados + 10

Conteo absoluto de reticulocitos (Bouda et al., 2010)

Conteo absoluto de reticulocitos x109/L = (% reticulocitos * GR x1012/L + 100) x 1000

Grados de regeneracion (Weiss & Wardrop, 2010)

Caninos Felinos

Agregados Punteados
Ninguno = 60 x109/L Ninguno = < 15 x109/L Ninguno = <200 x109/L
Ligero = 150 x109/L Ligero = 50 x109/L Ligero = 500 x109/L
Moderado = 300 x10%/L Moderado = 100 x109/L Moderado = 1000 x109/L
Marcado = méas de 500 x109/L Marcado = méas de 200 x109/L Marcado = 1500 x109/L

Retomando el ejemplo anterior: Canino de 2 afios de edad con hematocrito de 0.15, conteo de glébulos rojos
de 1.79 x10'2/L y hemoglobina de 44 g/L y un conteo de reticulocitos de 24%

Conteo absoluto de reticulocitos x109/L = (24 x 1.79 +100) x 1000 = 429.6 x109/L

Anemia macrocitica hipocromica regenerativa

Porcentaje corregido (solo en caninos) (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

% Corregido = % reticulocitos x (Hto del paciente + Hto normal de la especie)

Los porcentajes de reticulocitos corregidos superiores al 1% en el perro

indican una respuesta de la médula dsea al estado anémico. El

Caninos —— 045 porcentaje de reticulocitos corregido no ha sido validado para su uso
en otras especies animales.

Hematocrito normal

Retomando el ejemplo anterior:

% Corregido = 24 x (0.15 + 0.45) = 8%

indice de produccion de reticulocitos (IPR) (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)
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Los reticulocitos liberados prematuramente tienen una vida mas larga que los eritrocitos maduros. El calculo
del IPR tiene en cuenta este tiempo de supervivencia prolongado y da una idea de si la respuesta
regenerativa a la anemia es adecuada.

IPR = % corregido + Tiempo de maduracion en sangre

Tiempo de maduracién en sangre: Interpretacion:

Hto. del paciente 45% ——* 1dia IPR <1 ——* Anemia no regenerativa
35% —» 1.5dias IPR 1-2 = Médula 6sea responsiva
25% —» 2dias IPR>2 — * Eritropoyesis acelerada
15% — > 2.5dias IPR =3 —> Regeneracion significativa

Retomando el ejemplo anterior
Porcentaje corregido: 8% IPR=8+25=32

Hematocrito del paciente: 0.15 (2.5 factor de maduracién) (Respuesta regenerativa intensa)

Conteo manual de eritrocitos y leucocitos

Técnica de hemocitometro o camara de Neubauer

Dado que miles de leucocitos y millones de eritrocitos se encuentran incluso en un
milimetro cubico (1 mm3 = 0.001 ml) de sangre, el recuento manual requiere el uso de muestras
muy pequenas. También se utilizan técnicas de dilucion precisas y un instrumento de recuento
calibrado como lo es el hemocitometro. (Voigt & Swist, 2011)

El hemocitometro es una placa de vidrio grueso con dos plataformas centrales elevadas rodeadas
por una depresion. Una cresta a cada lado de dicha depresion esta disefiada para soportar un
cubreobjetos que lo acompana a 0.1 mm por encima del nivel de las plataformas. En la superficie
de cada plataforma hay un area o cuadricula reglada de 3 mm x 3 mm (Fig. ), mas comunmente
del tipo Neubauer, en la que se contaran las células.
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Figura 67.- Dimensiones del hemocitdmetro. La cuadricula del hemocitdmetro consta de
9 mm2 y tiene 0,1 mm de profundidad. El recuadro central se divide adicionalmente en
25 cuadrados. Las areas que se utilizan habitualmente para los recuentos de eritrocitos,
leucocitos y plaquetas se indican mediante R, WBC y PLT, respectivamente

Existe un procedimiento de inclusion y exclusion para el conteo; todas aquellas células que se
encuentren en el borde superior y borde lateral izquierdo del cuadro de conteo, deberan ser
incluidas en este, pero todas aquellas células que se encuentren en el borde inferior y en el borde
lateral derecho del cuadro de conteo quedaran excluidas del mismo. Este procedimiento se sigue
en los cinco cuadros de para el conteo de las células rojas y en los cuatro cuadros para el conteo
de células blancas. (Fig. 68 e) (Ramos Navarro, 1999)

Dilucion en pipeta de Thoma para eritrocitos

La pipeta de gldbulos rojos tiene una camara de mezcla (bulbo) como a la tercera parte de
la longitud total y tiene marcas de 0.5, 1 y 101, que representan proporciones de dilucion, no

Figura 68.- Pipeta de Thoma para globulos

volumenes especificos. (Fig. 68) Se aspira sangre hasta la marca de 0.5 mediante succion suave
y luego se aspira solucion de dilucion salina estéril al 0.85% hasta la marca de 101. Lo que da
como resultado una dilucién 1: 200 (0.5:100). Esta dilucion también se obtiene en sistemas de
dilucion comercial que consisten en una cantidad premedida de diluyente en un depdsito de
plastico sellado, un tubo capilar calibrado con un cubo en un extremo y una tapa puntiaguda.
(Voigt & Swist, 2011)
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El bulbo para el recuento de glébulos rojos contiene 1.99 ml de solucién salina al 0.85 por
ciento y utiliza un tubo capilar de 10 yL (0.01 ml). Esto da como resultado una relacion de dilucion
de 1: 200, que es la misma que la de la pipeta Thoma, por lo que el recuento y los calculos son
los mismos para ambas técnicas. (Voigt & Swist, 2011)

1. Colocar la manguera de caucho a la pipeta, en el extremo libre se puede conectar una
jeringa para realizar el aspirado.

2. Sosteniendo la pipeta de manera horizontal, aspirar sangre hasta la marca 0.5 mediante

succion suave sin burbujas. (Fig. 69 a)

Con un papel absorbente limpiar la punta de la pipeta de cualquier exceso de sangre.

Tener cuidado de no absorber la muestra con el papel.

5. Aspirar solucion Hayem hasta la marca de 101 para obtener una dilucién 1:200. (Fig. 69

W

Figura 69.- Llenado de la pipeta de Thoma de gldbulos rojos: a) se aspira sangre hasta la marca 0.5, b)
se aspira solucion Hayem hasta la marca 101. Autoria propia.

6. Mezclar por 3 minutos en un agitador automatico.

7. Desechar las cinco primeras gotas contenidas en la pipeta, para eliminar la solucion que
no se mezcldé con sangre en el bulbo.

8. Colocar el cubreobjetos sobre los pilares laterales del hemocitémetro.

9. Llenar ambas camaras del hemocitometro inclinando la pipeta sobre ambos extremos
dejando caer una gota pequefa lentamente. Con ayuda del dedo indice tapar el extremo
superior de la pipeta para controlar mejor la salida de liquido, procurando que el llenado
sea homogéneo, continuo y no excesivo. (Fig. 70 ay b).
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Figura 70.- Posicion de los dedos de la mano para tener un mejor control del vaciado de la pipeta, b) sitio
de vaciado de la pipeta. Autoria propia.

10. Colocar el hemocitometro en la platina del microscopio y espera de 2-3 minutos a que las
células se asienten dentro de la camara. O bien colécarlo dentro de una caja de Petri con
un papel absorbente humedecido para evitar deshidratacién por 5 minutos, en este tiempo
se pueden realizar otras pruebas de laboratorio, p.ej., el frotis sanguineo.

11.Observar con el lente de aumento 10x

12. Ubicar la cuadricula de conteo. (Fig. 71)

13.Es recomendable bajar la intensidad de la luz para apreciar mejor las divisiones.

Conteo de eritrocitos

El conteo de gldbulos rojos se hace en el cuadro central de la camara, compuesto 25 cuadros
mas pequenos de los cuales se contaran 5; los 4 extremos y el central. (Fig. 71)

1.0 mm

0.05 mm 02mm

0. 25 mm

-

Figura 71.- Cuadricula para conteo de globulos rojos: a) sefalados con
recuadros de color rojo, b) cuadricula con mayor aumento, se cuentan los
cuadros de las esquinas y el central. Modificada. Tomadas de: g2g.to/aptS.
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1. Cambiar al lente 40x.

Iniciar el conteo de eritrocitos en cualquiera de los 5 cuadros indicados.

3. Contar las células de izquierda a derecha, empezando por los cuadrados de la linea
superior, luego de derecha a izquierda en la linea inferior y asi sucesivamente.. (Fig. 71 a)

4. Incluir en el conteo unicamente las células que toquen las dos lineas internas (excepto la
linea interna derecha e inferior). Las células que toquen la linea externa de la parte
izquierda y tampoco se incluyen en el conteo. (Fig. 72 b)
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Figura 72.- a) orden recomendado para hacer el conteo total de células, las flechas indican la
direccion, sin omitir recuadros, b) esquematizacion de los criterios de inclusion de las células en el
conteo; tache rojo= no incluir y palomita verde = si incluir., Tomadas de: a) Voigt, G. L., & Swist, S. L.
(2011). Hematology Techinques and Concepts for Veterinary Technicians. b) g2g.to/glk5.

o

Contar los 5 recuadros.
6. En caso de existir una variacion mayor al 25% entre los conteos el procedimiento de debe

realizar de nuevo, desde el llenado de la pipeta. Esto indica un error en la distribucion de
las células. (Bouda et al., 2010)

Para cualquier conteo se debe tomar en cuenta el total de células contadas, la dilucidn, la
profundidad de la camara y la superficie en mm? utilizada para el conteo. De tal manera que el
calculo es el siguiente:

Total de eritrocitos contados x 10 (para transformarlo a mm?, pues solamente tiene 1 mm de
profundidad) x 200 (factor de dilucion) x 5 (ya que solo se contd 1/5 de mm?) = eritrocitos/uL

Simplificando la féormula:

Profundidad x dilucion x superficie= (10 x 200 x 5) = 10 000, por lo tanto, la férmula quedaria
como:
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Eritrocitos contados x 10 000= eritrocitos/pL

Ahora bien, para transformar este valor a unidades internacionales (x10'?/L) el resultado deberia
multiplicarse por 1 000 000, ya que en 1L existen 1 000 000 de pL. Para hacer directamente el
calculo y obtener el resultado en unidades internacionales, puede dividirse 1 000 000 entre el
factor de 10 000 previamente obtenido. El resultado es 100: por lo tanto, la férmula seria la
siguiente:

Eritrocitos contados /100= cantidad de eritrocitos x10'?/L
Ejemplo: En un caso donde se contaron 450 eritrocitos en total (de los 5 cuadros= 1/5 mm?):
450 x 10 000= 4 500 000/pL
O bien: 450/ 100 = 4.5 x10"?/L. (Bouda et al., 2010)

Dilucién en pipeta de toma para leuocitos

La pipeta de Thoma para glébulos blancos tiene una camara de mezcla (bulbo) mas
pequefia y marcas de 0.5, 1 y 11. (Fig. 73) Al igual que la dilucion para glébulos rojos, existe el
mismo sistema comercial de dilucidn, en este caso el depdsito de gldbulos blancos tiene 1.98 ml
de acido acético y un tubo capilar de 20 pL (0.02 ml), lo que da como resultado una proporcion
de dilucion de 1:100. Se encuentran disponibles otros reservorios de recuento de globulos
blancos que producen una dilucion 1:20, al igual que la pipeta de glébulos blancos de Thoma.
Dependiendo de la dilucion, se cuentan diferentes areas de la cuadricula del hemocitometro y se
hacen diferentes calculos para obtener el numero de células. (Voigt & Swist, 2011)

Figura 73.- Pipeta de Thoma para globulos blancos. Autoria propia.

1. Colocar la manguera de caucho a la pipeta. En el extremo libre puedes conectar una jeringa
para realizar el aspirado.

Aspirar sangre hasta la marca 0.5 mediante succion suave.

Limpiar la punta de la pipeta de cualquier exceso de sangre con un papel absorbente.
Tener cuidado de no absorber la muestra con el papel. (Fig. 74 a)

Aspirar solucion Tiirk hasta la marca 11 para obtener una dilucion 1:20. (Fig. 74 b)

El diluyente de globulos blancos un acido diluido que lisa (rompe) las membranas celulares,
haciendo que los nucleos de los globulos blancos sean mas visibles.

Agitar la pipeta por 3 minutos en el agitador mecanico.

8. Desechar las primeras tres gotas.

ook wd
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Figura 74.- Llenado de la pipeta de gldbulos blancos y camara de Neubauer. a) aspirado de sangre
hasta la marca 0.5, b) aspirado de solucion Tiirk hasta la marca 11, c) llenado de la camara de
Neubauer, d) posicionamiento en el microscopio. Autoria propia.

9. Llenar las camaras del hemocitometro como en el procedimiento anterior.

10.El llenado de las camaras debe ser continuo para evitar que los leucocitos se depositen en
las orillas de las camaras. (Fig. 74 c)

11.Colocar la camara en la platina del microscopio. (Fig. 74 d)

12.Dejar reposar de 1-2 minutos para que las células se asienten dentro de la camara.

13.Observar con el lente de aumento 10x

14. Ubicar los cuadros grandes de Tmm x 1mm de las 4 esquinas de la camara (Fig. 75 a).

15. Utilizar los mismos criterios mencionados para incluir o excluir células. Si se utiliza un
sistema de dilucién de 1:100 se cuentan en total los 9 cuadrados. (Fig 75 b)

a) 1.0 mm b) 1.0 mm
£ | '
1 | 2 1 2 3
: i
>§ : 4 6 | >‘§
3 3
3 4 (i 8 9

Figura 75.- Cuadricula del hemocitémetro: a) recuadros sefalados para la dilucion
1:20, b) recuadros sefialados para la dilucion 1:100. Modificada. Tomada de:
g2g.to/aptS.
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Conteo total de leucocitos

Si existe una variacién de mas de 15 células en cualquiera de los 4 cuadros el procedimiento se
realiza de nuevo. Para obtener el numero total de leucocitos se debe considerar que 1L tiene 1
000 000 pL. Entonces el calculo final se realiza de la siguiente forma:

Leucocitos contados x 20 (factor de dilucion) x 10 (para transformarlo en mm?2, pues se tiene
0.1mm de profundidad) / 4 (numero de cuadrados de 1 mm? contados) = leucocitos/uL

Simplificando la formula tenemos: dilucion x profundidad / superficie: (20 x 10 /4) = 50.
Entonces la férmula seria:
Leucocitos contados x 50 = leucocitos/pL

Para convertir el resultado a unidades internacionales se multiplica por 1 000 000 y se eliminan 9
ceros.

Ejemplo: En un caso donde se contaron 120 leucocitos en total (de los 4 cuadros= 4 mm?):
120 x (20 x 10/ 4) = 6 000/uL — 120 x 50 = 6 000/pL

O bien:

6 000 x 1 000 000 = 6 000 000 000, se eliminan 9 ceros, entonces es = 6.0 x10%/L.

Simplificando la formula anterior: leucocitos/20 = GB x10°%/L — > 120/ 20=6.0 x10°L. (Bouda
et al., 2010)

Frotis sanguineo

El andlisis del frotis sanguineo debe ser sistematico y ordenado, observando las siguientes células
y caracteristicas.

a) Eritrocitos: tamafio, forma, color, formacion de Rouleaux, anomalias morfologicas
(poiquilocitos) e inclusiones.

b) Plaquetas: distribucion y nimero estimado.

c) Leucocitos: distribucion, numero estimado, anomalias e inclusiones.

Técnica de frotis sanguineo

Es importante comenzar con dos portaobjetos de vidrio limpios y sin polvo. Con un tubo capilar,
recolecta sangre con EDTA (Fig. 76 a). Asegurarse que la sangre esté bien mezclada invirtiéndola
suavemente varias veces. Si la sangre no se mezcla bien, las células comienzan a asentarse, lo
que hace que la distribucion celular sea inexacta. (Fig. 76 a)

1. Colocar una pequefia gota de sangre (2-3 mm de diametro) en un extremo del portaobjetos.
(Fig. 76 c y d).
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2. Un segundo portaobjetos se utiliza como portaobjetos "esparcidor" y debe mantenerse en
un angulo de 30° a 40°.

3. Esimportante que el borde del portaobjetos esparcidor no tenga bordes picudos o pedazos
de vidrio ya que esto comprometera la calidad del frotis. (Fig. 76 e).

4. Con los dedos pulgar e indice, colocar el portaobjetos esparcidor unos milimetros delante
de la gota de sangre y con un movimiento firme se desliza hacia atras (en direccion a la
gota) para que la gota se distribuya por capilaridad a lo ancho del portaobjetos esparcidor.
(Fig. 76 f).

5. Con un movimiento fluido y suave, haga avanzar el portaobjetos esparcidor hasta el final
del portaobjetos. La sangre se distribuye a medida que se desliza el portaobjetos. (Fig. 76

f)

6. ldentificar el frotis y sécarlo al aire con movimientos de abanico para después teiirlo.

e
hC |

& ——————————

J

e)

| -

Figura 76.- Técnica de frotis sanguineo. a) llenado de tubo capilar con sangre con EDTA, b) tubo capilar
con sangre con EDTA, c) y d) colocacion de la gota de sangre en el portaobjetos, e) y f) con un segundo
portaobjetos se extiende la gota de sangre sobre el portaobjetos principal. Autoria propia.

134



Manual tedrico-practico ﬁ
~
Patologfa Clinica Veterinaria

UNAM
CUAUTITLAN

El grosor del frotis depende de tres variables; el angulo de colocacion del portaobjetos usado
para la extension, la velocidad de extension y el tamano de la gota de sangre, en la tabla 30
se enlistan los errores mas comunes en la realizacion de un frotis. En un buen frotis de sangre,
la transicion desde la zona gruesa es progresiva. Debe haber una distribucion uniforme de
células sin zonas que contengan crestas o agujeros. La monocapa es la zona del frotis que
debe utilizarse para llevar a cabo un recuento diferencial de leucocitos. (Fig. 77)

Borde “emplumado”

Monocapa, 0 zona de conteo. —O
Consiste en 1 a 3 campos
(objetivo 10x) antes del borde
emplumado.

Cuerpo

Gota inicial

Figura 77.- Anatomia del frotis sanguineo. Modificada.
Tomadas de: Polak, K., & Kommedal, A. T. (2018). Field
Manual for Small Animal Medicine. Wiley-Blackwell.

Tabla 30.- Errores comunes de los frotis sanguineos.

ERRORES COMUNES

Colas al final del frotis: pueden ser causadas por
levantar el deslizador del esparcidor al final del
movimiento de esparcimiento 0 un borde irregular del
portaobjetos esparcidor.

Frotis largo y delgado: Se produce cuando se empuja
la gota de sangre demasiado pronto antes de que la
sangre se haya extendido por el borde del portaobjetos
esparcidor.

Frotis demasiado corto y grueso: Si el portaobjetos
esparcidor se sostiene en un angulo superior a 30 °, la
sangre no se distribuye a lo largo del portaobjetos. Esto
provoca una monocapa muy estrecha.
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Frotis con forma rectangular: Al retroceder en la gota,
la pausa fue demasiado larga y la velocidad de
esparcimiento hacia adelante fue demasiado lenta.

Hoyos en el frotis: Si el portaobjetos tiene una pelicula
sucia o grasosa, se producira una mancha con agujeros.
También se pueden producir agujeros si hay particulas
de grasa en la sangre.

Tomada de: Bellwood, B., & Andrasik-Catton, M. (2014). Veterinary Technician’s Handbook of Laboratory Procedures.

Tincion del frotis sanguineo

Las tinciones comunmente utilizadas son Wright y hemocolorantes rapidos comerciales

como Diff Quick. A continuacion, se describe el procedimiento de la tincion Wright.

1.

Seleccionar el frotis para teiir que contenga monocapa, se puede observar como un halo
de colores si se ve a contraluz. (Fig 81 a.)

Para esta tincion se utilizara la tincion Wirght preparada y el buffer de fosfatos. (Fig 81 b.)
Colocar el frotis completamente seco en una superficie plana

Agregar colorante Wright hasta cubrir en su totalidad el frotis (unas 10 gotas) el colorante
no se debe secar en ningun extremo del portaobjetos.

Figura 81.- Tincion Wright. a) frotis secos listos para ser tefiidos, b) reactivos utilizados en la tincion,
c) colorante Wright, d) solucion buffer, e) enjuague con agua corriente, f) frotis tefiidos y montados
con resina y cubreobjetos. Autoria propia.
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5. Esperar 5 minutos. (Fig. 81 c)

6. Agregar solucién amortiguadora. (Fig. 81 d)

7. Se debe tener cuidado de no derramar el colorante. En este paso de sebe formar una capa
metalica color verde.

8. La solucion y el colorante se mezclan mejor si se sopla suavemente sobre la superficie.

9. Enjuagar con agua destilada hasta que no haya restos de colorante sobre el frotis,
posteriormente con agua corriente y dejar secar. (Fig. 81 ey f)

Conteo diferencial de leucocitos

Se realiza contando y clasificando al menos 100 leucocitos. La diferenciacion de los
leucocitos se hace con base en el tamafo de la célula, presencia o ausencia de granulos en el
citoplasma, coloracién y apariencia del citoplasma, patrén de cromatina y forma del nucleo.

1. Examinar el frotis con el lente de aumento 10x.

2. Observar la distribucion de las células y localizar la monocapa.

3. Observar el borde emplumado para buscar grupos de plaquetas o microfilarias.

4. Cambiar al lente objetivo de 100x y colocar una pequefia gota de aceite de inmersion.

5. Comenzar el conteo haciendo movimientos de zig-zag hacia adelante y hacia atras a través
de la monocapa. (Fig. 82)

6. ldentificar los diferentes leucocitos: neutréfilos en banda y segmentados, linfocitos,
eosindfilos, baséfilos y monocitos.

(a) _ (b)

Figura 82.- Técnicas para realizar el conteo diferencial de leucocitos. Tomadas de: Voigt, G. L., & Swist,
S. L. (2011). Hematology Techinques and Concepts for Veterinary Technicians.

7. Tomar en cuenta los cambios en la morfologia de cada leucocito que puede sugerir
cambios patoldgicos.

8. Realizar el conteo absoluto de leucocitos.

9. Multiplicar el porcentaje de cada tipo de célula por el conteo total de glébulos blancos, que
representa el numero de cada tipo de célula por pL.

Ejemplo: 60% neutrdfilos = 0.60 * 18.0 x10%/L= 10.8 neutrofilos x10%/L

La interpretacion del leucograma debe basarse en el recuento absoluto de GBx10°%/L de sangre y
no en los porcentajes relativos.
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Conteo plaquetario estimado

La estimacion de plaquetas se puede determinar en funcidén del numero promedio de

plaquetas por campo de 100x en un frotis sanguineo.

1.

3,
4.
5,

Revisar la distribucion del frotis sanguineo a 40x, para verificar que no existan cumulos de
plaquetas.

. Cambiar al objetivo de 100x y coloca una pequefia gota de aceite de inmersion. Inicia tu

conteo en la monocapa.

Contar un total de 10 campos y un promedio de las plaquetas que se visualizan en ellos.
Multplicar el promedio de plaquetas por 20.

Por ejemplo: 29 plaquetas promedio x 20 = 580 x10%L. (Bouda et al., 2010)

Nota: Los agregados plaquetarios o cumulos plaquetarios pueden subestimar el conteo y dar
como resultado trombocitopenia. Esta condicion se observa comunmente en felinos.

Anota los resultados en la tabla 31.
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Tabla 31.- Resultados de hemograma.

HEMOGRAMA
Reseiia del paciente:
Anamnesis:
Método de conservacion:
Plasma: Normal( ) Lipemia( ) Hemolisis( ) Ictericia( )
Escala: + leve, ++moderado, +++ severo.
ANALITO RESULTADO UNIDADES
Conteo total de eritrocitos x 1012/L
Hematocrito L/L
Hemoglobina g/l
VCM fl
CHM Pg
CHCM gL
Reticulocitos x109/L
Plaquetas (conteo estimado) x109/L
Proteinas totales g/l
Fibrinégeno glL
Poiquilocitos
Conteo total de leucocitos x109/L
Conteo relativo %: Conteo absoluto
Neutréfilos segmentados x109L
Neutréfilos en banda x109L
Linfocitos x109/L
Monocitos x109/L
Eosindfilos x109/L
Basofilos x109/L
Interpretacion:
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Autoevaluacion

1
2
3
4.
5.
6
7
8
9
1

¢ Qué es un poiquilocito?

¢ Como se clasifican los poiquilocitos?

¢ Qué es un reticulocito y que implicacion tiene su aumento en el hemograma?

¢ Cual es la diferencia entre eritrocitosis por hemoconcentracidn vs la eritrocitosis transitoria?
¢ Qué implica una leucocitosis por neutrofilia con desviacion a la izquierda?

¢En qué unidades se reportan las células sanguineas?

¢ Qué dilucion usan las pipetas de Thoma para glébulos rojos y blancos?

¢ En qué porcion del frotis sanguineo se lleva a cabo el conteo diferencial de leucocitos?

. ¢ Qué tincion se utiliza para ver los reticulocitos?

0.¢,Cuales son las principales caracteristicas de un buen frotis sanguineo?
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Fundamentos teodricos: Urianalisis

Introduccion

El urianalisis es una prueba de diagnostico relativamente rapida que proporciona
informacion sobre el sistema urinario, asi como sobre otros sistemas corporales. En la mayoria de
los casos, es adecuada una muestra de orina recolectada por miccion natural, sin embargo, para
algunas pruebas es necesario recolectar una muestra asépticamente por cateterismo o
cistocentesis. Es importante obtener una muestra de orina "representativa" que refleje el estado
de la orina tal como se encuentra en la vejiga, es decir, libre de contaminacion.(Cork & Halliwell,
2019; Rizzi et al., 2017)

Otras pruebas de diagndstico, como bioquimica clinica completa, analisis de gases en sangre para
determinar el estado acido-base, presion arterial, relacion proteina: creatinina en orina, radiografia
abdominal, ecografia abdominal, estudios de contraste del tracto urinario superior e inferior,
examen citolégico de la vejiga urinaria y la biopsia renal también pueden proporcionar informacion
valiosa. (Aiello & Moses, 2016)

Marco tedrico

El sistema urinario es una de las vias excretoras mas importantes del cuerpo. Las otras vias
excretoras son (1) el tracto digestivo; (2) el sistema biliar, que elimina los desechos en el tracto
digestivo a través del conducto biliar comun; (3) los pulmones, de los cuales se exhalan gases y
quimicos; y (4) las glandulas exocrinas de la piel.

Los rifiones de los animales domésticos difieren en estructura y complejidad, anatdmicamente
pueden ser unilobulares, como en el cerdo, perro, gato, oveja y caballo, o multilobulado, como en
los bovinos y las aves. (Cochran, 2011)

El rindn tiene las siguientes funciones basicas:

a) Formacion de orina con el fin de eliminar los desechos metabdlicos.

b) Regulacion acido-base, predominantemente a través de la recuperacion de bicarbonato
del filtrado glomerular.

c) Conservacion de agua mediante reabsorcion por los tubulos contorneados proximales, el
mecanismo en contracorriente del asa de Henle, la actividad de la hormona antidiurética
(ADH) en los tubulos distales y el gradiente de urea en la médula. El sistema tubular es
capaz de absorber hasta el 99% del agua en el filtrado glomerular.

d) Mantenimiento de la concentraciéon de iones potasio extracelular normal mediante la
reabsorcion pasiva en los tubulos proximales y la secrecion tubular en los tubulos distales
bajo la influencia de la aldosterona.

e) Control de la funcién endocrina a través de tres ejes hormonales: renina-angiotensina-
aldosterona, el mas importante, pero también eritropoyetina y vitamina D. Eritropoyetina,
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producida en los riflones en respuesta a la tension de oxigeno reducida, se libera en la
sangre y estimula la médula ésea para producir eritrocitos. La vitamina D se convierte en
los rinones a su forma mas activa (1,25-dihidroxicolecalciferol (calcitriol)), lo que facilita la
absorcion de calcio por el intestino. (Agut et al., 2010; Zachary, 2017; Klein, 2020)

Formacion de la orina

La orina se deriva de la filtracion de sangre por las nefronas del rindn y su formacion implica
tres procesos principales; la filtracion glomerular, reabsorciéon y secrecién tubular. La sangre
ingresa al rindn a través de la arteria renal y pasa al glomérulo, aqui los solutos y el agua se filtran
para entrar en la capsula de Bowman y el liquido pasa progresivamente a través de la capsula
hacia el tubulo renal. (Fig. 83) (Pagana & D., & Pagana, 2015)

El corpusculo renal consiste en un glomérulo rodeado por una capsula de Bowman. La nefrona
conformada por corpusculo renal mas tubulos renales, es la unidad funcional del riidn. La orina
producida dentro de la nefrona se modifica aun mas a medida que viaja a través del sistema de
conductos colectores. El término "tubulo urinifero" se refiere a la nefrona mas su conducto
colector asociado. (Bartges & Polzin, 2011; Scanlon & Sanders, 2007)

Filtracion glomerular

El glomérulo esta formado por una red de capilares que actuan a modo de filtro y para que
el glomérulo pueda llevar a cabo su funcion es necesario que se mantenga la integridad de la
barrera de filtracion glomerular, dicha barrera es una estructura compuesta por tres capas (el
endotelio fenestrado, la membrana basal glomerular y las células epiteliales viscerales o
podocitos) que en condiciones normales es permeable al agua y a los solutos de pequeio tamafo
p.ej.: creatinina, pero retiene aquellas moléculas con un peso molecular superior a 65-70 Daltones
p.ej.: inmunoglobulinas. (Fig. 83) (Agut et al., 2010)

El liquido resultante es el filtrado glomerular, un liquido casi idéntico al plasma en lo que a
composicion de agua y electrolitos se refiere, y el proceso de su formacion se denomina filtracion
glomerular. (Klein, 2014)

Reabsorcion tubular

Los tubulos renales: tubulo contorneado proximal, asa de Henle y tubulo contorneado distal
llevan a cabo la reabsorcién y secrecidon tubular en donde se emplean mecanismos pasivos y
activos para finalmente formar la orina, conservar el agua con solutos necesarios y excretar los
productos de desecho. (Bartges & Polzin, 2011; Sink & Weinstein, 2012)

En el tubulo contorneado proximal se reabsorbe la mayor parte del agua y los solutos. El sodio se
reabsorbe activamente mediante la bomba sodio-potasio la cual expulsa 3 iones de Na+ al liquido
intersticial e introduce 2 iones de K+ a la célula por cada ciclo de funcionamiento, mientras que el
agua lo sigue de forma pasiva. Ademas de la reabsorcion de sodio, se conservan aminoacidos,
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glucosa, fosfato, cloro, potasio y bicarbonato. El liquido a este nivel muestra solo aumentos leves

en la densidad y osmolalidad en relacion con el ultrafiltrado. Por ultimo, la reabsorcién de agua
reduce el volumen de fluido tubular en un 70%. (Fig. 83) (Klein, 2014; Sink & Weinstein, 2012)
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El asa de Henle incluye un asa descendente y un asa ascendente que sirven para reabsorber mas
agua y electrolitos mediante mecanismos tanto pasivos como activos. El intersticio medular renal,
que es el tejido y el liquido que rodea los tubulos, y los capilares peritubulares son partes
integrales de la conservacion de agua y electrolitos. (Fig. 83) (Sink & Weinstein, 2012)

Secrecion tubular

Este mecanismo también cambia la composicion de la orina ya que las sustancias se
secretan activamente desde la sangre en los capilares peritubulares hacia el filtrado en los tubulos
renales. Los productos de desecho como el amoniaco, creatinina, y productos metabdlicos de los
medicamentos son eliminados en orina. Los iones de hidrégeno pueden ser secretados por las
células de los tubulos para ayudar a mantener el pH normal de la sangre. (Fig. 83) (Scanlon &
Sanders, 2007)

Dicha secrecion tubular en las aves desempena incluso un papel mas importante que en los
mamiferos. En éstos, el producto final del metabolismo proteico es la urea, que se excreta
principalmente a través de la filtracién glomerular. Sin embargo, en las aves el producto final del
metabolismo proteico es el acido urico, que se produce en el higado y los rifiones y cuya excrecion
se consigue fundamentalmente mediante secrecion tubular. En las aves, la reabsorcion de agua
y sales también se produce en un lugar distal a los conductos colectores. Estos animales carecen
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Figura 83.- Nefrona. Modificada. Tomada de: Rosenfeld, A. J., & Dial, S. M. (2010).
Clinical Pathology for the Veterinary Team.
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de vejiga urinaria, y la orina viaja desde los rifiones via los uréteres a la cloaca, donde se reabsorbe
tanto el agua como las sales. (Klein, 2014)

Hormonas que influyen en la reabsorcién de agua

La aldosterona es secretada por la corteza suprarrenal en respuesta a un nivel alto de potasio
en sangre, a un nivel bajo de sodio en sangre o a una disminucion de la presion arterial. Cuando
la aldosterona estimula la reabsorcion de iones Na+, el agua pasa del filtrado de regreso a la
sangre. Esto ayuda a mantener el volumen sanguineo y la presion arterial normales. (Scanlon &
Sanders, 2007)

La hormona antidiurética (ADH) es liberada por la hipdfisis posterior cuando disminuye la
cantidad de agua en el cuerpo. Bajo la influencia de la ADH, las células se vuelven mas
permeables y el agua se reabsorbe desde los conductos colectores (y los tubulos contorneados
distales) hacia el intersticio hiperosmotico. Luego es recogido por los vasos rectos y devuelto al
sistema vascular sanguineo. Esto ayuda a mantener el volumen sanguineo y la presion arterial
normales y también permite que los rifnones produzcan orina mas concentrada que los fluidos
corporales. Producir una orina concentrada es fundamental para evitar una pérdida excesiva de
agua y al mismo tiempo excretar todas las sustancias que deben eliminarse. (Cochran, 2011;
Scanlon & Sanders, 2007)

La secrecion de ADH se basa en el volumen de plasma sanguineo. Si aumenta, el animal tendra
una secrecion disminuida de ADH; si el volumen plasmatico disminuye, aumentara la secrecion
de ADH.(Cochran, 2011)

Si la cantidad de agua en el cuerpo aumenta, la secrecion de ADH disminuye y los rifiones
reabsorben menos agua. Luego, la orina se diluye y el agua se elimina hasta que su
concentracién en el cuerpo vuelve a la normalidad. Esto puede ocurrir después de la ingestion
de cantidades excesivas de liquidos. (Scanlon & Sanders, 2007)

Sistema renina-angiotensina aldosterona

Las células yuxtaglomerulares producen una sustancia quimica llamada renina, que se secreta a
la sangre en las siguientes condiciones: (1) cuando desciende la presion arterial en la arteriola
aferente; (2) cuando la concentracion de sodio del plasma sanguineo disminuye; (3) cuando
disminuye la osmolalidad tubular distal; o (4) cuando se estimulan las fibras nerviosas simpaticas
que inervan la arteriola aferente. En la sangre, la renina estimula la produccion de angiotensina,
que actua como vasoconstrictor para aumentar la presion arterial. La renina también estimula la
glandula suprarrenal para que secrete aldosterona, una hormona que hace que el rindn
conserve los iones de sodio. (Cochran, 2011; Klein, 2014)
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Urianalisis

El urianalisis completo incluye la evaluacion de varias caracteristicas fisicas y quimicas de
la orina mediante una inspeccion general de la orina, pruebas quimicas especificas y examen
microscopico del sedimento. (Rick et al., 2004)

La realizacion de un urianalisis completo permite la interpretacion eficaz de los datos obtenidos a
partir de la medicion de los marcadores bioquimicos séricos de la funcidén renal y de los
componentes individuales del urianalisis. Por ejemplo, es imposible evaluar la importancia de la
proteinuria sin conocer el resultado del examen microscépico del sedimento urinario. Ademas, en
presencia de azotemia, el conocimiento de la densidad urinaria ayuda a localizar la azotemia en
causas prerrenales, renales o posrenales. (Rick et al., 2004)

De manera 6ptima, la orina debe examinarse dentro de los 30 minutos posteriores a la recoleccion.
Si no es posible un examen inmediato, la orina debe almacenarse a temperatura refrigerada (2-4
°C) para minimizar los cambios en la composicidn fisica y quimica y para inhibir el crecimiento
bacteriano. (Tabla 32) (Arnold et al., 2019)

Tabla 32.- Cambios en la orina.

CAMBIOS EN LA ORINA POR ANALISIS TARDIO

Cambio de color

Aumento del olor

Aumento de la turbidez

Aumento del pH

Disminucion de la glucosa

Disminucion de las cetonas

Disminucion de la bilirrubina

Disminucion de la celularidad

Aumento o disminucion del nimero de cristales (dependiendo del tipo, temperatura y pH de la orina)
Deterioro de los cilindros

Deterioro de las células

Deterioro de los cristales

Aumento del crecimiento bacteriano a temperatura ambiente
Disminucion crecimiento bacteriano con refrigeracidn prolongada

Modificada. Tomada de: Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline Urianalysis.

Examen fisico
Color

El tono y la intensidad del color se determinan mas comunmente mediante una
combinacién de volumen y concentracion de orina, asi como la cantidad de pigmentos
endogenos, urocromo Yy urobilinégeno. El color anormal de la orina puede ocurrir por una
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variedad de razones, como salud, dieta, medicamentos y medio ambiente. (Fig. 85 a) Estas
influencias pueden dar lugar a variaciones de los determinantes habituales del color, incluido el

tipo y la cantidad de pigmentos enddgenos y exdgenos que se encuentran en la orina. (Tabla 33)
(Rizzi et al., 2017)

Tabla 33.- Posibles causas de la coloracion de la orina.

COLOR POSIBLE CAUSA

Amarillo palido Normal u orina diluida

Orina altamente concentrada; fosfatos, uratos, oxalatos, leucocituria,

Amarillo oscuro - o
bacteriuria y contaminacién fecal

Amarillo-anaranjada Orina concentrada, bilirrubinuria

Presencia de biliverdina (degradacion in vitro de la bilirrubina)
Amarillo-verdosa

Presencia de urobilina (oxidacion de urobilinogéno)

Blanquecino Leucocituria, lipiduria, cristaluria y presencia de moco.
Rojo o café Hemoglobina, hematuria, mioglobinuria

Rosa Hematuria, hemoglobinuria

Azulado Farmacos y metabolitos de estos.

Modificada. Tomada de: Ruiz Reyes, G., & Arglielles Ruiz, A. (2017). Fundamentos de Interpretacion Clinica de los Examenes de
Laboratorio.

Olor

Un olor pronunciado a amoniaco resulta de muestras de orina envejecidas o puede ser el
resultado de ureasa bacteriana. Un olor a acetona en la orina sugiere cetonemia. La administracion
de varios medicamentos también podria resultar en un olor alterado de la orina. (Sink & Weinstein,
2012) Sin embargo, la mayoria de los laboratorios no incluyen el olor en sus reportes de
resultados, ya que resulta sumamente variable la percepcion de una persona a otra.

Densidad urinaria

También llamada gravedad especifica se utiliza para evaluar la capacidad de los riflones
para concentrar o diluir la orina. No existe un intervalo de referencia para la gravedad especifica
de la orina en el paciente normal, la gravedad especifica variara segun el estado de hidratacion.
En general, la gravedad especifica esperada en un paciente que esta deshidratado, pero tiene
una funcion renal normal debe ser caninos >1.030 y felinos >1.035. (Fig. 84) (Rosenfeld & Dial,
2010; Thrall et al., 2012)
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La densidad urinaria se determina evaluando la densidad de un liquido (en este caso, la orina) en
comparacion con la densidad del agua destilada con ayuda de un refractometro. En un
refractometro correctamente calibrado, el agua destilada debe leer 1.000. La calibracion debe
comprobarse peridodicamente para garantizar la precision. (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

Isostenuria: La isostenuria (gravedad especifica “fija”) es
el mantenimiento constante de la osmolalidad urinaria en
el rango del filtrado glomerular (gravedad especifica =
1.008 a 1.012) el rindn no concentra ni diluye la orina.
(Latimer & Duncan, 2011)

Hiperestenuria / Hiperstenuria: La concentracion de la
orina es mas alta que el filtrado glomerular (perros:>
1.030; gatos:> 1.035). (Bellwood & Andrasik-Catton,
2014)
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Hipostenuria: La concentracion de la orina es menor que
el filtrado glomerular (<1.008). (Bellwood & Andrasik-
Catton, 2014) Las bajas densidades son fisiologicas en e T
los cachorros normales hastq después de los 3 meses de Figura 84.- Escala representativa de la
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La turbidez indica el grado de transparencia de la orina, el aumento de la turbidez indica la
presencia de elementos formados como cristales, bacterias, cilindros y lipidos en la orina. La orina
equina es frecuentemente turbia debido a la presencia de mucoproteinas producidas por los
rinones o cristales de carbonato de calcio. (Fig. 85 b) (Stockham, Steven L., 2008)

F B 2 e

Figura 85.- Examen fisico de la orina. a) color, b) turbidez, c) sedimento concentrado en el fondo, sefialado
con una flecha. Tomada de: Bellwood, B., & Andrasik-Catton, M. (2014). Veterinary Technician’s Handbook
of Laboratory Procedures.
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Los riflones son la principal via de excrecidn de calcio en el caballo. En consecuencia, una gran
cantidad de cristales de carbonato de calcio se encuentran tipicamente en la orina de caballo
normal. Los caballos con insuficiencia renal a menudo desarrollaran hipercalcemia, a diferencia
de otras especies domésticas, en las que este es un hallazgo poco comun asociado con
insuficiencia renal cronica.(Rick et al., 2004)

Sedimento

La presencia de sedimento en la evaluacion fisica de la orina puede ser visiblemente
negativo, para saber si existe sedimento debemos centrifugar 5 ml de orina a baja velocidad
(1000-1500 rpm) durante unos 5 minutos, con el fin de evitar al maximo que se produzca dafo en
sus componentes, posteriormente se decanta casi todo el sobrenadante dejando en 20% del
volumen original. Este sedimento se mueve suavemente para resuspenderlo. (Fig. 85 ¢) (Agut et
al., 2010)

Examen quimico

Se realiza utilizando tiras reactivas, disponibles comercialmente, impregnadas con
reactivos colorimétricos, cuando las almohadillas de la tira se sumergen en orina, se produce una
reaccion quimica que produce un cambio de color, la intensidad de este puede examinarse
visualmente y compararse con una tabla proporcionada por el fabricante o interpretarse mediante
un instrumento disefiado exclusivamente para leer las tiras reactivas. (Fig. 86) Los resultados de
las pruebas son principalmente semicuantitativos, aunque algunas pruebas pueden estimarse en
escala de cruces, miligramos por decilitro o gramos por litro. (Latimer & Duncan, 2011; Sink &
Feldman, 2009)

El uso de tiras reactivas fabricadas principalmente para analisis de orina humana es aceptable;
sin embargo, las almohadillas de prueba para la densidad urinaria, urobilindgeno, nitritos y
esterasa de leucocitos no son confiables en medicina veterinaria. (Rizzi et al., 2017)

La razén principal para realizar el andlisis en orina no centrifugada es el hecho de que la
centrifugacion eliminara las células sanguineas de la orina y puede causar una lectura negativa
falsa en la almohadilla de reactivo de sangre. Sin embargo, los eritrocitos se veran en la evaluacién
microscopica si estan presentes en cantidades demasiado pequeinas para verlas a simple vista.
La ventaja de realizar el analisis en muestras centrifugadas es limpiar la orina de particulas que
pueden interferir con la interpretacion de los cambios de la almohadilla reactiva. El analisis quimico
de la orina debe realizarse cuando la orina esté a temperatura ambiente. Cuando se hace con
orina fria, muchas de las almohadillas reactivas seran falsamente negativas 0 menos positivas.
(Rizzi et al., 2017; Stockham, Steven L., 2008)
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Cada almohadilla tiene un tiempo de incubacion especifico (de 30 segundos hasta 120 segundos)
que debe seguirse antes de que se pueda interpretar el color de la almohadilla. Es muy util revisar
los tiempos de cada prueba antes de realizar la prueba para saber en qué orden y hora deben
leerse. (Rizzi et al., 2017)

| | ISR .
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Figura 86.- Examen quimico de orina, usando tiras reactivas. a) Tiras reactivas
presentacion comercial, b) Examen quimico colocando gota a gota la orina en
las almohadillas c) Acercamiento de almohadillas que integran la tira reactiva;
arriba: tira reactiva sin usar, abajo: tira reactiva usada. Tomadas de: a) Bellwood,
B., & Andrasik-Catton, M. (2014). Veterinary Technician’s Handbook of
Laboratory Procedures, b) Autoria propia, c) Agut, A., Et., Al., (2010). Manual de
Nefrologia y Urologia Canina y Felina.

3+

pH

El pH es una unidad de medida que define el grado de acidez o alcalinidad de una solucion.
Se mide en una escala de 0 a 14. El valor de pH es esencialmente una medida de la concentracion
de iones de hidrogeno. (Cork & Halliwell, 2019)

Normalmente la orina es acida en los carnivoros (<7.0) y alcalina (>7.0) en los herbivoros. En
casos de infeccion del tracto urinario, el pH a menudo se vuelve mas alcalino, dietas a base de
vegetales en carnivoros. En las infecciones del tracto urinario con ciertos tipos de bacterias se
produce un pH mas alto de lo esperado porque las bacterias degradan la urea a amoniaco.
(Latimer & Duncan, 2011)
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El pH de la orina es el resultado del equilibrio acido-base corporal total y esta influenciado por la
dieta, la variacion diurna y el estado de la enfermedad. (Wood, 2004; Sink & Weinstein, 2012; Cork
& Halliwell, 2019)

Las pruebas de pH a través de tiras reactivas de la orina en un intervalo de pH de 5,0 a 8,5. Los
resultados se leen a intervalos de 0,5 en la escala de pH. Se debe tener cuidado al usar la barra
de reactivo para no contaminar la almohadilla de pH con el tampdn acido contenido en la
almohadilla de proteina vecina.(Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

Proteina

La orina normal contiene pequefas cantidades de proteina producidas por el revestimiento
epitelial del tracto genitourinario y una pequena cantidad de albumina. La proteina de la orina
normal no suele ser suficiente como para que se pueda detectar por casi ningun método. Por
tanto, la orina normal deberia dar un resultado negativo o contener sélo cantidades traza de
proteina. (Hutter, 2010)

Este método mide entre 150 g/L y mas de 200 g/L (con cantidades traza de 4+) de proteina. No
se pueden detectar menos de 150 g/L, de tal forma que los valores inferiores daran un resultado
negativo. (Sink & Weinstein, 2012)

Esta prueba es mas sensible a la albumina y menos sensible a las globulinas y mucoproteinas.
Como los resultados falsos positivos son comunes, una reaccion positiva con la tira reactiva debe
confirmarse por otro método, preferiblemente el cociente proteina urinaria: creatinina.(Bellwood
& Andrasik-Catton, 2014)

Proteinuria

La orina normalmente contiene poca o ninguna proteina detectable. Las cantidades
diminutas de proteina que a veces se encuentran en la orina se atribuyen a diversas proteinas
plasmaticas de bajo peso molecular (menos de 40-60 Da), proteinas secretadas por células
epiteliales tubulares renales (es decir, proteina de Tamm Horsfall), proteinas del tracto urogenital
distal en muestras de captura libre o cateterizadas, y normalmente cantidades no detectables de
albumina. (Sink & Weinstein, 2012; Latimer & Duncan, 2011; Stockham, Steven L., 2008)

Cuando existe una cantidad anormal de proteina en la orina, se usa el término proteinuria. La
proteinuria es el parametro mas importante del analisis de orina, y debe interpretarse siempre
junto con la densidad especifica y el sedimento urinario. (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014;
Hutter, 2010; Nelson & Cuoto, 2010)

La albumina es una proteina de peso molecular medio (65-70 Da) en su mayoria esta
ausente de la orina normal debido a la filtracion glomerular selectiva. Si los filtros glomerulares
estan danados, la albumina puede pasar de la sangre a la orina durante la filtraciéon glomerular.

150



ST Manual tedrico-practico
A Patologia Clinica Veterinaria

Las células del epitelio tubular renal proximal reabsorben la pequeina cantidad normal de proteina
que pasa a traves del glomérulo y entra en el ultrafiltrado. La capacidad de las células tubulares
proximales de reabsorber esta proteina puede llegar a saturase. (Sink & Weinstein, 2012)

La pérdida de proteinas en la orina puede ocurrir en las primeras etapas de la enfermedad renal,
una combinacion de albumina corporal baja (hipoalbuminemia) y niveles altos de proteina urinaria
(proteinuria) puede sugerir dafo glomerular y ser un indicador temprano de enfermedad renal.
(Latimer & Duncan, 2011; Rosenfeld & Dial, 2010)

Tipos de proteinuria

Una vez que se ha detectado la existencia de proteinuria, debe determinarse si ésta es
fisioldgica/funcional o patoldgica. La proteinuria fisiologica se caracteriza por ser leve y transitoria,
y se produce por una alteracion de la fisiologia renal en respuesta a un proceso externo temporal.
(Agut et al., 2010)

La proteinuria patologica implica una cantidad anormal de proteina en la orina. (Vaden et al., 2009)
Y a su vez se divide en a) proteinuria prerrenal por sobrecarga de los tubulos (p.ej.,
hemoglobinuria, mioglobinuria o proteinuria de Bence-Jones), b) proteinuria renal causada por
dafno a los glomérulos o tubulos renales y ¢) proteinuria posrenal asociada a inflamacion o
hemorragia en tracto urogenital. (Tabla 30)

Proteinuria prerrenal: La existencia de proteinuria prerrenal implica que el plasma
contiene una cantidad anormal de proteinas que atraviesan los capilares glomerulares, sin que
exista una alteracion de la permeabilidad selectiva de los mismos. algunas de las proteinas que
pueden aparecer en la orina de animales con proteinuria prerrenal son: mioglobina, hemoglobina
y algunas inmunoglobulinas (proteinas de Bence-Jones).

La proteinuria de Bence Jones lleva el nombre del médico inglés que la describidé por primera vez
y denota la presencia de la porcién de cadena ligera de las moléculas de inmunoglobulina en la
orina. La proteinuria de Bence Jones se puede observar en el mieloma multiple y es uno de los
cuatro criterios potenciales utilizados en su diagnodstico, junto con la presencia de infiltracion de
meédula ésea por células plasmaticas, gammapatia monoclonal y lesiones osteoliticas. (Rick et al.,
2004)

Renal: Esta categoria de proteinuria se asocia con enfermedad renal verdadera y puede
ser causada por enfermedad glomerular, enfermedad tubular, una combinacién de ambas, con
menos frecuencia, enfermedad intersticial renal. La proteinuria renal puede ser transitoria (es
decir, como resultado de fiebre) o persistente; los tipos persistentes de proteinuria son de gran
preocupacion clinica. (Sink & Weinstein, 2012)
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Relacion proteina / creatinina en orina

Si se detecta proteinuria renal verdadera en un paciente sin azotemia evidente, se debe
realizar una evaluacion de las proteinas urinarias / creatinina. En la mayoria de los pacientes sanos,
debe haber una cantidad muy pequefa de proteina en la orina en comparacion con un nivel alto
de creatinina excretada por el rindn; por lo tanto, esta relaciéon debe ser <1. A medida que
progresa la enfermedad glomerular, grandes cantidades de albumina en sangre se filtraran en la
orina, aumentando esta proporcidn cerca y mas alla de 1. El aumento de los niveles de proporcion
sugiere una enfermedad glomerular mas grave y ayuda al equipo médico a reconocer los rilones
afectados y comenzar el tratamiento. antes de que ocurran azotemia y pérdida de peso severa.
(Rosenfeld & Dial, 2010)

Posrenal

En la proteinuria posrenal, las proteinas proceden de porciones del tracto urinario distales
al rinon (uréter, vejiga, uretra). Este tipo de proteinuria generalmente es consecuencia de la
existencia de un proceso inflamatorio, infeccioso o neoplasico a ese nivel, o bien, debido a la
existencia de calculos urinarios. Muchos de estos animales presentan signos clinicos de
enfermedad urinaria del tracto inferior y un sedimento urinario activo. (Agut et al., 2010)

Tabla 34.- Clasificacion y causas de proteinuria.

CLASIFICACION Y CAUSAS DE PROTEINURIA

Fisioloégica / funcional | Estrés, temperaturas extremas, ejercicio intenso, congestion venosa renal

Prerrenal: hemoglobinemia, mioglobinemia, disproteinemias, fallo cardiaco
congestivo.

Renal: glomerulonefritis, amiloidosis, sindrome de Fanconi, necrosis tubular

Patoldgica : o )
aguda, pielonefritis, calculos renales, neoplasias.

Posrenal: hemorragia, infecciones del tracto urinario inferior, calculos,
traumatismos, neoplasia.

Tomada de: Agut, A., Et., AL, (2010). Manual de Nefrologia y Urologia Canina y Felina.
Glucosa

La glucosa pasa libremente el filtrado del glomérulo, y se reabsorbe completamente en los
tubulos renales proximales, siempre que no se exceda el maximo de transporte de las células. Si
los valores de glucosa en sangre superan el maximo de transporte, se producira glucosuria.
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La presencia de glucosa puede indicar que existe un trastorno endocrino pancreatico, por
ejemplo, diabetes mellitus, pero la hiperglucemia leve también puede estar asociada con "estrés
fisiologico" o trastornos metabdlicos en rumiantes.(Cork & Halliwell, 2019)

El umbral renal de glucosa es de 5.99 mmol/L (180 mg/dL) en perros, 11.54 mmol/L (280 mg/dL)
en gatos, 5.51 mmol/L (100 mg/dL) para bovinos, 8.32 mmol/L (150 mg/dL) para caballos y 33.3
mmol/L (600 mg/dL) en aves. (Latimer & Duncan, 2011; Stockham, Steven L., 2008)

Glucosuria

Normalmente la glucosuria se asocia con una concentracion de glucosa en suero mayor o
igual a su umbral renal; es decir, el paciente también es hiperglucémico. Sin embargo, en algunas
afecciones, como las que afectan a los tubulos renales proximales, puede ocurrir glucosuria con
normoglicemia. Por ejemplo, sindrome de Fanconi. (Latimer & Duncan, 2011; Rick et al., 2004)

Cetonas

Fisiolégicamente las cetonas se filtran libremente por el glomérulo y son completamente
reabsorbidas por los tubulos proximales. (Latimer & Duncan, 2011)

Cetonuria

La presencia de cetonas en la orina, o cetonuria es comunmente acompafada de un olor
frutal, suele ser una mala sefnal e indica emaciacion grave o el desarrollo de una enfermedad
metabdlica grave como cetosis y / o toxemia.(Bellwood & Andrasik-Catton, 2014; Cork & Halliwell,
2019)

Listados en concentracion decreciente, B-hidroxibutirato (78%), acetoacetato (20%) y acetona
(2%) son cetonas que se excretan en la orina durante estados que resultan en una disminucion
de la disponibilidad de carbohidratos para el metabolismo energético, incluidos los siguientes:

a) Disminucién del uso de carbohidratos (diabetes mellitus).

b) Mayor uso o pérdida de carbohidratos (lactancia, embarazo, glucosuria renal, fiebre) .

c) Disminucion severa de la ingesta dietética de carbohidratos (dietas altas en proteinas y
grasas) (Rick et al., 2004)

Las cetonas son volatiles y solo pueden detectarse en orina fresca; la prueba solo reacciona con
acetoacetato y en muy baja proporcion con acetona, pero no reacciona con beta-hidroxibutirato.
(Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

Bilirrubina

El metabolismo normal de la hemoglobina de los eritrocitos viejos da como resultado la
formacion hepatica de bilirrubina conjugada, que se elimina del cuerpo principalmente en la bilis
a través del tracto gastrointestinal y, en menor medida, en la orina a través de los rifiones.
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La bilirrubina conjugada puede pasar facilmente a través del glomérulo hacia el filtrado siendo
excretada en la orina. Se puede degradar rapidamente a biliverdina o bilirrubina no conjugada,
las cuales no reaccionan con la almohadilla reactiva. La orina de color oscuro dificultara la
interpretacion de la reaccion de bilirrubina produciendo resultados negativos falsos, de igual
manera si la orina ha sido expuesta a una luz ultravioleta excesiva. (Bellwood & Andrasik-Catton,
2014; Latimer & Duncan, 2011)

UNAM
CUAUTITLAN

La prueba quimica de la orina para detectar la presencia de bilirrubina se realiza para detectar
enfermedades hemoliticas o hepatobiliares (es decir, colestasis intrahepatica o poshepatica). Sin
embargo, esta prueba de deteccion tiene una utilidad reducida en perros, ya que los perros
clinicamente normales, especialmente los machos enteros, forman bilirrubina conjugada en las
células epiteliales tubulares renales y excretan una pequefia cantidad en la orina concentrada en
ausencia de enfermedades asociadas con hiperbilirrubinemia. Para determinar la importancia
clinica de la bilirrubinuria en perros, la concentracion de bilirrubina debe interpretarse en el
contexto de la densidad urinaria. (Elliott et al., 2019)

Bilirrubinuria

La bilirrubinuria indica obstruccién del flujo biliar y regurgitaciéon de bilirrubina conjugada
en la sangre, que después pasa libremente por el glomérulo renal. (Latimer & Duncan, 2011)

La bilirrubinuria tiene un significado clinico diferente en perros y gatos porque los rifiones de cada
especie manejan la bilirrubina de manera diferente. Los perros eliminan facilmente la bilirrubina
filtrada por el glomérulo. Ademas, la bilirrubina es conjugada y excretada por los tubulos renales
proximales caninos. En perros clinicamente normales, especialmente en perros machos con
hiperestenuria, normalmente hay una pequefna cantidad de bilirrubina en la orina.

En los gatos, el umbral renal para la excrecion de bilirrubina es nueve veces mayor que en los
perros. Por tanto, cualquier cantidad de bilirrubinuria, independientemente de la gravedad
especifica de la orina, es significativo. La presencia de una cantidad anormal de bilirrubinuria en
cualquiera de las especies sugiere enfermedad prehepatica, hepatica o poshepatica. Se pueden
utilizar otros datos clinico-patologicos para ayudar a localizar el problema. (Rick et al., 2004)

Sangre

Las tiras reactivas tienen la capacidad de detectar glébulos rojos intactos (hematuria),
hemoglobina libre (hemoglobinuria) y mioglobina (mioglobinuria) en una muestra de orina. La
prueba es bastante sensible y las muestras positivas pueden parecer de color normal durante el
examen fisico. (Bellwood & Andrasik-Catton, 2014)

La presencia de hemoglobina se puede distinguir de la mioglobina usando una prueba de
precipitacion con sulfato de amonio al 80%. Esto se hace agregando 2.8 g de sulfato de amonio a
5 ml de orina que tiene un pH neutro. Después de agregar el sulfato de amonio, la muestra se
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centrifuga. Si esta presente, la hemoglobina sera precipitada por el sulfato de amonio y el
sobrenadante de la orina regresara a su color amarillo. Por el contrario, el sulfato de amonio no
precipita la mioglobina y el sobrenadante permanecera rojo-marron.(Rick et al., 2004)

La hematuria puede ser de tipo microscopica (oculta) o macroscopica (evidente). La hematuria
microscopica se caracteriza por la presencia de pequefas cantidades de glébulos rojos en orina,
unicamente visibles durante el examen microscopico del sedimento urinario, este tipo de
hematuria suele presentarse con frecuencia asociada a polaquiuria y disuria, mientras que la
hematuria macroscoépica es cuando la cantidad de eritrocitos en orina es lo suficientemente
elevada para poder ser visible a simple vista, pudiendo tener la orina diversas tonalidades y
coloraciones, desde rosacea o rojiza, hasta marron oscuro, incluso con presencia de coagulos.
(Agut et al., 2010)

Los eritrocitos pueden estar presentes en la orina debido a inflamacion, trauma, neoplasia,
infeccion, parasitismo o0 coagulopatia, produciendo una reaccion positiva que debe
correlacionarse con la visualizacidn microscopica de globulos rojos en el sedimento urinario. (Rizzi
et al., 2017)

Las almohadillas restantes de la tira reactiva son poco confiables y tienen poca importancia
clinica en perros y gatos; gravedad especifica, leucocitos, nitritos y urobilinégeno. (Bartges &
Polzin, 2011)

Examen microscopico

El examen microscépico corresponde a examinar el sedimento urinario en busca de
anomalias en la citologia celular puede sugerir la evidencia de cilindros, glébulos blancos, cristales
urinarios o células anormales, lo que indica enfermedad de la vejiga, los rinones o los érganos
reproductivos (p. ej., prostata). (Rosenfeld & Dial, 2010)

Hay tinciones disponibles para el sedimento urinario que pueden mejorar el contraste para la
deteccion e identificacion de células inflamatorias, bacterias y células neoplasicas. Por ejemplo,
la tincién rapida tipo Romanowsky como Diff-Quik, se coloca una gota de sedimento de orina en
un portaobjetos de microscopio limpio, se unta 0 se mece suavemente para esparcir el liquido y
se deja secar al aire. El sedimento de orina se examina en campos de vision de baja potencia 10x
y alta 40x. Cada hallazgo se cuenta promediando los numeros contados en 10 campos
consecutivos y el resultado se informa como el numero promedio. (Latimer & Duncan, 2011; Rizzi
et al., 2017)

Elementos del sedimento urinario

La mejor forma de observar el sedimento es mediante microscopia de campo claro, el uso
de luz tenue para el analisis microscépico ayuda a delinear mas elementos traslucidos formados
en la orina. el sedimento de orina sin tincién es suficiente para el analisis microscopico; sin
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embargo, puede usarse una tincidn Sternheimer-Malbin modificada para mejorar el detalle
nuclear y facilitar la diferenciacion de células y elementos. (Sink & Feldman, 2009)

Cristales

La cristaluria ocurre cuando la orina estd saturada con minerales disueltos u otras
sustancias cristalogénicas que se precipitan de la solucion para formar cristales. Los cristales
pueden formarse in vivo por razones patoldgicas o no patoldgicas, o los cristales pueden
precipitarse en la orina ex vivo como resultado de una temperatura fria 0 un almacenamiento
prolongado, después de la recoleccion, alteraciones del pH de la orina o evaporacion del agua de
la muestra. (Tabla 35) La cristaluria no necesariamente indica la presencia de urolitos o incluso
una predisposicion a formar urolitos. Por ejemplo, en perros y gatos clinicamente normales se
observa con frecuencia un pequefio numero de cristales de fosfato de amonio magnésico o
fosfatos amorfos. (Cowell & Valenciano, 2018; Elliott et al., 2019)

Otros cristales son causados por, defectos metabdlicos hereditarios (p.ej., cistina), defectos
metabdlicos adquiridos (p.ej., urato de amonio, tirosina), toxicidades (p.ej., oxalato de calcio) o
administracion de farmacos (p.ej., sulfonamida). (Rizzi et al., 2017)

Los cristales se identifican y se reportan como; ninguno, pocos, moderados o abundantes por
campo de baja potencia 10%, deben informarse segun su tipo (es decir, composicion quimica),
cantidad, tamafno y si son agregados o individuales. También es importante tener en cuenta el
tiempo transcurrido desde la recoleccion de la muestra hasta la evaluacion del sedimento de orina
y si se utilizd o no refrigeracion. Un gran numero de cristales, cristales que son individualmente
mas grandes y cristales que se han agregado durante la evaluacion de una muestra fresca tienen
mas relevancia clinica para la formacion de urolitos. (Chew et al., 2010; Cowell & Valenciano,
2018)

Tabla 35.- Influencia del pH en la formacion de cristales.

CRISTAL ACDA | NEUTRA | ALCALNA
Biurato de amonio v v
Bilirrubina v
Carbonato de calcio v
Oxalato de calcio dihidratado v v < (o

almacenada)

Oxalato de calcio monohidratado v v
Cistina v v
Estruvita v v
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Sulfonamida v
Fosfatos amorfos v
Uratos amorfos v
Acido urico v

Tomada de: Elliott, J., Grauer, G. F., & Westropp, J. L. (2019). BSAVA Manual of Canine and Feline Nephrology and Urology.
Estruvita

Los cristales de triple fosfato o estruvita son el cristal mas comun observado en la orina de
animales de compafiia, con mayor frecuencia en perros y ocasionalmente en gatos. (Fig. 87)
Cuando se encuentran en un numero significativo, se asocian con mayor frecuencia con
infecciones bacterianas causadas por bacterias productoras de ureasa, como Staphylococcus
spp. o Proteus spp. (Cowell & Valenciano, 2018)

Sin embargo, en los gatos, pueden ocurrir en ausencia de infeccién, probablemente debido a la
excrecion de amoniaco por los tubulos renales, también se pueden observar en animales
clinicamente normales que tienen orina alcalina por razones distintas a la infeccidn (por ejemplo,
dieta, comida reciente), animales que tienen urolitos estériles o asociados a infeccion de
composicion mineral potencialmente mixta o con enfermedad del tracto urinario la ausencia de
urolitiasis. (Elliott et al., 2019)

Figura 87.- Cristales de estruvita. Tomado de: a): Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline Urianalysis.,
b) y c): Chew, D. J., Dibartola, S. P., & Schenck, P. (2010). Feline Nephrology Urology.

Los cristales de estruvita estan compuestos de fosfato de magnesio y amonio. En el pasado,
durante el analisis de cristales de estruvita, se introducia e identificaba calcio durante el
procedimiento de ensayo, lo que conducia a la clasificacion de estos cristales como cristales de
triple fosfato (fosfato de magnesio, amonio y calcio). Estos cristales se describen como "tapas de
ataud". Son alargados con bordes afilados y generalmente se encuentran en la orina ligeramente
acida, neutra y alcalina. (Rizzi et al., 2017; Rosenfeld & Dial, 2010)
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Carbonato de calcio

Los cristales de carbonato de calcio se presentan individualmente o en grupos y son de
tamano variable, amarillo-marrdén o incoloros, en forma de mancuerna o esferas radiantes. (Fig.
88) Por lo general, se forman en la orina alcalina y se observan en caballos, cabras, conejos y
cobayas clinicamente normales. Rara vez se han observado cristales de carbonato de calcio en
perros. (Rick et al., 2004)
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Figura 88.- Cristales de carbonato de calcio. Tomadas de: a): Agut, A., et al., (2010). Manual de Nefrologia y
Urologia Canina y Felina., b): Latimer, K. S., & Duncan, J. R. (2011). Duncan and Prasse’s Veterinary Laboratory
Medicine: Clinical Pathology., y c): Rick, L., et al., (2004). Veterinary Clinical Pathology Secrets.

Oxalato de calcio

Este tipo de cristales se han vuelto mas comunes en los animales de compafia debido a
cambios en la dieta. En un intento por limitar la formacion de urolitos de estruvita, las dietas se
han modificado para alterar la acidez de la orina y hacerla menos compatible con la formacion de
calculos de triple fosfato y, como resultado, los calculos de oxalato de calcio se han vuelto mas
comunes. Existen dos formas de cristales de oxalato de calcio; uno se considera patologico vy el
otro no. (Rosenfeld & Dial, 2010)

Oxalato de calcio dihidratado: se observan con mayor frecuencia y pueden ser un
hallazgo incidental en animales clinicamente normales. Son octaedros incoloros, de tamafo
variable, con lineas de interseccién tridimensionales que se asemejan a un sobre pequefio o una
cruz y se forman en orina neutra a acida, también ocurre con la urolitiasis, con lo que se esperaria
piuria o hematuria concurrentes. (Fig. 89) (Cowell & Valenciano, 2018)

158



‘5‘

o
o

e

% s Manual tedrico-practico 5
, ;o . . ~
A Patologia Clinica Veterinaria

Oxalato de calcio monohidratado: se considera patolégica y es una caracteristica
temprana de la intoxicacion por etilenglicol, ademas de estar presente en cualquier proceso que
conlleve una hipercalcemia. La formacidon de estos cristales depende del tiempo y ocurre solo
durante la fase temprana de la intoxicacion, por lo tanto, la cristaluria se puede observar dentro
de las 3 horas posteriores a la ingestion en gatos o dentro de las 6 horas en perros y puede
persistir durante 18 horas después de la ingestion. Este cristal es incoloro, de tamano variable,
birrefringente con luz polarizada y algo pleomoérfico con dos morfologias comunmente
observadas. Pueden ser planos con extremos puntiagudos y parecerse a una estaca. (Fig. 89)
(Elliott et al., 2019)
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Figura 89.- Cristales de oxalato de calcio. Incisos a), b), y c): Oxalato de calcio dihidratado. Incisos d)
e) y f); Oxalato de calcio monohidratado. Tomadas de: a) y b): Burton, A. G. (2018). Clinical Atlas of
Small Animal Cytology. c) y e): Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline Urianalysis., d):
Rick, L., et al., (2004). Veterinary Clinical Pathology Secrets., f): Latimer, K. S., & Duncan, J. R. (2011).
Duncan and Prasse’s Veterinary Laboratory Medicine: Clinical Pathology.

Amorfos

Dos tipos de cristales amorfos, fosfatos amorfos y uratos, son de forma similar y pueden
formar restos amorfos o pequenos esferoides que podrian identificarse erroneamente como
bacterias; las bacterias son menos pleomoérficas y no tan refractiles. (Fig. 90 a)

Fosfatos amorfos: Los fosfatos amorfos se distinguen de los uratos amorfos de dos
formas: (1) los fosfatos son incoloros o de color amarillo claro y se forman en la orina alcalina; y
(2) los uratos son de color marrén amarillento a negro y se forman en la orina acida. (Cowell &
Valenciano, 2018)
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Uratos amorfos: Los uratos amorfos se encuentran habitualmente en dalmatas y bulldogs
ingleses y pueden representar una predisposicion a la urolitiasis de uratos en estas razas. En
comparacién con otras razas, los dalmatas excretan una mayor cantidad de acido urico en la orina
y, por lo tanto, son propensos a formar cristales de acido urico o cristales de biurato de amonio.
Los cristales de acido urico son cristales de seis lados incoloros, planos, variables, pero a menudo
en forma de diamante. (Elliott et al., 2019)

Figura 90.- Cristales amorfos. a) Fosfatos amorfos, b) y c) Uratos amorfos. Tomadas de: a), y c): Cowell, R. L., &
Valenciano, A. C. (2018). Diagnostic cytology and hematology of the dog and cat., b): Agut, A., et al., (2010).
Manual de Nefrologia y Urologia Canina y Felina.

Bilirrubina

Los cristales de bilirrubina se encuentran en orina acida, son mas comunes en perros que
en gatos, y cuando se encuentran en el gato, estan altamente asociados con hiperbilirrubinemia
y sugieren un trastorno en el metabolismo de la bilirrubina, que puede ser el resultado de un
trastorno prehepatico (hemdlisis), hepatico o poshepatico. Estos cristales son de color amarillo,
rolo rubi o marrén oscuro, y tienen aspecto de placas romboides o bien agujas, laminas o granulos.
(Fig. 91) (Rick et al., 2004; Sink & Feldman, 2009)

a) : b) c)

Figura 91.- Cristales de bilirrubina. Tomadas de: a), b) y c): Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline
Urianalvsis.
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Biurato de amonio

Su presencia en la orina puede sugerir derivaciones venosas portosistémicas u otras
enfermedades hepaticas donde existe hiperamonemia en perros y gatos. Usualmente se
presentan en orina con pH acido, y son comunes en caninos de raza Dalmata y Bulldog inglés.
(Stockham, Steven L., 2008)

Figura 92.- Cristales de Biurato de amonio. Tomadas de: a): Cowell, R. L., & Valenciano, A. C. (2018).
Diagnostic cytology and hamatology of the dog and cat., b) y ¢): Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine
and Feline Urianalysis.

Los cristales de biurato de amonio son esferas de color amarillo a marron con proyecciones
puntiagudas irregulares (cristales de “espina”). En ocasiones, estos cristales carecen de dichas
proyecciones caracteristicos (forma lisa). (Fig. 92) (Latimer & Duncan, 2011)

Tirosina

Los cristales de tirosina, que pueden estar asociados con una enfermedad hepatica en el
perro, son agujas de incoloro a amarillo dispuestas como gavillas de trigo. (Fig 93 a)

Cistina

Los cristales de cistina son hexagonos planos incoloros que pueden tener lados desiguales.
(Fig. 93 b) La cristaluria de cistina no se considera un hallazgo normal debido a un defecto
hereditario en el transporte tubular renal del aminoacido cistina. Los cristales son propensos a
desarrollarse en pacientes que tienen orina concentrada y acida y predispone al desarrollo de
urolitiasis por cistina. (Rick et al., 2004)

Acido urico
Son cristales incoloros, planos, de forma variable y de seis lados que se presentan como

ovalos, triangulos o diamantes romos. (Fig. 93 c¢) Estos cristales se esperan encontrar en la orina
de aves y reptiles, pero rara vez se ven en gatos y perro. La mayoria de las otras razas convierten
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el acido urico en un compuesto soluble en agua (alantoina) para su excrecion. Los dalmatas tienen
una captacion hepatocelular disminuida de acido urico, lo que evita esta conversion, por lo que el
acido urico se excreta en su forma nativa en la orina. Ademas, los dalmatas tienen una menor
reabsorcion tubular de acido urico en comparacion con otras razas. Por lo que en esta raza es un
hallazgo normal. (Elliott et al., 2019)

Colesterol

Son cristales poco comunes de significado desconocido, pero pueden encontrarse en la
orina de animales con hemorragia urinaria previa o enfermedades con degeneracion celular. Los
cristales de colesterol son rectangulos grandes y planos con un borde con muescas. (Fig. 93 d)
(Cowell & Valenciano, 2018)

Sulfonamida

Los cristales de sulfonamida, que pueden observarse en perros y gatos después de la
administracion de antibidticos que contienen sulfamidas, pueden formar glébulos con estrias
radiantes que podrian confundirse con cristales de carbonato de calcio. (Fig. 93 e) (Cowell &
Valenciano, 2018)

Figura 93.- Oftros cristales en orina. a) tirosina, b) cistina, c) acido drico, d) colesterol, e) y f) sulfonamida.
Tomadas de: a), b), c) y f): Latimer, K. S., & Duncan, J. R. (2011). Duncan and Prasse’s Veterinary
Laboratory Medicine: Clinical Pathology, d) y e): Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline
Urianalysis.
Los cristales de sulfonamida son inducidos por farmacos, estos cristales pueden formarse en la
orina acida de animales deshidratados o con acceso restringido al agua, pueden variar en
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morfologia; pueden ser esféricos y, a veces, margenes irregulares. Estos cristales aparecen mas
oscuros y ligeramente marrones en comparacion con los cristales de carbonato de calcio. (Latimer
& Duncan, 2011)

Cilindros

Los cilindros son estructuras cilindricas con forma redonda, irregulares, con extremos
conicos y de diferentes anchos, son elementos formados que literalmente son "moldes" de los
tubulos renales (Rick et al., 2004) La mucoproteina de Tamm-Horsfall forma el nucleo (matriz) de
todos los cilindros y es secretada por las células del asa ascendente de Henle, los tubulos distales
y los conductos colectores. La disminucion del flujo de orina, la disminucién del pH de la orina, la
alta concentracion de solutos y el aumento de proteinas (proteinas normales de suero o proteinas
anormales) son algunos de los factores que promueven la precipitacion de la mucoproteina y la
formacion de cilindros. Los cilindros se clasifican con base en el compuesto predominante;
pueden ser celulares (eritrocitos, leucocitos o células tubulares renales), granulares (gruesos,
finos), hialinos (proteinas) o cerosos. (Fig. 94) (Bartges & Polzin, 2011; Chew et al., 2010; Rizzi et
al., 2017; Rosenfeld & Dial, 2010)

Segun la Teoria de Addis, sobre la formacion de cilindros: los cilindros granulares son el resultado
de la descomposicion de las células y los cilindros cerosos por degeneraciéon adicional de los

Células epiteliales de
los tUbulos renales

Células Gruesamente Finamente Cilindro
degeneradas granular granular Ceroso

| S ]

Cilindro hialino

Figura 94.- Teoria de la formacion de cilindros de Addis. Modificada. Tomada de: Chew, D. J.,
Dibartola, S. P., & Schenck, P. (2010). Feline Nephrology Urology.
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cilindros granulares mientras que los cilindros hialinos son precipitados puros de la mucoproteina
de Tamm Horsfall. (Fig. 94) (Chew et al., 2010)

Cilindros hialinos

Se forman debido a la acumulaciéon de una matriz proteinacea (mucoproteina de Tamm-
Horsfall) dentro del asa de Henle, los tubulos distales y los conductos colectores de la nefrona. La
matriz proteinacea puede modificarse mediante la adicion de células tubulares renales que se
exfolian o por acumulacion de leucocitos. La presencia de cilindros hialinos ocasionales se
considera dentro de los limites normales; desde el punto de vista patoldgico, la enfermedad
glomerular perdedora de proteinas puede resultar en un numero bajo o alto de cilindros hialinos.
Otro material puede alojarse dentro de la matriz proteinacea, como lipidos de células epiteliales
tubulares renales degeneradas, hemoglobina durante la enfermedad hemolitica y bilirrubina.
(Bartges & Polzin, 2011; Elliott et al., 2019; Latimer & Duncan, 2011; Stockham, Steven L., 2008)

Los cilindros hialinos tienen un indice de refraccién bajo similar al de la orina, lo que los hace
semitransparentes. Por lo tanto, pueden ser dificiles de ver y se pueden pasar por alto facilmente
si no se cierra el condensador del microscopio. (Fig. 95) Los restos amorfos se adhieren con
frecuencia a la superficie de estos. (Rizzi et al., 2017)

e
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Figura 95.- Cilindros hialinos. Tomadas de: Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline Urianalysis.

Cilindros granulares

Los cilindros granulares se pueden observar en el sedimento de orina cuando: 1) una lesion
tubular renal lisa las células tubulares renales y los fragmentos de células se incorporan a la matriz
de mucoproteinas; 2) las células de los tubulos renales se desprenden intactas y se incorporan a
la matriz proteica, formando un cilindro celular, pero el cilindro no se libera en la orina, por lo que
las células se descomponen (cambio de envejecimiento) y el cilindro se convierte en granular
antes de ser liberado; o 3) ocasionalmente, en la enfermedad glomerular, las proteinas pasan a
través del glomérulo y se incorporan a la matriz de mucoproteinas dando una apariencia granular
(sin embargo, la enfermedad glomerular causa mas comunmente cilindros hialinos). (Rizzi et al.,
2017)
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También pueden formarse a partir de la precipitaciéon de proteinas plasmaticas y se pueden
encontrar en la orina de mamiferos sanos, posiblemente relacionados con el recambio celular
normal o con proteinas atrapadas. Los cilindros pueden ser finamente granulados o toscamente
granulares, los granulos pueden variar en tamano y forma dentro del mismo cilindro. Son opacos
y pueden aparecer de gris a amarillo a negro dependiendo de su densidad y tamano, con
frecuencia son fragiles y tienen los extremos rotos. (Fig. 96) (Stockham, Steven L., 2008)
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Figura 96.- Cilindros granulosos. Tomadas de: Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline Urianalysis.

Cilindros cerosos

Los cilindros cerosos reflejan una lesion tubular cronica. Para reconocer el inicio de la
nefrotoxicidad en pacientes que reciben terapia con antibioticos aminoglucésidos, es util
monitorear el sedimento de orina para detectar la aparicion de cilindros de células epiteliales
tubulares, lo que debe inducir la suspension del antibidtico. (Elliott et al., 2019; Rizzi et al., 2017)

Este tipo de cilindros se parecen un poco a los cilindros hialinos, pero por lo general son mas
anchos, tienen extremos romos y cuadrados en lugar de redondos, y son opacos, homogéneos y

cerosos. Son mas opacos que los cilindros hialinos y pueden parecer tener fisuras. (Fig. 97)
(Cowell & Valenciano, 2018)

a) A b) . : : c)v.
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Figura 97.- Cilindros cerosos. Tomadas de: a): Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline Urianalysis..
b): Raskin, R., & Meyer, D. (2010). Canine and Feline Cytology. c): Cowell, R. L., & Valenciano, A. C. (2018).
Diagnostic cytology and hamatology of the dog and cat.
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Cilindros celulares

Los cilindros celulares estan formados con células en su interior y pueden estar
compuestos de leucocitos, células epiteliales tubulares renales y eritrocitos. Los cilindros de
glébulos rojos tendran el mismo tono de rojo a verdoso que se observa en los eritrocitos libres en
la orina. (Fig. 98) Su presencia en la orina es muy significativa. (Rosenfeld & Dial, 2010)

Los cilindros de globulos blancos indican una inflamacion significativa dentro de los tubulos
renales. Los cilindros de glébulos rojos confirman la hemorragia en los tabulos renales. Los
cilindros de células epiteliales indican desprendimiento agudo de las células epiteliales tubulares
renales. (Latimer & Duncan, 2011; Rosenfeld & Dial, 2010)

4

Figura 98.- Cilindros celulares; a) de globulos rojos, b) de células epiteliales c) células epiteliales renales tenido.
Tomadas de: a) y b): Raskin, R., & Meyer, D. (2010). Canine and Feline Cytology. c): Cowell, R. L., & Valenciano,
A. C. (2018). Diagnostic cytology and hamatology of the dog and cat.

Otros cilindros

Cilindros grasos: Los cilindros grasos se encuentran con mayor frecuencia en gatos y
perros diabéticos cuando las células grasas de los tubulos renales y los fragmentos de células se
incorporan a la matriz de mucoproteina y se degeneran, la grasa de la célula del tubulo renal se
incorpora al cilindro, por tanto, los cilindros grasos deben interpretarse como los mismos cilindros
granulares. (Fig. 99) (Rizzi et al., 2017)
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Figura 99.- a) cilindro granular con gotas de lipidos en su interior. b) cilindro de hemoglobina. c) cilindro de
bilirrubina en orina de gato con ictericia. Tomadas de: Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline
Urianalysis.
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Cilindros de hemoglobina: Los cilindros de hemoglobina ocurren con mayor frecuencia
en asociacion con hemolisis intravascular (causa mas comun) y nefritis traumatica o hemorragica
(causa menos comun y generalmente asociada con otros tipos de cilindros o evidencia de lesidon
o enfermedad renal). (Fig. 99) (Rizzi et al., 2017)

Cilindros mixtos: Los cilindros mixtos ocasionalmente contienen componentes de mas de
un tipo; hialino, granular, celular, ceroso, etc. Y se mezclan con otros materiales, como bilirrubina,
hemoglobina, mioglobina o precipitados cristalinos. La interpretacion de estos es equivalente a
los componentes por separado. (Rizzi et al., 2017)

Células

Las células pueden alterar su morfologia al poco tiempo de estar en contacto con la orina,
por lo que se recomienda evaluarlas en muestras de orina fresca recién obtenida. (Agut et al.,
2010)

Células epiteliales

Las células epiteliales se originan en los rifiones, los uréteres, la vejiga, la uretra y el tracto
reproductivo. Las células epiteliales normales incluyen células epiteliales escamosas en
muestras obtenidas por miccion natural o muestras obtenidas por cateterizacion, células de
transicion (urotelio) en muestras obtenidas por cistocentesis e incluso células tubulares renales
raras en cualquier tipo de muestra. Esta dentro de los limites normales ver un numero bajo de
células epiteliales (0-1 por campo de 40x) en las muestras de orina. (Agut et al., 2010; Elliott et al.,
2019; Rizzi et al., 2017)

Células escamosas

Podemos encontrar células epiteliales escamosas no queratinizadas y queratinizadas. Las
células escamosas no queratinizadas recubren el tercio distal de la uretra, vagina o prepucio; son
grandes en relacion con los eritrocitos y los leucocitos, tienen abundante citoplasma de forma
poligonal con contorno irregular y pequefios nucleos condensados redondos. (Fig. 100 a) Las
células escamosas queratinizadas se originan en la piel externa y morfolégicamente son células
grandes y planas con abundante citoplasma angular y en la mayoria de los casos carecen de
nucleo y si el nucleo esta presente, es muy pequeno y redondo. Se pueden encontrar en grupos
(“cumulos”) o individualmente y suelen doblarse sobre si mismas y a veces se confunden con
cilindros. (Chew et al., 2010; Latimer & Duncan, 2011; Rizzi et al., 2017; Rosenfeld & Dial, 2010)

Las células escamosas se pueden observar por contaminacion procedente del tracto urinario
inferior en muestras obtenidas por cateterizacion o miccion directa y usualmente no tienen
relevancia diagndstica, pero no deben observarse en muestras obtenidas por cistocentesis, donde
podrian indicar la presencia de neoplasias o0 metaplasia escamosa por irritacion cronica de la
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vejiga. Las células epiteliales grandes y atipicas, o un gran numero de cualquier tipo de células
epiteliales, son un hallazgo anormal y pueden indicar pruebas adicionales para evaluar una posible
neoplasia del tracto urinario u otra enfermedad subyacente. (Agut et al., 2010; Elliott et al., 2019)
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Figura 100.- Células escamosas; a) células epiteliales con bacterias contaminantes sefialadas con
las flechas. Tomadas de: Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline Urianalysis

Células transicionales

Este tipo de células recubren la uretra proximal, la vejiga urinaria, los uréteres y la pelvis
renal, son de tamafo y forma variable, desde redondas, ovaladas, en forma de pera, poligonales
o caudadas (con cola) y tienen un citoplasma granular con uno o dos nucleos, que es mas grande
que el de las células epiteliales escamosas. Se considera normal hallar hasta cinco células
epiteliales de transicién por campo de bajo aumento en el sedimento urinario. Se observa un
mayor numero de células epiteliales de transicion en muestras de orina recolectadas por
cateterismo o en pacientes con mucosa inflamada, hiperplasica o neoplasica (p.ej., carcinoma de
células de transicion). (Agut et al., 2010; Elliott et al., 2019; Latimer & Duncan, 2011)

Las células epiteliales transicionales con morfologia caudada recubren especificamente las
pelvis renales y son un hallazgo anormal que se puede observar en pacientes con pielonefritis,
calculos renales pélvicos u otra patologia que afecte a la pelvis renal. (Fig. 101) (Elliott et al., 2019)

Células renales

Las células epiteliales renales se derivan de los tubulos renales, son cubicas a columnares
bajas, con una cantidad moderada de citoplasma y un uUnico nucleo excéntrico y redondo y
ligeramente mas grandes que los leucocitos. (Fig. 101 ¢) Una vez exfoliadas, las células epiteliales
renales suelen degenerarse rapidamente y cuando esto ocurre pueden ser dificiles de identificar
y diferenciar de los leucocitos o las pequefas células epiteliales de transicion. (Elliott et al., 2019;
Rizzi et al., 2017; Sink & Faldman, 2004)

La presencia de células epiteliales renales en la orina es anormal y se observan con mayor
frecuencia en pacientes con enfermedad renal isquémica, nefrotoxica o degenerativa, por lo
general en pacientes con insuficiencia renal aguda. (Chew et al., 2010)
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Figura 101.- Células transicionales. a) Cumulo de células transicionales sefialado con punta de flecha y células
transicionales individuales sefialadas con flechas continuas., b) Células caudadas., y c) Células del epitelio
tubular renal; nétese su morfologia cuboidal con nucleos excéntricos. Tomadas de: a): Rizzi, T. E., Et. Al. (2017).
Atlas of Canine and Feline Urianalysis., b) y c): Cowell, R. L., & Valenciano, A. C. (2018). Diagnostic cytology and
hamatology of the dog and cat.

Células neoplasicas

Ocasionalmente se observan células atipicas en el sedimento urinario, especialmente
aquellas de origen epitelial de transicidn. (Rizzi et al., 2017) Las células epiteliales de transicion
neoplasicas pueden exfoliarse en laminas cohesivas o individualmente. Se identifican por sus
caracteristicas malignas, como una alta proporcion nuclear: citoplasmatica, tamano celular y
nuclear variable, cromatina agrupada con nucléolos prominentes y actividad mitética. Sin
embargo, cuando hay inflamacién, no es posible distinguir las células epiteliales hiperplasicas,
que desarrollan caracteristicas cito-logicas similares, de las células epiteliales neoplasicas. Es
bastante comun que los tumores de vejiga se inflamen de manera secundaria y, por lo tanto, a
menudo no es posible un diagndstico definitivo utilizando solo la citologia de orina. En estos casos,
la informacion de diagndstico adicional (p. ej., citologia de impresion o histologia del material de
biopsia del catéter) puede ser util para hacer un diagndstico definitivo. Otros observados con
menos frecuencia los tumores incluyen rabdomiosarcoma, papiloma urotelial y carcinoma de
células escamosas. (Elliott et al., 2019)

Células sanguineas
Eritrocitos

Los eritrocitos son los elementos celulares mas pequefios, son discos bicéncavos redondos
con un ligero tinte rojizo a verdoso. (Fig. 102) Si la orina tiene una densidad alta, los glébulos rojos
se pueden crenar, y por el contrario en la orina con una densidad baja, los eritrocitos pueden
lisarse y pueden verse membranas fantasma tenues. Se pueden encontrar en pequefas
cantidades en muestras normales (0-3 por campo de 40x), especialmente en muestras de
cistocentesis, un numero superior indicara hematuria y sugiere la existencia de hemorragias en
algun punto del tracto urogenital; a causa de urolitos, neoplasias, infeccion bacteriana,
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traumatismos, cistitis estéril, nefritis, nefrosis, parasitos urinarios o alteraciones de la hemostasia.
(Agut et al., 2010; Rosenfeld & Dial, 2010)

Leucocitos

Los neutrdfilos comprenden la gran mayoria de los leucocitos observados en el sedimento
urinario. Los leucocitos son esféricos e incoloros con un citoplasma de aspecto granulado; en
ocasiones se puede discernir la forma lobulada del nucleo. (Fig. 102) Los leucocitos pueden
agregarse, pero generalmente estan presentes como células individuales. Son mas grandes que
los eritrocitos y generalmente mas pequefios que las células de transicion. La distincién entre
células epiteliales de transicion y leucocitos puede ser ambigua, sobre todo si se demora el
examen de la orina, ya que los leucocitos pueden hincharse y parecer mas grandes. Si hay dudas,
se debe examinar una preparacion tefida y secada al aire. (Rizzi et al., 2017)

En animales sin enfermedad genitourinaria, pocos leucocitos se observan en el sedimento de
orina. En las muestras recolectadas por cistocentesis, <3 por campo de 40 x. En las muestras
recolectadas por cateterismo o miccién natural, debe haber <8 leucocitos por campo de 40x.
(Cowell & Valenciano, 2020)

Cuando los neutrdfilos estan presentes en mayor numero, incluso si no se detectan bacterias en
la preparacion humeda del sedimento, la muestra de orina debe cultivarse porque el examen
microscopico es mucho menos sensible que el cultivo para detectar bacterias. (Cowell &
Valenciano, 2020)
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Figura 102.- Células sanguineas. a) Leucocitos y eritrocitos entremezclados sin tefir. b) Eritrocitos c) Leucocitos
tefiidos y bacterias fagocitadas sefialadas con flechas. d) Neutrofilos degenerados tefiidos con presencia de
bacterias. Tomadas de: a), c): Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline Urianalysis., b): Cowell, R. L., &
Valenciano, A. C. (2018). Diagnostic cytology and hamatology of the dog and cat., d) Agut, et. al., (2010). Manual de
Nefrologia y Urologia Canina y Felina.

La ausencia de piuria no excluye la infeccion del tracto urinario ya que los animales
inmunosuprimidos pueden desarrollar una infeccidon sin que sea detectable y la observacion de
piuria con bacteriuria concurrente indica la inflamacion activa del tracto urinario con infeccion
bacteriana primaria o secundaria. El urocultivo es util para identificar microorganismos de forma
definitiva y determinar su sensibilidad a los antimicrobianos. La piuria también se observa con
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otras causas de inflamacion del tracto genitourinario, como urolitiasis, neoplasias, prostatitis,
piometra e infecciones menos comunes que involucran virus o micoplasmas. (Elliott et al., 2019)

Microorganismos

La orina normalmente es estéril solo desde el rifidn hasta la uretra media; por lo tanto, las
bacterias observadas en las muestras evacuadas pueden representar contaminacion por el
microbiota normal del tracto urogenital inferior. La contaminacion también puede ocurrir en
muestras cateterizadas, particularmente aquellas obtenidas de hembras. (Latimer & Duncan,
2011)

Las bacterias son los microorganismos mas comunes en la orina. Tanto los bastones como
las bacterias cocoides se pueden ver en la orina de pacientes con un proceso séptico del tracto
urinario. El tipo de bacteria mas comun que se observa en las infecciones urinarias tiene forma
de baston con movimiento progresivo. (Rosenfeld & Dial, 2010) Los urocultivos cuantitativos y
cualitativos son necesarios para detectar bacteriuria clinicamente significativa. Obviamente, el
recipiente de recogida debe ser estéril si se va a realizar un cultivo microbioldgico. (Latimer &
Duncan, 2011)

Otros agentes infecciosos incluyen levaduras o formas hifas de hongos como Candida spp.,
Aspergillus spp., Blastomyces dermatitidis, y Cryptococcus. Con frecuencia, estos pueden
reflejar un crecimiento excesivo relacionado con el uso excesivo de antibidticos. La micosis
sistémica puede provocar la eliminacién de elementos fungicos en la orina, como Aspergillus sp.
(Cowell & Valenciano, 2020) Ocasionalmente se identifican otros agentes infecciosos en el
sedimento urinario; algas como Prototheca spp. Y huevos, larvas o adultos de nematodos como
Capillaria spp., Dirofilaria immitis, Dioctophyma renale, Trichuris spp. (Fig. 103) (Elliott et al.,
2019)

Otros hallazgos

Lipidos: Se pueden observar gotitas de lipidos en pacientes con degeneracion celular, a
menudo se encuentran en la orina de gatos sanos y pueden aumentar con la obesidad, diabetes
mellitus, hipotiroidismo y otras causas de lipiduria. Se pueden distinguir de los glébulos rojos por
su naturaleza refractil, que puede identificarse alterando la profundidad de enfoque del campo
microscopico. La tincion de Sudan también se puede utilizar para confirmar su presencia. (Fig.
103) (Chew et al., 2010; Cowell & Valenciano, 2020)

Contaminantes: El material extrafio a menudo contamina la orina recolectada al orinar o
cateterizar. El material vegetal, las esporas, el polen, el cabello, la paja, la materia fecal y el talco
de los guantes quirurgicos se pueden observar y confundir con otros elementos urinarios. Los
lubricantes pueden aportar gotitas refractiles a la orina. (Chew et al., 2010)
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Figura 103.- Microorganismos y otros hallazgos en el sedimento urinario. a) lipidos, b) fibras de
algodon, c) particulas de polén, d) bacterias cocoides, e) hifas de Aspergullis spp., f) esporas de
hongos, g) Pearsonema feliscati h) huevos de Dioctophyma renale y hematuria , i) microfilaria y
hematuria. Tomadas de: b), e), g) e i): Raskin, R., & Meyer, D. (2010). Canine and Feline Cytology. a),
c), d) y f): Rizzi, T. E., Et. Al. (2017). Atlas of Canine and Feline Urianalysis.. h): Rizzi, T. E., Et. Al. (2017).
Atlas of Canine and Feline Urianalysis.. b): Raskin, R., & Meyer, D. (2010). Canine and Feline Cytology.
c): Cowell, R. L., & Valenciano, A. C. (2018). Diagnostic cytology and hamatology of the dog and cat.
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Practica 4.- Urianalisis

Objetivo

Que el alumno aprenda el procedimiento del urianalisis, asi como la integracion de los

resultados para una interpretacion diagnodstica.

Material
MATERIAL

™ Bata blanca M Centrifuga clinica

M Historia clinica del paciente M Tubos cénicos de vidrio, 0 tubos de ensaye

™M Guantes M Pipeta Pasteur de vidrio o desechable

M Muestra de orina (minimo 6 ml) M Portaobjetos y cubreobjetos |

M Refractometro M Tinciones: Nuevo azul de metileno, Sternheimer-

M Tiras reactivas para urianalisis Malbin

M Agua destilada M Microscopio dptico con lentes objetivos 10x y 40x.
Metodologia

Examen fisico

Usar orina fresca u orina refrigerada que se haya calentado a temperatura ambiente. EI examen
fisico de la orina consiste en evaluar el color, turbidez, y densidad urinaria.

1.

w

Con muestra de 6 ml separar 5 ml o el 80% del volumen original de la muestra para realizar
posteriormente el examen microscopico. (Elliott et al., 2019)

Colocar el mililitro restante en un tubo coénico.

Observar y registrar el color y turbidez.

La turbidez se evalua colocando la muestra de orina por encima de un texto, con la
intencidon de evaluar qué tan legibles son las letras cuando se observan a través de la orina.
Se reporta en escala de cruces; 1+ turbidez leve, 2+ turbidez moderada y 3+ turbidez
marcada.

Si la orina es transparente el texto resultara facil de leer, por el contrario, si la orina es
turbia las letras del texto se apreciran con dificultad.

Densidad urinaria

1.

Calibrar el refractometro: colocar una gota de agua destilada sobre el prisma del
refractometro y bajar la tapa, Observar a través del ocular, la escala adecuada del agua
destilada es de 1.000 en gravedad especifica (SG) y 0 en proteinas totales (PT).
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Colocar 1 o 2 gotas de orina en la cara del prisma del refractdmetro y bajar la tapa superior
suavemente hasta que toda la orina se haya distribuido por capilaridad de manera
homogénea. (Fig. 104 a, by c)

Observar a través del ocular, donde esta la linea de limite color azul y leer la escala de
gravedad especifica o S.G. (Fig. 104 d) Ver Fig 6. Refractometro pag 14

Después de su uso, limpiar el refractdmetro y limpiarlo cuidadosamente con un paino suave.

=

!

Figura 104.- Medicion de la densidad urinaria. Autoria propia.

Examen quimico

1.

Colocar una gota de orina en cada almohadilla de la tira reactiva con una pipeta Pasteur y
eliminar el exceso de orina en un papel absorbente. (Fig. 105 a)

Leer en el orden y secuencia de tiempo adecuados segun lo prescrito por el fabricante.
Comparar el cambio de color con la tabla de prueba proporcionada.

Registrar los resultados. (Fig. 105 b)

Figura 105.- Examen quimico. a) colocacion de gotas de orina en cada almohadilla de la tira reactiva,
b) lectura de la tira con la guia de referencia y recopilacion de resultados en una bitacora. Autoria
propia.
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Examen microscopico

1.

A

Colocar 5 ml de orina en un tubo de centrifuga cénico o tubo de precipitados. (Fig. 106 a
y b)

Centrifugar la orina a 1000 rpm durante 5 minutos.

Balancear la centrifuga con un tubo de contrapeso con el mismo volumen de agua/orina
en la posicion opuesta. (Fig. 106 d)

Si se utiliza un volumen menor de orina (<3 ml) con centrifugacion a alta velocidad la
cantidad de sedimento obtenido puede ser demasiado pequefa, especialmente si la orina
estd muy diluida. La alta velocidad también puede dafar las células y destruir los cilindros.
Decantar el sobrenadante de la orina centrifugada volteando de un solo movimiento el tubo.
Esperar 3 segundos y regresar a su posicion original. (Fig. 106 e)

Figura 106.- Obtencidn del sedimento urinario para su examen microscopico. a) Colocacion de orina en el
tubo, b) Preparacion del contrapeso, c) Mismo volumen de agua y orina, d) Tubos con varias muestras de
orina para ser centrifugadas, e) La orina centrifugada es decantada en la tarja y f) Sedimento urinario.
Autoria propia.

7.

8.

Resuspender el sedimento en el mililitro restante de sobrenadante que quedo en el tubo
conico. (Fig. 107 a)

Observar el sedimento si es abundante, de color, etc. Esto ayudara a relacionar los
hallazgos. (Fig. 107 b)
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9. O resuspender el sedimento en el 20% restante del volumen original, si el volumen inicial
es inferior a 5 ml. (Elliott et al., 2019) (Fig. 106 f)
10.Si se utiliza una tincién de orina especializada como Sterheimer-Malbin 0 en su defecto
nuevo azul de metileno, agregar 1 gota al sedimento y se mezclar.
11. Colocar una gota de sedimento en un portaobjetos limpio y cubrir con un cubreobjetos de
22x22 mm evitando las burbujas de aire. (Fig. 107 c,d y e)
12.Colocar el portaobjetos en la platina del microscopio.
13.0Observa con el lente de 10x. En este aumento se busca la presencia de las siguientes
estructuras:
v Cristales: especificando el tipo de cristal. Se reportan cualitativamente como:
ninguno, pocos, moderados y abundantes.
v' Cilindros: se pueden visualizar mejor en las periferias del cubreobijetos.
Especificando el tipo y se reportan como un rango por campo de 10x. Por ejemplo:
0-2 cilindros hialinos/10x.
v' Células epiteliales: especificando el tipo de célula, y se reportan de igual manera
que los cilindros.
v Hilos de moco, huevos, larvas y parasitos adultos. Se reportan de igual manera que
los cristales. (Elliott et al., 2019)

Figura 107.- Examen microscdpico del sedimento urinario. a) sedimento urinario después de haber
decantado la orina centrifugada, b) ejemplos de dos muestras de sedimento urinario con diferentes
caracteristicas evidentes, c), d) y e) montaje del sedimento en la laminilla y f) observacion al microscopio.
Autoria propia.

176



g Manual tedrico-practico
e L P . <
A Patologia Clinica Veterinaria

14.Si se utiliza sedimento sin tefir se debe cerrar el condensador hasta que se tenga una
buena resolucion. (Fig. 107 f)

15.Cambiar al objetivo de 40x y volver a escanear la muestra confirmando las estructuras
encontradas en aumento de 10x. Es aconsejable contar un promedio de 20 campos.

16.Contar y registrar el numero de eritrocitos y leucocitos. Los cuales se reportan como un
rango por campo de 40x. Por ejemplo: 2-4 eritrocitos/40x.

17.Informar otros hallazgos; espermatozoides, levaduras, hongos, bacterias, lipidos, etc. Se
reportan cualitativamente como: ninguno, pocos, moderados o abundantes.

Anota tus resultados en la tabla 36.

Tabla 36.- resultados de Urianlisis

URIANALISIS
Resefia del paciente:
Método de coleccion:

Examen fisico: Examen Quimico Examen microscépico
Color pH Células escamosas /10x
Turbidez Glucosa mmol/L Células transicionales /10x
Densidad Proteinas g/L Células renales /10x
Sedimento Cetonas mmol/L Cilindros /10x

Bilirrubinas pmol/L Cristales /10x
Sangre Bacterias /40x
Eritrocitos /40x
Leucocitos /40x
Interpretacion:
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Autoevaluacion

1. Enlista los métodos de recoleccion de orina, ventajas y desventajas de cada uno.
Define el término “densidad urinaria”

Enlista las caracteristicas fisicas evaluables de la orina.

Enlista las caracteristicas quimicas evaluables de la orina.

Enlista los tipos celulares que se pueden hallar en el examen microscoépico.
Enlista los diferentes tipos de cristales que se encuentran en orinas de pH acido y
alcalino.

7. Enlista los tipos de cilindros existentes.

ook wd
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Fundamentos teédricos: Bioquimica clinica

Introduccion

La quimica clinica (también conocida como patologia quimica y bioquimica clinica) es el
area de la patologia clinica que generalmente se ocupa del analisis de los fluidos corporales;
suero, plasma, orina, asi como, liquido cefalorraquideo, trasudados, etc. Se puede realizar un perfil
quimico en suero, plasma o sangre completa, segun el tipo de analizador que se utilice. (Cork &
Halliwell, 2019; Rego, 2017)

La funcion de estos perfiles es evaluar la funcién general de un 6rgano: estos se pueden realizar
para establecer la salud de un paciente antes de realizar procedimientos invasivos como la cirugia,
evaluar la funcion éptima de un sistema de organos, diagnosticar un proceso de enfermedad,
monitorear la progresién de una enfermedad ya diagnosticada o evaluar la respuesta a la terapia
con medicamentos conocidos por ser daiino para érganos como el higado o el rindn. (Barger &
Macneill, 2015)

Marco tedrico

El perfil de quimica sérica es una de las pruebas iniciales mas importantes que se realiza
rutinariamente. Se toma una muestra de sangre del paciente, luego, la sangre se separa en una
capa de células y una capa de suero en una centrifuga. Finalmente, el suero es ocupado para
medir una variedad de compuestos o0 analitos; que evaluan el higado, los riflones, el equilibrio de
liquidos, electrolitos, proteinas y el estado acido-base, etc. (Barger & Macneill, 2015; Nandan,
2017)

Los resultados de los analisis quimicos se comparan con un intervalo de referencia especifico de
la especie, cuando los valores que estan elevados a menudo se denominan hiper, por ejemplo
un animal con un fésforo elevado se describira como hiperfosforemia. Los valores que estan
disminuidos se denominan hipo, por ejemplo un paciente con albumina disminuida se describira
como hipoalbuminemia. Estas reglas generales no se aplican de manera uniforme a todos los
analitos, pero si a la mayoria. Mientras que el sufijo —emi/a indica la presencia de un analito en la
sangre periférica. (Barger & Macneill, 2015)

Evaluacion renal

El analisis bioquimico sérico y el analisis de orina son las principales pruebas de diagndstico
para la deteccidn inicial y la estimacion de la gravedad de la enfermedad renal en perros y gatos.
(Pressler, 2013)

La tasa de filtracion glomerular (TFG) esta directamente relacionada con la masa renal funcional
y es el estdndar de oro para la evaluacién de la funcién renal y la deteccion de la progresiéon de
la enfermedad renal. Desafortunadamente, la TFG no se mide de forma rutinaria, en cambio, se
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utilizan sustitutos, como el nitrégeno ureico en sangre y las concentraciones de creatinina sérica,
ya que se determinan mas facilmente. (Chew et al., 2010)

Se han validado varios métodos para la determinacion de la TFG en perros y gatos, todos los
cuales informan el volumen de plasma, que se ha aclarado durante un intervalo de tiempo
determinado, por kilogramo de peso corporal del paciente. Después de inyectar una sustancia (el
marcador) que se elimina unicamente por filtracion a través de los glomérulos y que luego pasa a
la orina sin ser reabsorbida o segregada por los tubulos, la velocidad a la que la concentracion de
marcador disminuye en sucesivas muestras de sangre permite calcular el aclaramiento plasmatico
y la TFG. (Pressler, 2013)

Las sustancias de desecho que intervienen en la excrecidon de nitrégeno; son urea, creatinina y
amoniaco. Por lo general, el acido urico no se considera util para el diagnostico en medicina
veterinaria de mamiferos, pero es importante en aves y reptiles que ocupa esencialmente el
mismo papel que la urea en los mamiferos. (Kerr, 2002)

Urea

La urea representa el producto final del catabolismo de proteinas; se sintetiza en el higado
a partir del amoniaco derivado del catabolismo de los aminoacidos procedentes tanto de proteinas
exdgenas (dieta) como endogenas. Una pequefa cantidad de urea en la dieta se absorbe
directamente o se metaboliza en amoniaco por la microbiota intestinal y se absorbe, el resto se
filtra libremente en los glomérulos y los tubulos renales lo reabsorben pasivamente en un 50-65%.
La tasa de reabsorcion de urea depende de la tasa de flujo tubular y la presencia de hormona
antidiurética; por tanto, en animales deshidratados o pacientes con bajo gasto cardiaco, se
reabsorbe mas urea. (Elliott et al., 2019; Rick et al., 2004; Vaden et al., 2009)

La formacion de urea también se ve reforzada por estaos fisiologicos o condiciones que aumentan
la concentracién de urea en ausencia de disfuncion renal (Tabla 36)

Tabla 36.- Causas de incrementos de urea en sangre.

Estados fisiologicos o condiciones patologicas que aumentan la concentracion de urea, en ausencia
de disfuncién renal.

g. Hiperadrenocorticismo / administracion de

Consumo de una dieta rica en proteinas

. . . corticosteroides
Hemorragia gastrointestinal -
Ejercicio extenuante y prolongado h. - Infecaion

J yp g i. Quemaduras

J- - Anorexia prolongada

Convulsiones . . . .
k. Posiblemente la administracion de tetraciclina.

a
b
C.
d. Fiebre
e
f.  Acidosis

Tomada de: Rick, L., Alleman, A. R., Acvp, D., Cunningham, D. J., Deheer, H. L., Acvp, D., & Dorsey, K. (2004). Veterinary Clinical
Pathology Secrets.
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Todas las especies pueden excretar urea a través de sus glandulas salivales. Sin embargo,
solo los rumiantes y los caballos tienen una microflora unica que convierte la urea en aminoacidos,
los reabsorbe y tiene una excrecion neta de urea. (Thrall et al., 2012)

Causas de disminucion de urea: por disminucion de su producciéon, es decir, insuficiencia
hepatica, derivacidn portosistémica, pacientes desnutridos, dieta baja en proteinas. O mayor
excrecion, es decir, condiciones poliuricas o sobrehidratacion. La disminucion de urea puede ser
una indicacion para pruebas de funcion hepatica. (Willard & Tvedten, 2012)

Creatinina

La creatinina como la urea, es un producto de desecho nitrogenado que se excreta por los
rifones, pero no es un producto de la descomposicion de los aminoacidos sino de la
descomposicién de la creatina y fosfocreatina (Unico precursor de la creatinina) que es una
molécula de almacenamiento de energia que se encuentra en el musculo. La creatinina esta
formada por una unién no enzimatica, espontanea e irreversible de la fosfocreatina, que genera
creatinina y fosfato inorganico libre. (Rick et al., 2004)

Existe un catabolismo lento y constante de la creatina a un ritmo que es directamente proporcional
a la masa muscular del individuo y existe un flujo constante de creatinina al plasma que no se ve
afectado por ningun cambio en la actividad muscular o daiio muscular. Por tanto, los cambios en
la concentracion de creatinina plasmatica se deben por completo a cambios en la excrecion de
creatinina, es decir, reflejan la funcion renal. (Kerr, 2002)

La mayor parte de la creatinina formada en el cuerpo es eliminada por el rindn, aunque pequenas
cantidades pueden perderse en el sudor, en el tracto gastrointestinal o por vias de reciclaje
bioquimico. La creatinina se filtra liboremente en el glomérulo, con una pequena cantidad de
transporte activo a la orina en algunas especies.

La TFG disminuida aumenta la creatinina sérica, mientras que la filtracién glomerular aumentada
puede disminuir levemente las concentraciones de creatinina sérica. En general, la creatinina esta
menos influenciada por factores extrarrenales que la urea.

Causas de la disminucion de la creatinina sérica: puede ser el resultado de una pérdida
significativa de musculo o una gestacion (que aumenta el gasto cardiaco y posteriormente la TFG)
o derivaciones portosistémicas en perros. (Willard & Tvedten, 2012)

Azotemia

La azotemia se refiere a la acumulacion de desechos nitrogenados en la sangre: nitrégeno
ureico, creatinina y otros. Por lo tanto, las concentraciones en suero o plasma aumentan por
encima de los intervalos de referencia. (Rick et al., 2004)

La incapacidad de la filtracion glomerular es directamente proporcional a la cantidad de toxinas
en el torrente sanguineo. En general, se necesitan 65 a 70% de todos los glomérulos afectados
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antes de que aumenten las toxinas renales de nitrégeno ureico en sangre. (Rosenfeld & Dial, 2010;
Thrall et al., 2012)

La azotemia puede clasificarse por causas prerrenales, renales y posrrenales. Estas
causas no son mutuamente excluyentes y pueden ocurrir en varias combinaciones. Por ejemplo,
un paciente que esta vomitando y que tiene insuficiencia renal aguda puede tener una
combinacién de azotemia prerrenal causada por deshidratacion (con hipoperfusion renal) y
azoemia renal causada por la enfermedad renal primaria. (Rick et al., 2004)

Azotemia prerrenal

Cualquier estado que provoque una disminucion del riego sanguineo renal puede provocar
azotemia prerrenal, como la hipovolemia p.ej., deshidratacion e hipoadrenocorticismo, cuando se
presenta hipotensién p.ej., anestesia y cardiomiopatia. Inicialmente los rifones son estructural y
funcionalmente normales en perros y gatos con azotemia prerrenal y responden a la reduccion
del riego sanguineo normal conservando el agua y el sodio. (Nelson & Cuoto, 2010)

El porcentaje elevado de deshidratacion disminuye la capacidad del cuerpo para perfundir sus
organos normalmente y la filtracion glomerular disminuye. Sin embargo, los riflones aun
mantienen la capacidad de concentrar la orina, por lo tanto, se produce una orina hiperestenurica
p.ej., una densidad especifica mayor de 1.030 en perros y 1.035 en gatos, con una concentracion
relativamente baja de sodio y una elevada concentracion de creatinina. (Nelson & Cuoto, 2010;
Rosenfeld & Dial, 2010)

La gravedad especifica de la orina es alta porque la mayoria de las situaciones que causan o estan
asociadas con la azotemia prerrenal también estimulan la secrecion de ADH. Los riflones
funcionales responden concentrando la orina.(Latimer & Duncan, 2011)

Las excepciones a la generalizacion de que la azotemia prerrenal esta asociada con la orina
concentrada son condiciones concurrentes que impiden que la orina se concentre. Estos incluyen
diabetes insipida central y nefrogénica, hipoadrenocorticismo, hipercalcemia, esteroides,
piometra y lavado medular. (Thrall et al., 2012)

Azotemia renal

La azotemia renal es causada por lesiones en una de cinco localizaciones: glomérulos,
tubulos, intersticio, pelvis renal o vasos sanguineos. Cada vez que se reconoce la azotemia, el
siguiente paso es correlacionarla con la gravedad especifica de la orina (USG) (Thrall et al., 2012)

Cualquier enfermedad renal que cause dafo a mas del 75% de las nefronas y reduzca la TFG por
debajo del 25% disminuira la excrecion de urea y creatinina. Si se comprometen suficientes
unidades de nefrona y las unidades restantes no pueden hipertrofiarse para compensar
suficientemente, la disminucién de la TFG dard como resultado la azotemia. Con la nefropatia
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cronica grave, es posible que la azotemia no vuelva a la normalidad con la fluidoterapia. (Rosenfeld
& Dial, 2010; Thrall et al., 2012)

Si la orina de un animal azotemico es isostenurica (SG, 1.008-1.012) o minimamente concentrada
(SG, 1.012-1.030) se considera la posibilidad de enfermedad renal primaria. (Vaden et al., 2009)

Azotemia posrenal

La azotemia posrenal habitualmente es causada por una obstruccion del flujo urinario o la
rotura del aparato urinario en su salida. De forma similar a la azotemia prerrenal, en la posrenal
los riflones inicialmente son normales; sin embargo, la densidad especifica urinaria varia
dependiendo del estado de hidratacion del animal. En los pacientes con obstruccion uretral, la
cateterizacion resulta dificil y la disuria y la estranguria son manifestaciones clinicas comunes. La
rotura del aparato urinario que implica azotemia habitualmente afecta a la vejiga o a la uretra, es
mas comun en animales machos que en hembras y con frecuencia supone un derrame abdominal
o una acumulacién de liquido subcutaneo. (Nelson & Cuoto, 2010)

Uremia

La uremia es el conjunto de signos clinicos asociados a un severo fallo de la funcién
excretora renal. Los signos clinicos son resultado de las consecuencias multisistémicas de la
insuficiencia renal como letargo, depresion, hiporexia, vomitos, diarrea, pérdida de peso, ulcera
gastrica, encefalopatia urémica, acidosis, osteopatia e hipertension. La aparicién o no de signos
de uremia depende del grado de azotemia y también de la rapidez con la que se instaure, un
deterioro rapido de la funcién renal causara signos clinicos mas severos que un dafo progresivo,
aunque cualitativamente el espectro de sintomas puede también variar. (Agut et al., 2010; Rick et
al., 2004; Sharkey & Judith, 2011)

Fésforo

El fésforo es un mineral que es un elemento clave en muchas funciones celulares, incluida
la formacion ésea, el metabolismo energético, la contraccion muscular y el equilibrio acido-base.
El fésforo se excreta en gran medida por los rifiones. Hay muchas causas para el aumento de los
niveles de fésforo en sangre (hiperfosforemia); sin embargo, la presencia de hiperfosforemia en
asociacion con elevaciones de urea y creatinina puede apoyar cambios en la filtracion glomerular.
(Rosenfeld & Dial, 2010)

En la insuficiencia renal aguda se puede observar una concentracion de fosforo sérico que
aumenta desproporcionadamente en relacién con la concentracion de creatinina sérica. Mientras
que, en la insuficiencia renal cronica, se observa un aumento de la concentracion sérica de fosforo
hasta que > 85% de las nefronas no son funcionales. (Chew et al., 2010)
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Proteinas

La hipoproteinemia indica una disminucion en el valor total de proteinas. Las causas
pueden incluir pérdida o disminucion de la produccion: la pérdida de proteinas a su vez puede
ser causa de hemorragia o enteropatia perdedora de proteinas, que resultan en una pérdida de
albumina y globulinas por igual. Otra causa de pérdida de proteinas es la enfermedad glomerular
y tubular grave en donde la hipoproteinemia se debe en su mayoria a la hipoalbuminemia,
mientras que los niveles de globulinas por lo general se mantienen normales. La hipoproteinemia
causada por una disminucion en su produccion, se puede asociar a animales con enfermedad
hepatica grave, ya que, la albumina se produce principalmente en el higado; por lo tanto, los
animales con >80% del parénquima hepatico dafado pueden provocar una hipoalbuminemia
marcada. De manera contraria tenemos la hiperproteinemia, y la causa mas comun es relativa,
secundaria a deshidratacion. Un paciente deshidratado tiene menos liquido en la sangre; por lo
tanto, el componente sélido parece relativamente aumentado. La deshidratacion puede resultar
en hiperalbuminemia e hiperglobulinemia. (Barger & Macneill, 2015)

Insuficiencia renal

La insuficiencia renal es un estado de funcionalidad renal disminuida donde la azotemia y
la incapacidad de producir orina hiperestenurica persisten de manera simultanea. El tratamiento
y pronéstico varian para los animales con insuficiencia renal aguda (IRA) e insuficiencia renal
cronica (IRC); por eso es importante diferenciar ambas entidades. La IRA se desarrolla en horas
o dias. Las unicas manifestaciones clinicas y los hallazgos clinico-patolégicos que se asocian a la
IRA a menudo son rifiones grandes o hinchados, hemoconcentracion, buena condicion corporal,
sedimento urinario activo, hipokalemia y acidosis metabdlica, asi como manifestaciones clinicas
relativamente graves para el grado de azotemia. La IRC se desarrolla durante un periodo de
semanas, meses o0 afnos y las manifestaciones clinicas con frecuencia son relativamente leves
para la magnitud de la azotemia. Las unicas manifestaciones de IRC generalmente consisten en
antecedentes de pérdida de peso y poliuria/polidipsia (PU/PD), mala condicion corporal, anemia
no regenerativa, rinones pequenos e irregulares y fibrodistrofia 6sea provocada por el
hiperparatiroidismo secundario renal. (Nelson & Cuoto, 2010)

Otros indicadores de diagnostico de la enfermedad renal temprana

Las pruebas convencionales actuales de dafo renal y funcién en sangre (creatinina sérica
y nitrdgeno ureico) y orina (proporcion de creatinina de proteinas en orina y densidad urinaria de
la orina) se utilizan ampliamente para el diagnéstico y seguimiento de la enfermedad renal. Sin
embargo, todos tienen limitaciones importantes, y son marcadores adicionales de la tasa de
filtracion glomerular y daino glomerular y tubular, particularmente para la deteccion mas temprana
de la enfermedad renal cuando la terapia es mas efectiva. Ademas, los marcadores urinarios de
dafno y funcion renal pueden ayudar a localizar el dafio en la parte afectada del rinon. (Hokamp &
Nabity, 2016)
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Los biomarcadores son moléculas fisioldgicas (generalmente proteinas) que aumentan o
disminuyen en asociacidn con procesos normales o patologicos. Los laboratorios de diagnostico
ofrecen algunos analisis de biomarcadores urinarios, aunque la validacion clinica en perros y gatos
todavia es limitada. (Pressler, 2013)

Dimetilarginina simétrica (SDMA)

La dimetilarginina simétrica es un producto del metabolismo de las proteinas celulares que
se libera a circulacién después de la protedlisis, la SDMA se forma por metilacién postraduccional
de la arginina por la proteina tipo 2 arginina metiltransferasas. Los rifiones son la principal fuente
de excrecion de SDMA y no parece ser reabsorbida por los tubulos para su reutilizacion. (Elliott
et al., 2019; Hokamp & Nabity, 2016)

La SDMA es un indicador mas confiable de la funcién renal que la creatinina, lo que permite una
deteccion mas temprana de la insuficiencia renal aguda y la enfermedad renal crénica. (Tighe &
Brown, 2020)

Acido - Base

La evaluacion de las concentraciones de electrolitos y el equilibrio acido-base se suele
utilizar mas para evaluar la gravedad de la enfermedad y para guiar el tratamiento que como una
herramienta de diagndstico, aunque ciertos cambios pueden ayudar en el diagnodstico de algunos
trastornos. Las anomalias en las concentraciones de electrolitos y el equilibrio acido-base a
menudo se asocian con diarrea, colicos, rabdomidlisis, ejercicio y sudoracion prolongados,
enfermedad renal y anomalias endocrinas. (Walton et al., 2021)

El cuerpo mantiene el pH dentro de un rango estrecho necesario para las reacciones bioquimicas
normales. La concentracion de H* se regula a través de sistemas buffer, como el bicarbonato; el
sistema respiratorio, que elimina acidos mediante la expiracion del CO, y los riflones, que
reabsorben NaHCOs; en el tubulo proximal, excretan acidos débiles en el tubulo distal y convierten
CO; en H*y HCOg. (Jackson, 2007)

Las alteraciones acido-base metabdlicas se desarrollan con relativamente lento, durante
un periodo de dias, mientras que las alteraciones acido-base respiratorias pueden desarrollarse
de forma muy aguda. A medida que se desarrolla una anomalia acido-base, el paciente intentara
compensar. Si hay una alteracion metabdlica, el sistema respiratorio intenta compensar y
viceversa. (Barger & Macneill, 2015; Thrall et al., 2012)

Estas alteraciones se clasifican en las siguientes cuatro categorias principales. (Tabla 37)
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Tabla 37.- Alteraciones acido base.

ALTERACIONES ACIDO BASE

Alteracion primaria del sistema

buffer bicarbonato (HCO ) Causas

Disturbio acido - base

Cualquier causa de mala perfusién generalizada
que conduzca a la produccién de lactato (acidosis

Acidosis metabdlica lactica)
o Bicarbonato disminuido Cetoacidosis diabética
pH disminuido .
Insuficiencia renal
Toxicidad por etilenglicol
Diarrea
Pérdida de acido debido a vomitos u obstruccion
Alcalosis metabdlica : . funcional del tracto gastrointestinal superior
Bicarbonato incrementado . . )
pH aumentado Terapia excesiva con bicarbonato

Terapia diurética excesiva

Cualquier causa de insuficiencia respiratoria, por
ejemplo:

Neumonia grave

COzincrementado (hipercapnia) | Neumotorax

Efusion pleural severa

Obstruccion de vias aéreas

Hipoventilacion por sobredosis de anestésico

Acidosis respiratoria
pH disminuido

Patologia pulmonar que da como resultado una
alteracion de la difusion alveolar de O

Exceso de ventilacion con presion positiva durante
la anestesia

Alcalosis respiratoria

R CO2 disminuido (hipocapnia)

Tomado de: Thrall, M. A., Weiser, G., Allison, R. W., & Campbell, T. W. (2012). Veterinary hematology and Clinical chemistry.

Electrolitos

Las concentraciones de electrolitos en suero o plasma son el resultado neto de la ingesta,
excrecion y cambios entre el liquido intracelular (LIC) y el liquido extracelular (LEC). El sodio y el
cloro son los electrolitos cuyas concentraciones son mayores en el LEC mientras que, la
concentracion de potasio, calcio, fosforo y magnesio es mas alta en el LIC. (Tabla 38) (Thrall et
al., 2012)
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Tabla 38.- Alteraciones electroliticas.

ELECTROLITO ALTERACIONES

Hipernatremia: generalmente resulta de la pérdida de liquido que consiste en la pérdida de agua
que puede ocurrir con la deshidratacion, una dieta alta en sodio, hiperadrenocorticismo,
enfermedad renal cronica y diabetes insipida.

Sodio Na*

Hiponatremia: generalmente ocurre como consecuencia de la pérdida de sodio que ocurre con
vomitos, diarrea, dietas bajas en sodio (grandes especies en particular), hemorragia aguda,
hipoadrenocorticismo, fluidoterapia, sindrome nefrético, hipotiroidismo, entre otras.(Jackson,
2007; Nandan, 2017; Stockham, Steven L., 2008)

Hipercloremia: Los niveles altos de cloro pueden ocurrir con deshidratacion, fluidoterapia y
acidosis metabdlica hiperclorémica. (Nandan, 2017; Stockham, Steven L., 2008)

Cloro CI- Hipocloremia: la hipocloremia acompafia @ menudo a la hiponatremia y disminuira a partir de
mecanismos similares al sodio. El cloro también se puede perder o secuestrar sin sodio. Ejemplos
de esto incluyen vomitos en perros y gatos, abomaso desplazado en rumiantes y obstruccidn
duodenal proximal.

Hipercalemia: hay tres mecanismos principales: 1) disminucion de la excrecion urinaria:
hipoadrenocorticismo, insuficiencia renal acompafiada de disminucion de la produccién de orina
y obstruccién del tracto urinario/ruptura de la vejiga urinaria. 2) Redistribucion entre el liquido
intracelular y el liquido extracelular: acidosis metabolica hipoclorémica 3) Aumentos artificiales de
potasio por hemolisis: ciertas razas de perros (como Akita y Shiba Inu) y caballos tienen mayores
Potasio K* | cantidades de potasio intraeritrocitico.

Hipocalemia: las disminuciones de potasio se pueden dar bajo tres distintos mecanismos: 1)
disminucion de la ingesta: anorexia, especialmente en bovinos. 2) aumento de la pérdida (p. €j.,
vomitos o diarrea) y 3) redistribucion entre liquido intracelular y extracelular (p. ej., la
administracion de glucosa e insulina conducira el potasio al interior de la célula).

Tomada de: Barger, A. M., & Macneill, A. L. (2015). Clinical Pathology Laboratory Techiniques for Veterinary Technicians. Wiley-
Blackwell.

Los perfiles de electrolitos y acido-base se utilizan principalmente para evaluar la gravedad de los
trastornos de los fluidos corporales mas que para hacer un diagnéstico especifico. A veces, estos
perfiles pueden ser utiles para corroborar un diagndstico. En raras ocasiones, un patron de
electrolitos puede ser caracteristico de una enfermedad especifica. (Latimer & Duncan, 2011)
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Evaluacion hepatica

El higado tiene un papel esencial en el metabolismo de los nutrientes, incluido el control y
mantenimiento del nivel de glucosa en sangre; en la desintoxicacion y excrecion de metabolitos
hidrofébicos y xenobidticos; en la sintesis de la mayoria de las proteinas plasmaticas; y en la
digestion a través de la sintesis, secrecion biliar y conservacion de los acidos biliares que son
esenciales tanto para la digestion como para la absorcién intestinal de grasas y otros lipidos,
incluidas las vitaminas liposolubles. (Tennant & Center, 2008)

Los perfiles hepaticos pueden incluir alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (FA),
gamma glutamiltranspeptidasa (GGT), aspartato aminotranferasa (AST), sorbitol deshidrogenasa
(SDH), bilirrubina total (BT), urea, albumina, colesterol y glucosa. (Barger & Macneill, 2015;
Latimer & Duncan, 2011; Rosenfeld & Dial, 2010)

Algunas de estas enzimas son especificas del higado y otras no. También existe variabilidad entre
especies. El aumento de la actividad enzimatica se debe a la fuga de las células lesionadas, el
aumento de la produccion de enzimas o ambas. (Jackson, 2007)

Las pruebas para evaluar el sistema hepatobiliar se pueden agrupar de la siguiente manera:

a) Pruebas enzimaticas: de escape e induccion.

b) Pruebas de captacion, conjugacion y secrecion: bilirrubina sérica, amoniaco y acidos
biliares.

c) Pruebas de sintesis hepatica: glucosa, proteinas, urea y factores de coagulacion.

Pruebas enzimaticas

Las enzimas que pueden liberarse cuando la lesion celular altera las membranas celulares;
las enzimas que pasan al espacio extracelular y luego al suero por este mecanismo se denominan
enzimas de escape. Por el contrario, la induccion implica el aumento de la produccién de una
enzima por las células que normalmente producen la enzima en cantidades mas pequefias. Este
aumento de la produccion es inducido por algun tipo de estimulo y da como resultado una mayor
liberacion de la enzima de las células y una mayor actividad de la enzima en el suero. Las enzimas
que pasan al suero por este mecanismo se denominan enzimas de induccion. (Thrall et al., 2012)

Enzimas de escape
Alanina aminotranferasa, ALT.

La ALT es un indicador util de daino hepatocelular, particularmente en perros y gatos. Esta
enzima también se libera con una lesion muscular; por lo tanto, las elevaciones de la actividad
sérica deben evaluarse junto con otros marcadores de dano hepatico y muscular. (Jackson, 2007)
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Aspartato aminotransferasa, AST.

La AST no es especifica del higado; se encuentra en la mayoria de los tejidos. Pueden
producirse aumentos significativos de la actividad de la AST sérica con lesion hepatica o muscular
o con hemodlisis. (Latimer & Duncan, 2011)

En aves y reptiles se ha informado de una mayor actividad de la AST en el higado, musculo
esquelético, musculo cardiaco, cerebro y rifion. La distribucion de AST entre los tejidos varia
segun la especie, lo que dificulta la interpretacion del aumento de la actividad de AST en plasma.
Una actividad enzimatica aumentada puede sugerir una lesion hepatica grave, especialmente en
presencia de biliverdinuria o biliverdinemia. Sin embargo, el aumento de la actividad de AST no
proporciona informacion sobre la funcidn hepética. Es util evaluar la actividad de CK junto con la
actividad de AST para diferenciar entre lesion muscular y hepatica. (Thrall et al., 2012)

Sorbitol deshidrogenasa, SDH.

En caballos y rumiantes, la medicion de la actividad de SDH es particularmente util, dada
la relativa falta de indicadores especificos del higado de dafo hepatocelular. (Jackson, 2007)

Enzimas de induccion
Fosfatasa alcanina, FA.

La fosfatasa alcalina es una enzima de induccién que se adhiere a las membranas celulares
y es sintetizada por muchos tejidos como el higado, los huesos, los rifiones, el intestino, el
pancreas y la placenta. (Thrall et al., 2012)

La isoenzima ésea es producida por osteoblastos. Los animales jovenes en crecimiento pueden
tener hasta tres veces la actividad normal del suero adulto. La actividad del suero puede aumentar
de dos a cuatro veces como resultado de enfermedades que aumentan la actividad osteoblastica.
(Rick et al., 2004)

Los corticosteroides (exdégenos o enddgenos) y los anticonvulsivos (p. €j., fenobarbital, fenitoina,
primidona) inducen un aumento de la produccion de FA por los hepatocitos caninos. Se han
implicado corticosteroides exdgenos en cualquier forma (oral, parenteral, tépica, oftalmica y
otica). Los corticosteroides inducen un marcado aumento de una isoenzima hepatica especifica
en perros. La isoenzima esteroidea aumenta dentro de los 6 dias posteriores a la exposicion a
corticosteroides enddégenos o exdgenos y puede alcanzar niveles muy altos en 3 a 4 semanas.
(Rick et al., 2004; Thrall et al., 2012)

La causa mas comun de aumento de las concentraciones séricas de FA es la colestasis. La
colestasis induce la sintesis de FA, que se concentra en la membrana basolateral de los
hepatocitos, donde se libera a la sangre o los vasos linfaticos. Las concentraciones mas altas de
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FA sérica se asocian con colangitis, cirrosis biliar u obstruccién de la via biliar extrahepatica.
(Walton et al., 2021)

En los gatos y caballos la FA tiene poca sensibilidad diagnéstica para detectar colestasis. Los
gatos suelen estar ictéricos antes de que aumente la actividad de la ALP. (Stockham, Steven L.,
2008)

Glutamiltranspeptidasa, GGT.

La GGT esta presente en la mayoria de los tejidos, pero la mayor actividad se encuentra
en la superficie canalicular de los hepatocitos, en el epitelio de las vias biliares y en los tubulos
renales. La actividad sérica de GGT es principalmente de origen hepatico. (Rick et al., 2004)

El aumento de la actividad de GGT en suero es el resultado de la induccion de enzimas que
involucran a hepatocitos o células epiteliales biliares. La colestasis provoca un aumento de la
actividad de la GGT en suero y también puede aumentar con necrosis hepatica grave en caballos
y bovinos, presumiblemente debido a la necrosis del epitelio biliar. Esta enzima se considera mas
sensible a la colestasis (en comparacion con FA) en gatos, caballos y ganado. Mientras que es el
indicador preferido de enfermedad biliar en aves. El calostro de perros, ovejas y ganado contiene
una alta actividad de esta enzima, los recién nacidos pueden tener una actividad de GGT sérica
muy alta (hasta 1000 veces la actividad de los adultos) por lo que la GGT puede ser util como
indicador de transferencia pasiva en estas especies. (Latimer & Duncan, 2011)

Pruebas de captacion, conjugacion y secrecion de sangre periférica

Bilirrubina total

La medicion de la bilirrubina sérica total esta indicada en casos de ictericia (ya sea en el
examen fisico o en la inspeccion de suero o plasma no hemolizado), bilirrubinuria (cualquier
cantidad en un gato o cantidades significativas en un perro) o sospecha de enfermedad hepatica
que no es aparente en otras pruebas. (Willard & Tvedten, 2012) La medicion de las fracciones de
bilirrubina directa (BD, o conjugada; BC) e indirecta (Bl, o no conjugada; BNC) se puede utilizar
para intentar caracterizar la causa de la hiperbilirrubinemia. (Latimer & Duncan, 2011)

Hiperbilirrubinemia

La hiperbilirrubinemia, un aumento en la concentracién de bilirrubina total circulante,
conduce a ictericia. En teoria, la BNC deberia predominar en la hiperbilirrubinemia prehepatica o
hepatica, y la BC deberia predominar en la hiperbilirrubinemia poshepatica. (Latimer & Duncan,
2011)

La enfermedad hemolitica y la enfermedad hepatobiliar son las dos causas principales de
hiperbilirrubinemia. Una rapida aceleracion de la destruccion de eritrocitos debido a una

190



S Manual tedrico-practico
.fjﬁs,}/« ) - p . ' K,
A Patologia Clinica Veterinaria

enfermedad hemolitica grave que da lugar a hiperbilirrubinemia prehepatica se asocia con
anemia. (Suchodolski et al., 2012)

Dentro de las causas comunes de ictericia hepatica o poshepatica en perros incluyen pancreatitis
que obstruye el conducto biliar, mucoceles de la vesicula biliar, colecistitis, hepatitis cronica,
linfoma hepatico, necrosis hepatica aguda, cirrosis hepatica y colestasis intrahepatica. (Willard &
Tvedten, 2012)

Colestasis

La colestasis se refiere a la interrupcion u obstruccion del flujo o excrecion de la bilis. Las
dos enzimas séricas que se utilizan para detectar la colestasis son la fosfatasa alcalina FA y la
gamma glutamiltransferasa GGT. (Latimer & Duncan, 2011; Thrall et al., 2012)

Acidos biliares

Los hepatocitos sintetizan dos acidos biliares primarios a partir del colesterol, acido cdlico
y acido quenodesoxicolico, y conjugarlos con glicina o taurina. Los acidos biliares son secretados
por la membrana canalicular hacia los canaliculos para su transporte al tracto intestinal por el
sistema biliar. (Suchodolski et al., 2012)

Se observa un aumento de la concentracion de acidos biliares en las derivaciones
portosistémicas, insuficiencia hepatica, colestasis y contraccién inadecuada de la vesicula biliar.
Por el contrario, la disminucion de la concentracion de acidos biliares en suero no ocurre con la
enfermedad hepatica, pero puede ocurrir con algunos trastornos intestinales. (Latimer & Duncan,
2011; Thrall et al., 2005)

Amoniaco

El amoniaco se produce en el tracto intestinal y es transportado por la circulacién portal al
higado donde se metaboliza. Un subproducto es el nitrdgeno ureico, que ingresa a la circulaciéon
y es excretado por los riflones. (Suchodolski et al., 2012) La pérdida de masa hepatocelular debida
a enfermedad grave y derivaciones portosistémicas congénitas permite que altas concentraciones
ingresen a la circulacion (hiperamonemia) donde pueden causar disfuncion cerebral
(encefalopatia hepatica). (Walton et al., 2021)

Urea
La urea es sintetizada por hepatocitos a partir de amoniaco. En animales con insuficiencia
hepatica, la disminucién de la masa hepatica funcional da como resultado una menor conversion

de amoniaco en urea. En consecuencia, la concentracion de amoniaco en sangre aumenta y la
concentracion de urea disminuye. (Thrall et al., 2012)
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Pruebas de sintesis hepatica

Los valores de estos analitos pueden fluctuar ampliamente en la enfermedad. Debido a que
el higado tiene una gran capacidad de reserva, estas anomalias de laboratorio por lo general no
son detectables hasta que se ha perdido aproximadamente el 70% de la masa funcional hepatica.
(Latimer & Duncan, 2011)

Glucosa

El higado juega un papel clave en el metabolismo de la glucosa. La hipoglucemia causada
por una enfermedad hepatica a menudo se asocia con anomalias vasculares portosistémicas
congeénitas, especialmente en razas pequefias y en pacientes con necrosis hepatocelular aguda
grave. La hipoglucemia también se asocia con la enfermedad por almacenamiento de glucégeno
y la neoplasia hepatica primaria. (Suchodolski et al., 2012)

Proteinas

La mayoria de las proteinas se producen en el higado, con la excepcion de las
inmunoglobulinas (anticuerpos) que son producidas por las células plasmaticas en el tejido
linfoide y la médula 6sea. (Barger & Macneill, 2015)

La albumina es la proteina plasmatica mas abundante. La hipoalbuminemia puede ser
causada por una sintesis defectuosa de albumina asociada con una enfermedad hepatocelular
grave o0 puede ser causada por una mayor pérdida de albumina como resultado de una
glomerulopatia (nefropatia con pérdida de proteinas), inflamacién intestinal grave o linfangiectasia
intestinal (enteropatia con pérdida de proteinas). Asimismo, la sintesis de proteinas de
coagulacion (factores I: fibrindgeno, ll: protrombina, V, VII, IX, X, Xl y proteina C, proteina S y
antitrombina) tiende a disminuir en la enfermedad hepatica. (Tennant & Center, 2008)

Por otro lado, las causas de hiperproteinemia se asocian a hemoconcentracion por
deshidratacion, sintesis incrementada de proteinas en cuadros inflamatorios infecciosos y no
infecciosos y cuadros neoplasicos. (Latimer & Duncan, 2011)

La hiperglobulinemiaindica valores altos de globulinas con albumina normal o disminuida
y a menudo se asocia con estimulacion inmunolégica y / o estimulacion antigénica. La produccién
neoplasica de inmunoglobulinas también se puede observar con una neoplasia de células
plasmaticas (llamada mieloma multiple) o linfoma. (Barger & Macneill, 2015)
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Practica 5.- Bioquimica clinica

Objetivo

Esta practica es de caracter tedrico y busca orientar a los alumnos con una breve
explicacion de los procesos metabdlicos que se pueden analizar mediante equipos automatizados
de quimica sanguinea y su importancia diagnostica.

Sin embargo, se mencionan algunos métodos usados para la determinacion de: urea, creatinina,
proteinas totales, albumina, bilirrubina total y directa, acido urico y enzimas como AST, ALT y FA
utilizando Kits comerciales SpinReact®.

Espectrofotometro Genesys 20: el instrumento debe estar colocado en una superficie plana,
lejos de cualquier aparato que genere campos de alta frecuencia, asi como, libre de polvo,
vibraciones y gases corrosivos. (Fig. 107)

Enciende el aparato con el boton de “ON”, y verifica que la celda de lectura este vacia al
encenderlo. Deja calentar el aparato 30 minutos. (Buendia et al., 2007)

Para manipular las mediciones de absorbancia y transmitancia; oprime A/T/C para seleccionar el
modo de absorbancia o transmitancia.

1. Para seleccionar la longitud de onda, oprimir “nm” 1 y “nm” | .

2. Insertar blanco en el porta celdas y cerrar la puerta de compartimento (la luz debe pasar
por la pared clara de la celda).

Oprimir 0 ABS/100%T para llevar el blanco a 0 ABS 100% T.

Sacar el blanco e insertar la muestra en el portaceldas.

5. La medicion aparece en la pantalla. (Buendia et al., 2007)

> W

Figura 108.- Espectrofotometro Genesys 20.
Tomada de: g2g.to/XJiC
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Metodologia con reactivos Spinreact®.

Determinacion de Urea

Principio del método: La urea presente en la muestra reacciona con el o-ftalaldehido en medio
acido originando un complejo coloreado que puede cuantificarse espectrofotométricamente. La
intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de urea en la muestra ensayada.

Reactivos
R1 o-Ftalaldehido 4,8 mmol/L
Solucién borato 87 mmol/L
R2 Acido sulfurico 3 mol/L
Urea cal Patron primario acuoso de Urea 50 mg/dL

Preparacion: reactivos listos para su uso.

Muestras

e Suero o plasma heparinizado: No usar sales de amonio o fluoruro como anticoagulantes.
e Orina: Diluir la muestra al 1/50 en agua destilada. Mezclar. Multiplicar el resultado obtenido
por 50 (factor de dilucion). Evitar el crecimiento bacteriano, manteniendo el pH < 4.

Procedimiento y calculos

Condiciones del ensayo:

1. Longituddeonda:................ 510 nm (500-550)

2. Cubeta: . ........ ... .. L 1 cm paso de luz

3. Temperatura:............ ... i, 37°C

4. Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.

A. Cinética
1. Pipetear en tubos de ensayo:
Blanco Patron Muestra

R1 mL 1.0 1.0 1.0
Patrén pL -- 50 --
Muestra pL -- -- 50

2. Mezclar e incubar 1 minuto y anadir:
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R2 mL 1.0 1.0 1.0

3. Mezclar, incublar a 37°C y leer las absorbancias a 1 minuto (A1) y a los 2 minutos (A2).
4. Calculcar el incremento de absorbancia A=A2-A1.

Calculos

(A2 - Al)Muestra—( A2 - Al)Blanco x 50(Conc. Patrén) = mg/dL de urea en la muestra
(A2— Al) Patron—( A2 - Al ) Blanco

B. Punto final :
1. Pipetear en tubos de ensayo:
Blanco Patron Muestra

R1 mL 1.0 1.0 1.0
Patrén pL -- 25 --
Muestra pL -- -- 25

2. Mezclar e incubar 1 minuto y anadir:
R2 mL 1.0 1.0 1.0

3. Mezclar, incublar 15 minutos a 37°C
4. Leerla (A) del calibrador y la muestra, frente al blanco de reactivo.

Calculos

(A) Muestra—(A) Blanco
(A) Patron—(A) Blanco

% 50(Conc. Patrén) = mg/dL de urea en la muestra

Factor de conversion: mg/dL x 0,1665 = mmol/L. (Spinreact, 2015)
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Determinacion de Creatinina

Principio del método: esta basado en la reaccion de la creatinina con el picrato de sodio descrito
por Jaffé. La creatinina reacciona con el picrato alcalino formando un complejo rojizo. El intervalo
de tiempo escogido para las lecturas permite eliminar gran parte de las interferencias conocidas
del método. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracidén de creatinina en
la muestra ensayada.

Reactivos
R1 Reactivo picrico Acido picrico 17,5 mmol/L
R2 Reactivo alcalinizante | Hidroxido sodico 0,29 mol/L
Creatinine Cal Patron primario acuoso de Creatinina 2 mg/dL

Preparacion de reactivo de trabajo (RT): Mezclar volumenes iguales de R 1 Reactivo picrico y
de R 2 Reactivo alcalinizante.

Muestras

e Suero o plasma heparinizado.

e Orina: Diluir la muestra al 1/50 en agua destilada. Mezclar. Multiplicar el resultado obtenido
por 50 (factor de dilucion).

Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:............... 492 nm (490-510)
Cubeta:. .......... ... ... .. 1 cm paso de luz
Temperatura. . . .................... 37°C / 15-25°C

2. Ajustar el espectrofotémetro a cero frente al blanco de reactivo.
3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patron Muestra
R1 mL 1.0 1.0 1.0
Patron pL -- 100 --
Muestra pL -- -- 100

4. Mezclar y poner en marcha el coronémetro.
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5. Leer la (A1) al cabo de 30 segundos y al cabo de 90 segundos (A2) de la adicion de la
muestra.

6. Calcular: A=A2-A1.

Calculos

AA Muestra
—  x 2 (Conc. Patron) = mg/dL de creatinina en la muestra
AA Patron

Factor de conversion: mg/dL x 88,4= umol/L. (Spinreact, 2016d)
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Determinacion de Proteinas totales

Principio del método: en medio alcalino, las proteinas dan un intenso color violeta azulado en
presencia de sales de cobre; contiene yoduro como antioxidante. La intensidad del color formado
es proporcional a la concentracidon de proteina total en la muestra ensayada.

Reactivos
Potasio sodio tartrato 15 mmol/L
Yoduro sédico 100 mmol/L
R Biuret Yoduro de potasio 5 mmol/L
Sulfato de cobre (ll) 5 mmol/L
Hidroxido de sodio 1000 mmol/L
T Protein Cal Patron primario de Albumina bovina 7 g/dL.

Preparacion: reactivos listos para su uso.

Muestras

e Suero o plasma heparinizado.

Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

540 nm (530-550)
1 cm paso de luz
37°C / 15-25°C

2. Ajustar el espectrofotémetro a cero frente al blanco de reactivo.

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patron Muestra
R1 mL 1.0 1.0 1.0
Patron pL -- 25 --
Muestra pL -- -- 25

4. Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o 10 minutos a T2 ambiente.
5. Leer la absorbancia (A) del Patron y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El color es
estable como minimo 30 minutos. (Spinreact, 2014)
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Calculos

(A)Muestra— (A)Blanco
{A)Patron— (A)Blanco

x 7 (Conc. Patrdn) = g/dL de proteinas totales
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Determinacion de Albumina

Principio del método: la albumina se combina con el verde de bromocresol a pH ligeramente
acido, produciéndose un cambio de color del indicador, de amarillo verdoso a verde azulado
proporcional a la concentracion de albumina presente en la muestra ensayada.

Reactivos
R Verde bromocresol pH 4.2 0.12 mmol/L
ALBUMIN CAL Patron primario de Albumina 5 g/dL.

Preparacion: reactivos listos para su uso.
Muestras

e Suero o plasma libre de hemdlisis heparinizado.
Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda: ............... 630 nm (600-650)
Cubeta:. ............. ... ... ... 1 cm paso de luz
Temperatura. . ..................... 37°C / 15-25°C

2. Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente al blanco de reactivo.
3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patron Muestra
R1 mL 1.0 1.0 1.0
Patrén pL -- 5 --
Muestra pL -- -- 5

4. Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o 10 minutos a 15-25°C.

5. Leer la absorbancia (A) del Patrén y la muestra, frente al blanco de reactivo. El color es
estable 1 hora a temperatura ambiente.

Calculos:

(A)Muestra — (A)Blanco y 5 (Conc Patrén) = g/dL de albumina
(A) Patron — (A) Blanco

Factor de conversion: g/dL x 144,9 = ymol/L (Spinreact, 2016b)
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Determinacion de Glucosa

Principio del método: la glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a acido gluconico.
El peroxido de hidrogeno (H202), producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de
oxigeno, fenol-ampirona en presencia de peroxidasa (POD). La intensidad del color formado es
proporcional a la concentracion de glucosa presente en la muestra ensayada.

proporcional a la concentracion de albumina presente en la muestra ensayada.

Reactivos
R1 TRIS pH 7,4 92 mmol/L
Tampon Fenol 0.3 mmol/L
Glucosa oxidasa (GOD) 15000 U/L
R2
Peroxidasa (POD) 1000 U/L
Enzimas
4 - Aminofenazona (4-AF) 2,6 mmol/L
GLUCOSE CAL Patron primario acuosos de Glucosa 100 mg/dL

Preparacion del Reactivo de trabajo (RT): Disolver el contenido de un vial de R2 Enzimas en
un frasco de R1 Tampdn. Tapar y mezclar suavemente hasta disolver su contenido.

Muestras
e Suero o plasma libre de hemdlisis heparinizado.
Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:............... 505 nm (490-550)
Cubeta:. ......... ... ... i 1 cm paso de luz
Temperatura. . ..................... 37°C / 15-25°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

201



SekEe 2 Manual tedrico-practico ﬁ
s s . . . ~
A Patologia Clinica Veterinaria

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patron Muestra
R1 mL 1.0 1.0 1.0
Patrén pL -- 10 --
Muestra pL -- -- 10

4. Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o 30 minutos a temperatura ambiente.
5. Leer la absorbancia (A) del Patron y la muestra, frente al blanco de reactivo. El color es
estable 1 hor a temperatura ambiente. El color es estable como minimo 30 minutos.

Calculos

(A)Muestra

(A)Patron x 100 (Conc. Patron) = mg/dL de glucosa en la muestra

Factor de conversiéon: mg/dL x 0,0555= mmol/L. (Spinreact, 2016b)
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Determinacioén de Bilirrubina Ty D

Principio del método: La bilirrubina se convierte en azobilirrubina mediante el acido sulfanilico
diazotado midiéndose fotométricamente. De las dos fracciones presentes en suero, bilirrubin-
glucuronido y bilirrubina libre ligada a la albumina, sélo la primera reacciona en medio acuoso
(bilirrubina directa) precisando la segunda la solubilizacion con dimetilsulfoxido (DMSQO) para que
reaccione (bilirrubina indirecta). En la determinacion de la bilirrubina indirecta se determina
también la directa, correspondiendo el resultado a la bilirrubina total. La intensidad del color
formado es proporcional a la concentracion de bilirrubina presente en la muestra ensayada.

Reactivos
Acido sulfanilico 30 mmol/L
R1(D) ,
Acido clorhidrico (CIH) 150 mmol/L
Acido sulfanilico 30 mmol/L
R2 (T) Acido clorhidrico (CIH) 50 mmol/L
Dimetilsulféxido (DMSO) 7 mmol/L
R3 Sodio nitrito 29 mmol/L
Opcional BILIRRUBIN CAL Ref. 1002250

Preparacion: reactivos listos para su uso.
Muestras

e Suero o plasma libre de hemdlisis. Proteger de la luz.
Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:............... 555 nm (530-580)
Cubeta:. ........... ... ... ... 1 cm paso de luz
Temperatura. . ..................... 15-25°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
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3. Pipetear en una cubeta:

Blanco C. Total Blanco B. Directa
R1 (D) mL -- - 1.5 1.5
R2 (T) mL 1.5 1.5 - -
R3 pL -- 50 -- 50
Muestra 100 100 100 100
pL/Calibrador pL

4. Mezclar e incubar exactamente 5 minutos a 15-25°C.
5. Leer la absorbancia (A).

Calculos

- Con Calibrador:
(A) Muestra — (A) Blanco Muestra
(A) Calibrador — (A) Blanco Calibrador

¥ Conc. Calibrador = mg/dL de bilirrubina
- Con Factor:
({A) Muestra — (A) Blanco Muestra) x Factor* = mg/dL bilirrubina en la muestra

Concentracion del Calibrador
(A) Calibrador — (A) Blanco Calibrador

*Factor:

Factor de conversion: mg/dL x 17,1 = pmol/L. (Spinreact, 2017)
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Determinacion de Fosfatasa alcalina (FA).

Principio del método: La fosfatasa alcalina (FA) cataliza la hidrdlisis del p-nitrofenilfosfato (pNPP)
a pH 10,4 liberando p-nitrofenol y fosfato, segun la siguiente reaccion:

p-Nitrofenilfosfato + H20 — FA—— p-Nitrofenol + Fosfato

La velocidad de formacién del p-Nitrofenol, determinado fotométricamente, es proporcional a la
concentracion catalitica de fosfatasa alcalina en la muestra ensayada.

Reactivos
R1 Dietanolamina (DEA) pH 10,4 | 1 mmol/L
Tampon Cloruro de magnesio 0.5 mmol/L
R2
p-Nitrofenilfosfato (pNPP) 10 mmol/L
Substrato

Preparacion de reactivo de trabajo (RT): mezclar: 1 vol. de (R2) Substrato + 4 vol. (R1)
Tampon.

Muestras
e Suero o plasma heparinizado. Libre de hemodlisis.
Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda: ............... 405 nm (490-550)
Cubeta:........ ... ... ... i 1 cm paso de luz
Temperatura. . ..................... 25°C / 30°C/ 37°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada o aire.
3. Pipetear en una cubeta:

R1mL 1.0

Muestra pL 20

4. Mezclar e incubar 1 minuto.

5. Leer la absorbancia (A) inicial de la muestra, poner en marcha el cronémetro y leer la
absorbancia cada minuto durante 3 minutos.

6. Calcular el promedio del incremento de absorbancia por minuto. (AA/min).

Calculos
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AA/min x 3300 = U/L de FAL

Unidades: La unidad internacional (Ul) es la cantidad de enzima que convierte 1 ymol de
substrato por minuto, en condiciones estandar. La concentracion se expresa en unidades por litro
(U/L).

Factores de conversion de temperaturas: Los resultados pueden transformarse a otras
temperaturas multiplicando por:

Temperatura de Factor para convertir a
medicion 25°C 30°C 37°C
25°C 1.00 1.22 2.64
30°C 0.82 1.00 1.33
37°C 0.61 0,75 1.00

(Spinreact, 2006)
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Determinacién cuantitativa de Alanina aminotransferasa (ALT)

Principio del método: La alanina aminotrasferasa (ALT) inicialmente llamada transaminasa
glutdmico piruvica (GPT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al ?-
cetoglutarato con formacién de glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido a lactato
en presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH:

L-Alanina + a-Cetoglutarato ---ALT— Glutamato + Piruvato
Piruvato + NADH + H*--LDH—Lactato + NAD*

La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinado
fotométricamente, es proporcional a la concentracién catalitica de ALT en la muestra ensayada.

Reactivos
R1 TRIS pH 7,8 Lactato 100 mmol/L
) deshidrogenasa (LDH) L- 1200 UL
Tampon Alanina 500 mmol/L
R2 NADH 0,18 mmol/L
Substrato o-Cetoglutarato 15 mmol/L

Preparacion de reactivo de trabajo (RT): mezclar 4 vol. de (R1)Tampdn+ 1 vol. (R2) Substrato.
Muestras

e Suero o plasma.
Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:............... 340 nm
Cubeta:. ......... ... ... i 1 cm paso de luz
Temperatura. ...................... 25°C / 30°C/ 37°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada o aire.
3. Pipetear en una cubeta:

R1mL 1.0

Muestra pL 100

4. Mezclar e incubar 1 minuto.
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5. Leer la absorbancia (A) inicial de la muestra, poner en marcha el cronémetro y leer la

absorbancia cada minuto durante 3 minutos.
6. Calcular el promedio del incremento de absorbancia por minuto. (AA/min).

Calculos

AA/min x 1750 = U/L de ALT

Unidades: La unidad internacional (Ul) es la cantidad de enzima que convierte 1 ymol de
substrato por minuto, en condiciones estandar. La concentracion se expresa en unidades por litro

(UIL).

Factores de conversion de temperaturas: Los resultados pueden transformarse a otras

temperaturas multiplicando por:

Temperatura de

Factor para convertir a

medicidon

25°C 30°C 37°C
25°C 1.00 1.32 1.82
30°C 0.76 1.00 1.39
37°C 0.55 0,72 1.00

(Spinreact, 2016¢)
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Determinacion de Aspartato aminotransferasa (AST)

Principio del método: La aspartato aminotransferasa (AST) inicialmente llamada transaminasa
glutamato oxaloacética (GOT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato
al a-cetoglutarato con formacién de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es reducido
a malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) y NADH:

L-Aspartato + a-Cetoglutarato —~AST— Glutamato + Oxalacetato AST
Oxalacetato + NADH + H* -MDH— Malato + NAD MDH*

La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinada
fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de AST en la muestra ensayada.

La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinado
fotométricamente, es proporcional a la concentracidn catalitica de ALT en la muestra ensayada.

Reactivos
TRIS pH 7,8 80 mmol/L
R1 Lactato deshidrogenasa (LDH) 800 U/L
Tampon Malato deshidrogenasa (MDH) 600 mmol/L
L-Aspartato 200 mmol/L
R2 NADH 0,18 mmol/L
Substrato a-Cetoglutarato 12 mmol/L

Preparacién de reactivo de trabajo (RT): mezclar 1 vol. de (R2) Substrato + 4 vol.
(R1)Tampon.

Muestras
e Suero o plasma.
Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:............... 340 nm
Cubeta:. ........ ... i 1 cm paso de luz
Temperatura. ...................... 25°C / 30°C/ 37°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada o aire.
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3. Pipetear en una cubeta:

R1 mL 1.0

Muestra pL 100

4. Mezclar e incubar 1 minuto.

5. Leer la absorbancia (A) inicial de la muestra, poner en marcha el cronémetro y leer la
absorbancia cada minuto durante 3 minutos.

6. Calcular el promedio del incremento de absorbancia por minuto. (AA/min).

Calculos
AA/min x 1750 = U/L de AST

Unidades: La unidad internacional (Ul) es la cantidad de enzima que convierte 1 ymol de
substrato por minuto, en condiciones estandar. La concentracion se expresa en unidades por litro
(U/L).

Factores de conversion de temperaturas: Los resultados pueden transformarse a otras
temperaturas multiplicando por:

Temperatura de Factor para convertir a
medicion 25°C 30°C 37°C
25°C 1.00 1.37 2.08
30°C 0.73 1.00 1.54
37°C 0.48 0.65 1.00

(Spinreact, 2011)
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Determinacion de Acido urico

Principio del método: El acido urico es oxidado por la uricasa a alantoina y peréxido de hidrégeno
(2H202) que en presencia de peroxidasa (POD), 4-aminofenazona (4-AF) y 2-4 Diclorofenol
Sulfonato (DCPS) forma un compuesto rosaceo:

Acido urico + 2H,0 + O, -Uricasa—Alantoina + CO, + 2H.0-
2H,0, + 4-AF + DCPS -POD—Quinonaimina + 4H,0O

La intensidad de quinonaimina roja formada es proporcional a la concentracién de acido urico
presente en la muestra ensayada.

Reactivos
R1 Fosfatos pH 7,4 2-4 Diclorofenol 50 mmol/L
Tampén Sulfonato (DCPS) 4 mmol/L
Uricasa 60 U/L
R2 Peroxidasa (POD) 660 U/L
Enzimas Ascorbato oxidasa 200 U/L
4 — Aminofenazona (4-AF) 1 mmol/L
gi‘f ACID Patrén acuosos de Acido urico 6mg/dL

Preparacion de reactivo de trabajo (RT): mezclar volumenes iguales de R1 Tampon y de R2
Enzimas.

Muestras

e Suero o plasma

e Orina. Diluir la muestra al 1/50 en agua detilada. Mezclar y mutiplicar el resultado obtenido
por 50 (factor de dilucion). Si la muestra es turbia, calentarla a 60°C 10 minutos para
disolver los precipitados de urato y acido urico.

Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:............... 520 nm (490-550)
Cubeta:............ ... ... ..., 1 cm paso de luz
Temperatura. . ..................... 37°C / 15-25°C
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2. Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.
3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patron Muestra
R1 mL 1.0 1.0 1.0
Patrén pL -- 25 --
Muestra pL -- -- 25

4. Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o 10 minutos a 15-25°C

5. Leer la (A1) del Patron y la muestra, frenta al blanco de reactivo. El color es estable como
minimo 30 minutos.

Calculos

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patron — (A)Blanco

Orina 24 h

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patron — (A)Blanco

x 6 (Conc. Patrén) = mg/dL de acido urico en la muestra

% 6 x vol. (dL) orina/24h = mg/24 h de acido Urico

Factor de conversion: mg/dL x 59,5= ymol/L. (Spinreact, 2016a)
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Autoevaluacion

1.

A

No ok

o

Las principales pruebas de quimica sérica para la funcién renal son y

Define el término “azotemia”.
Los rilones desempeinan un papel importante en la regulacion de la concentracion de
al secretarlo o reabsorberlo activamente del filtrado en respuesta al pH

de la sangre.

Enlista las principales pruebas de quimica sérica para evaluar la funcion hepatica.
Define que es una enzima de induccion y una enzima de escape.

Enlista los sitios de produccion de la fosfatasa alcalina.

Los aumentos en la bilirrubina indican problemas con la captacion (dafio
hepatico).
Los aumentos en la bilirrubina indican obstruccion del conducto biliar.

Define el término “colestasis” y las causas posibles de esta patologia.
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Practica 6.- Analisis coprolégico

Introduccion

El analisis coprologico consiste en evaluar caracteristicas fisicas, quimicas y microscoépicas de la
material fecal para diagnosticar patologias del sistema digestivo.

Marco tedrico

Los alimentos a lo largo del aparato digestivo sufren una fragmentacion mecanica y una digestion
quimica. Los productos son absorbidos por la pared del intestino y pasan a la sangre que los
transporta a los tejidos donde son utilizados o almacenados. El estudio de las heces puede dar
mucha informacién sobre diversas patologias: sindromes de malabsorcion, pérdidas sanguineas
por el tracto digestivo, ictericia obstructiva, etc. (Carazo, 2006)

Consideraciones de la muestra

a. Enviada en recipiente hermético, identificada con los datos del paciente.

b. Evitar contaminantes como pasto, tierra, piedas, orina etc,

c. El analisis no debe sobrepasar 3 horas desde la toma de muestra, de no ser asi se debe
refirgerar a 4°C.

Examen fisico

Se realiza mediante observacion y de modo subjetivo, tomando nota de las caracteristicas
encontradas; color, aspecto, consistencia y otros hallazgos como parasitos adultos, moco, o
artefactos. (Cordero, 2020)

Color: Las heces contienen normalmente estercobilina y estercobilindgeno que le dan su color
habitual.

Color Patologia relacionada
Amarillo Lactantes o dieta lactea con esteatorrea
Café oscuro Dieta carnica, exceso de bilis o presencia de sangre
Amarillo-verdoso Ictericia, consumo de vegetales,
Negruzco Estrefiimiento
Blaco grisaceas Ictericia obstructiva (acolia) o hepatitis
Rojizas Hemorragia en el recto, tumores en colon o recto, polipos
Negras Hemorragia en estémago.

(Carazo, 2006)
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Aspecto: homogéneo o heterogéneo; normalmente la materia fecal es heterogénea puesto que
esta conformada por diferentes desechos alimenticios, una muestra muy heterogénea puede
sefalar transito intestinal rapido, mientras que las heces mas homogéneas generalmente denotan
transito intestinal lento. (Reyes, 2019)

Consistencia: diarreica o liquida, blanda, pastosa y dura o formada. Esta en relacion directa a la
cantidad de agua presente en la materia fecal. (Reyes, 2019)

e Equinos: heces en forma de bolas, ligeramente alargadas por sus polos que, normalmente
se suelen romper al caer al suelo.

e Bovinos: heces mas o menos pastosas que forman un monticulo al caer al suelo; en los
animales que pastan son practicamente liquidas.

e Ovinos y Caprinos: son bolas ovoides o esféricas de pequefo tamano.

e Caninos y Felinos: sdlidas y uniformes. (Lamping, 2014)

Alteraciones en la consistencia de las heces:

Consistencia liquida a semiliquid
Mala absorcio

Aumento movimientos peristaltico
Dafio de tracto gastrointestinal

Diarrea liquida

Consistencia sélida y dura
Disminucion del peristaltismo
Estrefiimiento y constipacon Megacolo

Deshidratacio

Obstruccion

(Cordero, 2020)

Moco: la presencia de moco se debe a procesos inflamatorios del intestino si procede del intestino
delgado, generalmente se encuentra en pequeia cantidad y se distribuye uniformemente en las
heces, sucediendo lo contrario cuando existe inflamacion del colon, estas evacuaciones estan
formadas en su mayoria por moco. (Carazo, 2006)

Examen quimico
Sangre oculta en heces

Para la realizacion de esta prueba el enfoque 6ptimo es alimentar al animal con una dieta libre de
carne durante 3 o 4 dias antes de hacer la prueba. Pueden necesitarse pruebas repetidas para
demostrar hemorragias intermitentes. (Nelson & Cuoto, 2010)

Prueba de Bencidina
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El fundamento de esta prueba se basa en que, la peroxidasa de la hemoglobina reduce al peréxido
y libera oxigeno que es detectado por el indicador, la bencidina.

Procedimiento

1. Sobre un papel filtro manchado con heces, se derraman unas gotas de solucion de
Bencidina.

2. Enseguida se afade 1 gota de agua oxigenada al 3% (perdxido de hidrogeno).

3. Si existe sangre, se formara un halo verde-azulado en el papel mojado, alrededor de la
mancha de heces. (Lamping, 2014)

Actividad proteolitica fecal

Las proteasas fecales son principalmente de origen pancreatico e incluyen tripsina, quimotripsina
y carboxipeptidasas A y B. La medicion de la actividad proteolitica fecal (mediante prueba de
hidrélisis de azocaseina, ensayo de difusion de enzimas radiales, digestidn con pelicula de rayos
X o prueba en tubo de gelatina) puede ser util en el diagnostico de isuficiencia pancréatica
exocrina (IPE). (Latimer & Duncan, 2011)

Este es un método que debe realizarse repetidamente, ya que animales sanos en ocasiones
también defecan con escasa actividad proteolitica. (Azuero, 2012)

Prueba de la pelicula radiografica en heces

1. Se adiciona a 4.5 ml de una solucion de bicarbonato de sodio al 5% la cantidad de heces
necesaria para llegar a un volumen final de 5 ml.

2. La mezcla es agitada y se coloca una tira de pelicula radiografica dentro del tubo (pelicula

no revelada)

El tubo se incuba a 37°C por una hora o por dos horas y media a temperatura ambiente.

4. Después de esto es lavada en chorro fino de agua. La presencia de una zona clara indica
la existencia de tripsina, la ausencia de ella indica una falta de la enzima. (Buendia et al.,
2007)

w

Prueba de tubo en gelatina:

1. A 9 ml de agua de adicionan heces para completar 10 ml y se homogeniza perfectamente.

2. Un tubo conteniendo 2 ml de gelatina al 7.5% es colcado a 37°C hasta que la gelatina se
licua.

3. A esta se agrega 1 ml de la suspension de heces y 1 ml de una solucion de bicarbonato de
sodio al 5%, el tubo se agita y se coloca a 37°C por una hora o a temperatura ambiente por
2.5 horas.

4. Después de transcurrido el tiempo los tubos se colocan en el refrigerador por 20 minutos.
La falla en la mezcla para gelificar indica la presencia de tripsina fecal. Una mezcla
gelificada indica ausencia de tripsina. (Buendia et al., 2007)
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Prueba de turbidez plasmatica

En perros sanos, después de una ingesta alta en grasa, se genera lipemia o turbidez plasmatica,
pero esta respuesta esta reducida o no la hay en los pacientes con malabsorcion de grasas.
(Azuero, 2012)

Examen microscopico
Citologia fecal

El proceso de observacion microscopica proporciona datos mas certeros acerca de los trastornos
de la digestidon. El examen microscopico de heces para valorar el exceso de grasa (esteatorrea),
almidon sin digerir (amilorrea) y la presencia de fibras musculares sin digerir (creatorrea),
presenta un elevado indice de falsos negativos y falsos positivos, por o que se recomienda la
realizacion de puebas complementarias con el fin de descartar o confirmar procesos de
malabsorcion, maldigestion, enteropatia perdedora de proteinas, insuficiencia pancreatica
exocrina. (Cordero, 2020)

Existen varios métodos de recoleccion de muestra, incluyendo la obtencidén de material fecal sin
adulterar, lavado salino rectal y raspado rectal. Realizando una palpacion rectal se debe recoger
una pequefa cantidad de material fresco, o si no se puede realizar el examen rectal, se puede
utilizar un bastecillo de algodén o hisopo. Las heces evacuadas también pueden usarse; sin
embargo son mas representativas de la porcién luminal del recto, lo que no es ideal para la
citologia rectal. Las heces evacuadas se prefiere para otras técnicas diagnosticas, como la
flotacion y sedimentacion fecal. (Wamsley, 2003)

Las estrucutras que se pueden observar corresponden a células epiteliales, leucocitos, eritrocitos,
trofozoitos y/o quistes de protozoarios, huevos y/o larvas de nematodos, fibras musculares,
células vegetales, almidon, grasas y mucina. (Buendia et al., 2007; Cordero, 2020)

Células epiteliales:

La presencia de células epiteliales bien diferenciadas, incluyendo escamosas o columnares bajas
en un numero variable, dependen del método de recoleccion de muestra y de la patologia
subyacente. Con los métodos atraumaticos, se obtiene un bajo numero de células epiteliales bien
diferenciadas, independientes o formando sabanas, en estas muestras no se considera normal
observar un elevado numero de células epiteliales en grandes agregados multicelulares,
debiéndose considerar una patologia de la mucosa con despedimiento de las células epiteliales.
Con métodos mas invasivos que pueden abrasar la mucosa, (p. €j. raspado rectal, cateterizacion
para lavado rectal), se espera encontrar un aumento del numero de células epiteliales y las
sabanas de células seran mas grandes. (Wamsley, 2003)

Fibras musculares: Estas ofrecen aspecto segun su grado de digestion, normalmente, se
observan fibras muy bien digeridas de forma rectangular con extremidades redondeadas y de
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color anaranjado (Fig. 109), mientras que las no digeridas también son rectangulares, pero de
extremidades angulares con estriacion transversal y longitudinal, debido al consumo excesivo de
carne o a una deficiencia pancreatica (Fig. 110). (Carazo, 2006)

Figura 109.- Fibra muscular bien digerida color anaranjado
con bordes redondeados, con estriacion borrosa o nula.
Mufioz, N. (2005). Analisis de heces (examen o estudio
coproldgico).

intenso con estriaciones longidutinales y transversales
bien definidas. Tomada de: Mufioz, N. (2005). Analisis de
heces (examen o estudio coproldgico).

Microbiota normal:

La microbiota del fondo de la preparacion debe estar formada fundamentalmente por una
poblacion extremadamente pleomorfica de diferentes bacilos. No debe haber cocos, o éstos
deben encontrarse esporadicamente. De manera ocasional, se puede ver un bajo numero de
levaduras. El sobrecrecimiento de microorganismos, normalmente es un hallazgo inespecifico,
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secundario, asociado con otras patologias subyacentes, cirugias recientes del intestino, procesos
fisiologicos anormales o administracion reciente de antibioticos; no obstante, el sobrecrecimiento
microbiano puede exacerbar un proceso subyacente. El sobrecrecimiento primario puede,
raramente, ser la causa primaria de una patologia gastrointestinal. Mediante citologia fecal, no hay
manera de diferenciar entre un sobrecrecimiento primario de uno secundario, en la que se
observara la presencia de una poblacién bacteriana que consiste en bacilos monomorficos u
oligomorficos, un aumento del niumero de cocos o un aumento de las levaduras (p. ej. Candida,
Cyniclomyces) (Wamsley, 2003)

Residuos de alimentos vegetales: Son muy variados se presentan como vasos vegetales que
se disponen en espiral, células vegetales de doble contorno, pelos vegetales en forma de hoja de
sable con cavidad central, células de almiddn, que se observan como esponja. Estos elementos
no tienen significado patoldgico. (Carazo, 2006)

Tincion con Sudan lll o IV

Este examen es util para detectar esteatorrea (presencia de grasas en las heces). La grasa se
puede reconocer macroscopicamente (heces brillantes) y con Sudan Ill se ven de un color rojo
anaranjado brillante. (Fig. 111) (Buendia et al., 2007; Reyes, 2019)

Figura 111.- Gotas de grasa en heces. tincion Sudan ll.
Tomado de: Mufoz, N. (2005). Anélisis de heces
(examen o estudio coproldgico).

La bilis procedente de la vesicula biliar emulsiona las grasas para que pueda actuar la lipasa
pancreatica. Se degradan en acidos grasos y glicerol que son absorbidos en el mismo duodeno,
por lo que en las heces no deben aparecer grasas. Si hay una insuficiencia de sales biliares, la
accion de la lipasa pancreatica es lenta y aparecen grasas en las heces en forma de gotas:
también, por déficit de lipasa pancreatica. (Carazo, 2006)
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Procedimiento de preparacion en fresco:

A una muestra de heces representativa y previamente homogenizada se gregan dos gotas de
agua, dos gotas de alcohol al 95% y dos gotas de una solucion saturada ( en alcohol al 0% y
acetona 1:1) de Sudan lll o IV, se la coloca un cubreonjetos y se observa con aumento de
40x.(Buendia et al., 2007)

Tincién con lugol
Procedimiento de preparacion en fresco:

Se coloca una muestra de hece en un porta objetos y se afiade una gota de colorante de lugol,
se coloca un cubreobjetos y se observa a 10x y 40x. Es factible apreciar células y fibras vegetales
asi como almidoén libre. También se puede observar la presencia de parasitos. (Buendia et al.,
2007)

Si en las preparaciones anteriores, se observan numerosos leucocitos; se debe hacer un frotis
secado al aire a partir de una dilucion de heces con agua destilada. Dicho frotis se debe tefiir con
tinciones tipo Romanowsky como en la practica de hematologia. La revisidon de este frotis y conteo
relativo de leucocitos determinara que células inflamatorias son predominantes, para establecer
el de proceso inflamatorio que presenta el paciente.

Interpretacion

Los leucocitos (especificamente los neutrdéfilos) se pueden observar con enfermedad bacteriana
(por ejemplo, salmonelosis, camilobacteriosis) e inflamatoria de las mucosas. Los leucocitos
fecales pueden ser una indicacion para biopsia de la mucosa coldnica en pacientes con colitis
cronica. Los eosindfilos a veces se pueden observar con colitis alérgica o parasitaria. Un mayor
numero de levaduras o una poblacion uniforme de bacterias pueden ayudar a identificar la causa
de la diarrea en un paciente,sin embargo la presencia de un organismo no garantiza que esté
causando la enfermedad. (Willard & Tvedten, 2012)
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Anexos

Videos

Con ayuda de tu teléfono inteligente, escanea los siguientes cédigos QR para ver un video en
donde se muestran algunos de los procedimientos técnicos de las siguientes practicas:

Practica 3.- Hematologia

Practica 4.- Urianalisis
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