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RESUMEN

El presente trabajo es el informe escrito de la pasantia realizada en el Laboratorio de
Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Costa
Rica, la cual se realiz6 desde el 5 de enero hasta el 24 de marzo de 2021.

Durante este periodo se analizaron 923 citologias, también se participo en la tincidon y
preparacion de especimenes citologicos y liquidos corporales remitidos al laboratorio
durante la realizacion de la pasantia. Se documentd la casuistica de muestras
remitidas en el afio 2020, 799 muestras analizadas fueron de caninos, en cuanto a la
edad se tuvo una mayor proporcidon de pacientes de edad media de entre seis y diez
anos, se analizaron 549 muestras de nédulos y 238 muestras de 6rganos, la neoplasia
fue la etiologia mas diagnosticada con 391 muestras, seguido de 158 muestras no
significativas y 147 muestras de etiologia inflamatoria. En nueve casos de los 923
analizados se logré confirmar el diagnostico citologico mediante histopatologia. Se

utilizé la técnica de inmunohistoquimica para la tipificacion de siete tumores.

Palabras claves: citologia veterinaria, patologia veterinaria, inmunohistoquimica.
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ABSTRACT

The present document is the report of the externship carried out in the Pathology
Laboratory of the School of Veterinary Medicine of the National University of Costa
Rica, which took place from January 5th to March 24th of 2021.

During this period 923 cytology’s were analyzed, there was participation in the staining
and preparation of cytological specimens and body fluids sent to the laboratory during
the externship. The 2020 caseload was documented, 799 of samples analyzed
corresponded to canines, the greater proportion of patients were middle aged from six
to ten years of age, 549 samples from nodules and 238 samples from organs were
analyzed, neoplasm was the most diagnosed etiology with 391 samples, followed by
158 non-diagnostic samples and 147 of inflammatory etiology. It was possible to
confirm the cytologic diagnosis by histopathology on nine of the 923 analyzed samples.

The immunohistochemistry technique was used for the typification of seven tumors.

Keywords: veterinary cytology, veterinary pathology, immunohistochemistry.



1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

La patologia es “el area de la medicina que trata con las bases de la enfermedad,
especialmente con los cambios estructurales y funcionales en los 6rganos y tejidos
causando o causados por enfermedad” (Stockham y Scott 2008). La patologia clinica
es una rama que deriva de la patologia, la cual hace uso de métodos de laboratorio
para el diagnostico y tratamiento de la enfermedad (Stockham y Scott 2008).

Antes de 1900 los examenes de laboratorio en medicina humana eran realizados por
personal no especializado, y los patdlogos se encargaban de temas meramente
académicos; sin embargo, en los inicios del siglo XX, debido al aumento en la cantidad
de examenes de laboratorio disponibles, asi como el numero de hospitales, surgi6 la
patologia clinica y la apertura de laboratorios comerciales, no obstante en esa época
los examenes de laboratorio no se veian como algo necesario y su analisis era lento
(Wright 2016). Posteriormente en 1922, en los Estados Unidos se cre6 la Sociedad
Americana para la Patologia Clinica, para crear reconocimiento a la especialidad
médica (Wright 2016).

En la medicina veterinaria también ha aumentado el interés en el area de laboratorio
diagnostico y como en la medicina humana, existe en Estados Unidos la Sociedad
Americana para la Patologia Clinica Veterinaria (ASVCP), fundada en 1965, la cual es
una organizacion sin fines de lucro que se dedica a promover en avance cientifico,
educacion y estandares en la medicina veterinaria de laboratorio (ASVCP s.f.). Cada
vez un mayor numero de médicos veterinarios se especializan en el area de laboratorio

y patologia clinica (Kerr 2002). Este aumento en especialistas ha llevado a que los



laboratorios sean dirigidos por médicos veterinarios, los cuales son capaces de
interpretar los examenes y dar recomendaciones (Kerr 2002).

Actualmente las pruebas de laboratorio son ampliamente utilizadas por los médicos
veterinarios y son una gran herramienta en el diagndstico clinico en la medicina
veterinaria (Davidson 1998), estas se utilizan para identificar estados patoldgicos
desconocidos, confirmar desordenes patofisioldgicos, eliminar una posible causa de
enfermedad y detectar el progreso o remision del paciente (Stockham y Scott 2008).
La citologia es la examinacion de las células del cuerpo (Barger y MacNeill 2017), esta
estudia la forma de las células y su funcidn, con la finalidad de obtener un diagnostico
(Davidson 1998). Esta técnica en algunos casos provee un diagnostico definitivo o
ayuda a descartar otras etiologias (Barger y MacNeill 2017).

El uso de la citologia como método diagndstico ha aumentado en el area de la medicina
veterinaria porque es minimamente invasivo, rapido y es costo efectivo, este ultimo
aspecto es de suma importancia ya que la toma de decisiones en veterinaria se suele
ver limitada por motivos econdmicos (Jackson 2007; Sharkey y Wellman 2011). El
procedimiento de obtencidén de las muestras es generalmente seguro, se puede usar
en varios sitios anatomicos y para el diagndstico de diferentes enfermedades
(Davidson et al. 1998).

Los especimenes para la evaluacion citologica se pueden obtener mediante distintos
métodos como la puncién con aguja fina (PAF), aspiracion de fluidos (efusiones
abdominales, toracicas, sangre, orina), raspados, hisopados, lavados e improntas
(Jackson 2007; Raskin y Meyer 2016). Para la obtencién de las muestras no se

requiere mucho equipo, se utilizan materiales que comunmente se encuentran en la



clinica como jeringas, agujas, hisopos, hojas de bisturi, portaobjetos y tubos en el caso
de liquidos (Jackson 2007; Raskin y Meyer 2016). Para la obtencion de muestras
especiales como médula 6sea, liquido cefalorraquideo y liquido biliar se requiere mas
equipo y entrenamiento (Jackson 2007).

Las muestras usualmente se tifien con tinciones Romanowsky y se ven directamente
en el microscopio, también hay muestras que se pueden caracterizar mas, por conteo
celular, gravedad especifica, contenido de proteinas y otras caracteristicas
bioquimicas (Jackson 2007).

Las efusiones son acumulaciones de fluido en una cavidad corporal y son un hallazgo
no especifico (Dempsey y Ewing 2011), estas se dan por una reabsorcién disminuida
o una produccién aumentada de los fluidos, procesos inflamatorios, ruptura de vasos
o neoplasias (Campbell 2007). Generalmente los fluidos se clasifican por su numero
de proteinas total y de conteo total de células nucleadas y se dividen en tres
categorias: trasudado, trasudado modificado y exudado; sin embargo, los fluidos se
pueden clasificar segun otras caracteristicas como por su etiologia, esto le da al clinico
mas informacion sobre la posible causa de la efusién (Dempsey y Ewing 2011).

La citologia es una gran ayuda para el diagnostico, pero muchas veces no se puede
emitir un diagnostico definitivo con solo la evaluacion citolégica, ya que con esta
técnica no se puede evaluar la arquitectura del tejido, por lo que el estandar de oro
sigue siendo la histopatologia (Sharkey 2020) y en algunos casos, otros examenes
adicionales, por ejemplo, cultivos bacterianos, micologicos, entre otros (MacNeill

2011).



Muy frecuentemente se comparan los diagnosticos por citologia contra los de
histopatologia para determinar la sensibilidad y especificidad de la técnica, esto
también tiene sus inconvenientes como que la concordancia entre observadores es
mas baja de lo deseado, no obstante, este es uno de los métodos mas utilizados para
mejorar el control de calidad en el analisis de muestras de citologia (Sharkey y
Wellman 2011).

Hay muchos estudios que correlacionan los diagndésticos por citologia contra los
realizados por medio de histopatologia, estos dependen del tejido y del tipo de lesion
que se analice (Sharkey y Wellman 2011), por ejemplo, en un estudio se encontré una
correlacion entre el 70% a 90% para el diagndstico de nddulos de piel en perros y
gatos (Ghisleni et al. 2006), para lesiones 6seas de origen neoplasico un 92% y no
neoplasicas un 27% (Berzina et al. 2008), en otros estudios determinan la sensibilidad
y especificidad, igual comparandola contra la histologia, tal es el caso de la deteccidn
de metastasis en linfonodos donde se encontré una sensibilidad de 100% y una
especificidad de 96% (Langenbach et al. 2001 citado en: Sharkey et al. 2007). Como
vemos la sensibilidad y especificidad varia mucho dependiendo del origen de la
muestra, también hay que tener en cuenta que los estudios tenian distintos criterios de
inclusion y también que las muestras de citologia son adquiridas por los veterinarios
remitentes y la precision del diagnostico depende de la calidad de la muestra y de la
informacion suministrada, pero en general la comparacion y concordancia entre la
citologia y la histologia resulta una buena manera de determinar la sensibilidad y

especificidad.



La inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica utilizada en la oncologia veterinaria para
diagnosticar y caracterizar tumores, también se puede utilizar para dar criterios
prondsticos y terapéuticos, asi como para la deteccion de organismos infecciosos
(Rhind 2002; Meuten 2017). El objetivo de esta técnica es detectar antigenos en cortes
de tejido, basandose en reacciones antigeno-anticuerpo, para esto se utilizan
anticuerpos especificos que pueden ser monoclonales o policlonales, donde la
inmunoglobulina que se utiliza comunmente es la IgG (Rhind 2002; Ramos-Vara 2005).
Las reacciones antigeno-anticuerpo son visualizadas en un microscopio de luz o
fluorescencia y se observa una reaccién histoquimica con color (Meuten 2017).

Una de las limitantes que tenia esta técnica es que al fijar los tejidos con formalina se
daban cambios en los antigenos de interés, lo cual se ha logrado contrarrestar con el
uso de técnicas de rescate de antigenos basadas en calor. Otro desafio que se
presenta en la aplicacion de la IHQ en la medicina veterinaria es la falta de anticuerpos
especificos debido a la variedad de especies estudiadas, pero se ha visto que existe
para algunos anticuerpos reaccion cruzada (Rhind 2002; Ramos-Vara 2005; Meuten
2017), por lo que la aplicacién en diferentes especies ocupa de la validacion para esa
especie en especifico (Meuten 2017).

La seleccion de los anticuerpos debe estar basada en la examinacion de una seccién
de tejido tefiida con hematoxilina eosina, de esta el patdlogo genera diagndésticos
diferenciales y se eligen los anticuerpos a utilizar (Meuten 2017).

En cuanto a la interpretacion, esta se realiza observando la presencia de reaccion,
patron e intensidad de esta, donde es importante tener en cuenta el patrén de

inmunoreactividad esperado, dependiendo del antigeno especifico que se busque, asi,



la reaccion puede ser citoplasmatica, nuclear, de la membrana citoplasmatica,
etcétera. Por esto la interpretacion de los resultados de IHQ debe ser realizada por un
patdlogo veterinario (Taylor 2006 citado en: Meuten 2017).

Para el diagnéstico mediante IHQ se hace uso de paneles de anticuerpos, los cuales
son elegidos segun el diagndstico diferencial que se tiene basado en la histologia, esto
es importante porque la especificidad y sensibilidad de la técnica no es siempre un
100% para determinado tumor (Meuten 2017).

Por ejemplo, para la diferenciacion de linfomas se utiliza un panel que incluye los
antigenos CD3, CD20 y CD79a. El antigeno CD3 se expresa en los linfocitos T y tiene
una alta especificad para confirmar la diferenciacion de linfomas de células T; la
proteina transmembrana CD20 se expresa en los linfocitos B, al igual que CD79a que
es una proteina transmembrana igualmente expresada en los linfocitos B, esta ultima
se utiliza como parte del panel, nunca sola pues también se expresa en algunos
plasmocitomas y mielomas (Meuten 2017).

Otro panel que se puede utilizar es para los mastocitomas, este se utiliza en
combinacion junto con la graduacion histologica para dar un prondstico mas detallado
y determinar su comportamiento bioldgico (Meuten 2017; Thamm et al. 2019). En este
se utiliza un panel que incluye c-KIT, ki-67 y la tincion AgNor. La expresion de c-KIT
de manera aberrante es un indicador de pronostico negativo en los mastocitomas
cutaneos, se describen tres patrones: patron | perimembranoso, patron Il donde se
pierde el patron perimembranoso y se marca focalmente el citoplasma y el patrén |l
donde se marca difusamente el citoplasma en al menos 10% de las células

neoplasicas, los ultimos dos patrones se asocian a una disminucion el tiempo de



supervivencia y un aumento de la recidiva local (Meuten 2017; Thamm et al. 2019).
También se utilizan los marcadores de proliferacion ki-67 y AgNor; ki-67 es una
proteina nuclear que se detecta en células en divisidn, para este se buscan un numero
mayor de 23 células ki-67 positivas y esta caracteristica se asocia a tiempos de
supervivencia mas cortos y mortalidad relacionada al tumor (Webster et al. 2007;
Kiupel y Camus 2019). La tincion AgNOR no es parte de la técnica de
inmunohistoquimica pero se utiliza dentro del panel, los AGQNORs son proteinas
nucleares que se visualizan con la tincion de plata y en mucha cantidad y tamano
pequefio se relacion al a la velocidad en el ciclo de las células, un promedio de mas
de cuatro AQNORs por nucleo se asocia a una pobre supervivencia (Kiupel y Camus
2019).

Otra aplicacion util de la IHQ es para el diagndstico de tumores de células redondas,
el cual no siempre es posible mediante histopatologia. Si se sospecha de linfoma es
de utilidad utilizar anticuerpos como CD3, CD20 y CD79a, para otros tumores como
los plasmocitomas se espera la expresion de anticuerpos como CD45, aunque esta
familia de proteinas también se expresa en otro tipo de células como linfocitos,
monocitos, macrofagos y granulocitos (Fernandez et al. 2005; Meuten 2017). Otro
marcador que puede ser utilizado es MUM-1 el cual resulta de utilidad para la
confirmacion de plasmocitomas, una diferencia importante con los histiocitomas
cutaneos es que los plasmocitomas tienen una reaccién citoplasmatica fuerte, sin
embargo su interpretacion debe realizarse con cuidado ya que ambos tienen expresion
nuclear y el diagnostico de tumores poco diferenciados es dificil, por lo que siempre se

utiliza un panel (Stilwell y Rissi 2018). La e-cadherina, se expresa en las células de



Langerhans y los histiocitomas cutaneos en la membrana citoplasmatica, por lo que
ayuda en el diagnostico de los ultimos, esta molécula también se expresa en otros
tumores como linfoma y mastocitomas pero su patron es paranuclear o difuso

citoplasmatico (Ramos-Vara y Miller 2011).

1.2 Justificacion

En los ultimos afios ha aumentado la demanda de los examenes de laboratorio en
animales (Kerr 2002), debido a los avances en técnicas cientificas y a que los clinicos
valoran estas pruebas como una herramienta util en el diagnostico y para apoyar a la
Salud Publica en casos de zoonosis (Davidson et al. 1998; Holm et al. 2019).

En Costa Rica, el numero de laboratorios veterinarios ha ido en aumento y también los
propietarios acceden mas a realizar examenes, lo cual implica que esta area es una
potencial fuente de empleo en el pais. Esto lleva a la necesidad de tener médicos
veterinarios capacitados en el diagnodstico de laboratorio.

Con la pasantia en el area del diagndstico de laboratorio se buscd capacitarse en
nuevas areas, ampliar los conocimientos tanto en la teoria como en la practica con
profesionales especializados en el area y en un lugar de alta casuistica lo que aportd

una experiencia enriquecedora para la vida profesional del estudiante.



1.30BJETIVOS

1.3.1 Objetivo general
Generar experiencia y fortalecer los conocimientos teorico-practicos en el area de
diagnostico patologico mediante una pasantia en el Laboratorio de Patologia de la

Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional.

1.3.2 Objetivos especificos

1.3.21 Practicar técnicas de tincibn de especimenes citoldgicos vy
procesamiento de fluidos bioldgicos para su posterior analisis.

1.3.2.2 Examinar muestras de citologia, para ampliar los conocimientos y poder
realizar una interpretacion de los casos.

1.3.2.3 Documentar la casuistica de los casos de citologia remitidos al
Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional en el afo 2020 con el fin de describir la distribucion de las muestras por
distintas caracteristicas como especie, edad, tipo de muestra, origen, entre otros.
1.3.2.4 Participar en la realizacion de inmunohistoquimicas con el fin de
aprender y familiarizarse con la técnica para aplicarla en el diagnostico y

caracterizacion de tumores.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de trabajo
El presente trabajo consistié en una pasantia realizada en el Laboratorio de Patologia
de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional, bajo la supervision
del Dr. Alejandro Alfaro Alarcon. Se trabajo un total de 320 horas, desde el 5 de enero
hasta el 24 de marzo de 2021, en un horario de lunes a miércoles y viernes de 8:00
am a 4:30 pm.

2.2 Metodologia

2.21 Tincidn de citologias y manejo de fluidos corporales
Durante la pasantia se acompafo en el procesamiento y analisis de muestras de
citologia remitidas al laboratorio por médicos veterinarios.
Las muestras para citologia son tomadas por PAF (Sharkey et al. 2021), raspados o
hisopados, esto son extendidos en un portaobjetos y este es enviado al laboratorio, en
el caso de los liquidos corporales (efusiones) estos son remitidos al laboratorio en
tubos con EDTA y si requieren analisis microbiolégicos o bioquimicos adicionales se
remite parte de la muestra un tubo sin anticoagulante (tapa roja) (Davidson et al. 1998).
Los extendidos que vienen en lamina se tifien con May-Grinwald-Giemsa (una tincion
tipo Romanowsky que proporciona un muy buen detalle del citoplasma y del nucleo)
(Davidson et al. 1998). El protocolo de tincidon utilizado es el siguiente: se fijan las
laminas con metanol durante 15 minutos, luego se cubren con la solucion May-
Grunwald durante cinco minutos, al cumplir este tiempo se descarta y se agrega la
solucién Giemsa por 15 minutos, pasado el tiempo se elimina y se hace un lavado con

agua destilada buferada, se deja reposar por ocho minutos, se espera a que las
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laminas se sequen. Al finalizar la tincion se les coloca el cubreobjetos y se fija con
adhesivo.

Para el analisis de liquidos corporales se evaluan sus caracteristicas macroscopicas
como lo son el volumen de fluido, su color y su turbidez, luego se hace una medicién
del contenido de proteina y gravedad especifica utilizando un refractdmetro, también
se utiliza una tira reactiva para medir algunas caracteristicas bioquimicas de la
composicién del fluido.

Posteriormente, se procede a preparar cuatro laminas que seran evaluadas
microscopicamente, para esto se hace uso de la técnica de citocentrifugacion, la cual
consiste en colocar un portaobjetos en un sujetador junto con un papel de filtro y los
embudos para colocar el espécimen, en los embudos se agregan 100 ul de la muestra,
estos se tapan y se centrifugan a 1000 g por siete minutos, el resultado es un
precipitado de las células presentes en el liquido.

Los extendidos luego se tifien tres con May-Grinwald-Giemsa siguiendo el protocolo
antes mencionado y el otro con Gram. Para la tincion de Gram, los extendidos se fijan
con calor (con un mechero), se dejan enfriar, se agrega la solucion cristal violeta y se
deja actuar un minuto, se enjuaga con agua, se agrega lugol y se deja actuar un
minuto, se enjuaga con agua y se decolora con alcohol acetona hasta que salga el
colorante morado, se enjuaga con agua y por ultimo se agrega la safranina que se deja
actuar un minuto, se enjuaga con agua y se deja secar para la colocacion del
cubreobjetos.

Existen dos consideraciones especiales a la hora de analizar liquidos corporales, la

primera es que si al analisis macroscoépico tenemos un fluido es muy sanguinolento
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(rojo) o turbio, la medicion de proteinas se puede ver alterada, por lo que inicialmente
se toman alicuotas para la realizacion de un citocentrifugado, luego el remanente se
centrifuga a 1000g durante cinco minutos y se realiza la medicion de proteinas,
gravedad especifica y la tira reactiva con el sobrenadante.
La segunda consideracion es en el caso de efusiones muy sanguinolentas (rojas a la
evaluacion macroscépica), en estas ademas de los citocentrifugados se hace una
preparacion de “buffy coat”, en la cual se toma el liquido y se colocan microcapilares,
luego estos son centrifugados a 2000 rpm durante siete minutos, seguidamente se
quiebra justo por debajo de la porcion celular y esta se extiende en un portaobjetos
(Raskin y Meyer 2016).
Por ultimo, dependiendo del fluido y sus caracteristicas, también se prepararan
extendidos directos del fluido sin ninguna técnica de concentracion.

2.2.2 Analisis de especimenes citolégicos
Para el analisis de las citologias se realiza inicialmente una evaluacion de la calidad
de la muestra, se examina la celularidad, agentes infecciosos de gran tamafo y
agregados de células a bajo aumento en el microscopio (4x, 10x y 20x), posteriormente
a un mayor aumento (40x, 60x y 100x) se evalua la estructura celular, microorganismos
pequefios, por ejemplo, bacterias y se buscan inclusiones celulares.
El diagndstico citologico se basa en la apariencia de las células y de sus nucleos, se
debe evaluar que tan celular es la muestra, como se disponen las células, su tamafo
y apariencia.
La evaluacion celular empieza por la forma, tamafo y la apariencia de su citoplasma,

posteriormente se procede a evaluar el nucleo, en este se evalua su tamario, forma, la
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posicion dentro de la célula (central, paracentral, excéntrico), el patron de cromatina,
la apariencia de los nucléolos y la presencia de figuras mit6ticas.

Una caracteristica importante a la hora de evaluar el tamafo del nucleo es la relacién
que este tiene con respecto al citoplasma, esta caracteristica se llama la relacion
nuacleo citoplasma (relacion N:C), esta es importante ya que células poco
diferenciadas, malignas suelen tener un nucleo mas grande por lo que aumenta esta
relacion.

Otra caracteristica importante de evaluar es el fondo de las muestras de citologia, este
nos puede indicar el material que se examina (Campbell 2007). En el caso de los
fluidos corporales se toman en cuenta para su clasificacion y diagnostico la
concentracion de proteina, gravedad especifica y evaluacidn de la tincion Gram en su
analisis.

En esta pasantia se analizaron un total de 914 muestras provenientes de 794 casos,
ya que algunos de ellos tenian mas de una lesion. Para el correcto analisis de los
casos, se estipularon criterios de inclusion, propios del Laboratorio de Patologia de la
Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional (EMV-UNA), tales como
tener un registro con informacién minima para su interpretacion (ej. especie, origen,
tipo de muestra) y tener un diagnéstico oficial emitido por el laboratorio, los cuales eran
necesarios para el posterior analisis de los datos.

La informacién de cada caso (especie, sexo, edad, raza, tipo de muestra, origen) se
tabuld en una hoja de Excel. Posteriormente se: 1. evaluaba la muestra, 2. consultaba
con bibliografia de referencia para su analisis, 3. describia morfologicamente y 4. daba

un diagnostico morfoldgico, el cual era verificado y confirmado con el reporte oficial del
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Laboratorio de Patologia de la Escuela, los casos donde existian dudas o no se lograba
su interpretacion eran analizados con el doctor encargado del Laboratorio de Patologia
de la EMV-UNA. Segun el diagndstico morfolégico se daba una clasificacion segun la
etiologia del proceso (tumoral, infeccioso, inflamatorio, quistico, degenerativo, entre
otros).

Por ultimo, se hizo la revision y analisis de casos de los cuales se lograba confirmar
su diagnostico mediante histopatologia, algunos de estos casos eran muestras que se
tomaban de animales de necropsia, otros de biopsias remitidas al laboratorio y algunos

casos de citologia externos.

2.2.3 Inmunohistoquimica

Durante el periodo de la pasantia se participd en la realizacidn e interpretacion de la
técnica de IHQ para emitir un diagndstico o estadificar tumores.

En este laboratorio se tiene un protocolo estandarizado, en el cual se utiliza el sistema
Leica BOND, dependiendo del tipo de proceso que se quiera diagnosticar se elige el
panel de anticuerpos a utilizar, se utilizan anticuerpos marca Leica, Dako y Ventana.
El proceso de IHQ en el laboratorio se realiza de manera manual.

Para esta técnica se toman las secciones de tejido fijadas con formalina, las que se
incluyen en bloques de parafina y de las cuales posteriormente se realizan cortes de
tres micrometros con un micrétomo que son colocados sobre un portaobjetos. Una vez
en el portaobjetos se procede a desparafinar las muestras, pasandolas por soluciones
de xilol, alcohol 100%, alcohol 95%, alcohol 80%, alcohol 50% y un paso final con agua

destilada.
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Posteriormente, se realiza un rescate de antigenos, ya que la fijacién con formalina
cambia la estructura de las proteinas (Ramos-Vara 2005), este consiste en poner las
laminas en una solucion de rescate, dependiendo del antigeno se utiliza una solucion
con pH 9.0 o con pH 6.0, esto se incuba durante 20 minutos en una vaporera a 95°C
y se finaliza con tres lavados con Tampdn fosfato salino (TBS). Luego se realiza la
inhibicion de la peroxidasa endogena durante diez minutos y se lava con TBS, para
proceder a incubar el anticuerpo que se utilizara durante una hora en una camara
humeda, al finalizar se lava tres veces con TBS, se agrega la solucion “post primary”
diez minutos, se lava con TBS tres veces, se agrega la solucion “polymer” diez minutos,
se lava con TBS tres veces y se agrega la solucion DAB durante cinco minutos,
posteriormente se lava con agua destilada y se realiza una contratincion agregando
hematoxilina por ocho minutos y se termina pasando por soluciones de alcohol de
95%, propanol y xilol. Al final se coloca el cubreobjetos y se observa la lamina al

microscopio.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Casuistica general del afio 2020
Durante el periodo de la pasantia se analizé un total de 914 muestras de citologia
referidas al Laboratorio de Patologia durante el afio 2020.
Segun la distribucion de los casos por especie, 799 casos fueron de caninos, seguido
de 68 felinos y en menor proporcion de otras especies. Ademas, en 18 muestras los

remitentes no aportaron informacion sobre la especie (Figura 1).

Tortuga 1
Ave 2
Erizo 4
o Cuilo 4
.8 .
a Conejo 6
- Equino 12

No indica 18
Felino 68
Canino 799

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Numero de animales

Figura 1.

Distribucion por especie de las muestras de citologia remitidas en el afio 2020 al
Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional (N= 914).

Esta distribucion es esperable ya que los caninos, felinos y equinos son las especies
de animales de compafia mas comunes (Sharkey et al. 2014). Sin embargo, la

citologia se ha vuelto una herramienta mas comun en la medicina de animales
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exoéticos, por lo que cada vez se reciben mas muestras de mascotas no
convencionales, teniendo como ventaja que las técnicas de recoleccidn y preparacion
de las muestras son las mismas que en animales domésticos (Campbell 2007).

En cuanto a la distribucion por sexo de los casos remitidos, se tiene una proporcién
casi equitativa entre hembras (N=447, 49%) y machos (N=438, 48%). En 29 casos los
remitentes no proporcionaron informacion referente al sexo (N=29, 3%), la cual es
importante para la interpretacion de las muestras ya que hay patologias especificas
por sexo o en las cuales hay predisposicion por sexo.

Segun la edad de los pacientes, se observo una mayor distribucion en pacientes de
edad media (de los 6 hasta los 15 afios). Sin embargo, hubo dos casos, uno de un ave

y otro de una tortuga que tenian mas de 20 anos (Figura 2).
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Figura 2.

Distribucion por rango de edad de las muestras de citologia remitidas en el afio 2020
al Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional (N= 914).

En cuanto al tipo de muestras, se remitieron 549 muestras de nédulos, seguido de 238
muestras de 6rganos, en tercer lugar, 53 muestras para las cuales no se indico el tipo

de lesién y en cuarto lugar 44 fluidos o liquidos corporales (Figura 3).
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Figura 3.

Distribucion por tipo muestra o lesion macroscopica de las muestras de citologia
remitidas en el afio 2020 al Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina

Veterinaria de la Universidad Nacional (N= 914).

En cuanto a la ubicacion anatdémica, se analizaron 462 muestras a nivel cutaneo,
subcutaneo y 105 ganglios linfaticos (Cuadro 1). Este tipo de muestras son
comunmente analizadas en citologia por su facilidad de muestreo, ademas que son
muy evidentes tanto para los clinicos como para los propietarios (Sharkey et al. 2014a),
otras ubicaciones anatomicas que comparten esta caracteristica son la glandula
mamaria, glandula perianal y cavidad oral. En cuanto a la amplia cantidad de muestras
remitidas de érganos (Cuadro1) como el higado, bazo, pulmén, préostata y lesiones por
ejemplo intra abdominales, esto se da ya que actualmente hay mas disponibilidad de
realizar ultrasonidos en el ambito de la medicina veterinaria lo que ha llevado al

aumento de la toma de muestras citologicas de esta indole, ya que es menos invasivo
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y mas rapido que la toma de biopsias y también porque las citologias facilitan el triage,
que es la practica de evaluar a los pacientes y clasificarlos segun la urgencia del
tratamiento requerido (Ford y Mazzaferro 2012; Sharkey y Wellman 2011). En cuarto
lugar, estan las muestras donde no se indica su ubicacién anatémica (N=54) (Cuadro
1). El médico veterinario remitente debe proveer suficiente informacion sobre la lesion
y el paciente para que el patélogo pueda realizar un diagnéstico informado y preciso
(Christopher et al. 2008), el problema de poca informacion de datos sucedio tanto a la
hora de reportar la especie, edad y el sexo, asi como en la localizacion anatomica de
las lesiones. Estos datos son cruciales ya que a la hora de emitir un diagnostico
citologico el patdlogo debe tomar en cuenta las diferencias en ocurrencia, prevalencia,
manifestacion y comportamiento biolégico en las diferentes especies, también otros
factores como la edad, sexo, color, raza, entre otros juegan un papel en la
interpretacion de citologias en la medicina veterinaria (Sharkey y Wellman 2011).

Existen muestras de otro tipo de tejidos que se remitieron menos al laboratorio, no se
descarta que los procesos de estas ubicaciones sean menos frecuentes o su
diagndstico sea mas complejo. Otro tipo de muestras como por ejemplo los cepillados
bronquiales (N=1) son menos frecuentes ya que estos necesitan ser guiados por medio
de endoscopia (Raskin y Meyer 2016), la cual es una técnica que en el ambito de

veterinaria en nuestro pais esta expandiéndose.
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Cuadro 1.

Ubicacion anatémica y/o origen de las muestras de citologia remitidas en el afio 2020
al Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional (N= 914).

Ubicacion anatomica/origen de la muestra Numero de muestras Porcentaje

Cutaneo/subcutaneo 462 50,5
Ganglio linfatico 105 11,5
Higado 57 6,2

No indica 54 5,9
Liquido corporal 44 4.8
Bazo 31 3,4
Glandula mamaria 28 3.1
Pulmén 19 2.1
Prostata 18 2,0

Intra abdominal 14 1,5
Glandula perianal 11 1,6
Cavidad oral 8 0,9
Hueso 6 0,7

Rifién 6 0,7

Vejiga 6 0,7
Cavidad nasal 4 0,4
Lavado bronquioalveolar 4 0,4
Intra toracica 4 0,4
Mama 3 0,3
Lavado traqueal 3 0,3
Pancreas 2 0,2
Vagina 2 0,2
Glandula adrenal 2 0,2
Otros* 17 1,9

Total 914 100

* Otros corresponden a una muestra de cada uno de los siguientes sitios: Conjuntiva, lengua, peritoneo,
mediastino, medula ésea, vesicula biliar, mesenterio, canal auditivo, cepillado bronquial, rifién, cornea,
testiculo, colon, intestino delgado, intra celémica, absceso y pene.
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El analisis de fluidos es un procedimiento que se realiza de rutina en la medicina
veterinaria, durante el afo 2020 fueron remitidas 44 muestras de liquidos corporales
al laboratorio de patologia para su respectivo analisis. Las efusiones pleurales (N=17)
y peritoneales (N=17) fueron el tipo de liquido corporal mas remitido, lo cual concuerda

con lo descrito en la literatura (Sharkey et al. 2014b) (Figura 4).
m Efusion pleural
3
7% = Efusion peritoneal
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Orina
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= Liquido
cefalorraquideo

Figura 4.

Distribucién por origen anatoémico de las efusiones y liquidos corporales remitidos en
el afio 2020 al Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la

Universidad Nacional (N= 44, 4,8%).

De efusiones analizadas se clasificaron 13 como exudados inflamatorios asépticos
(Cuadro 2), estos contienen distintas poblaciones inflamatorias ya que estas se
originan por procesos inflamatorios o estimulacién quimotactica por lo que la
permeabilidad capilar se aumenta (Campbell 2007). En el caso de las 3 muestras que

se caracterizaron como exudado inflamatorio séptico (Cuadro 2), es porque en estos
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se logré detectar la presencia de agentes infecciosos, en los extendidos analizados se
observaron unicamente bacterias.

Cuadro 2.

Clasificacion citologica de las efusiones pleurales y peritoneales remitidas en el afio

2020 al Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional (N=34, 78% de los liquidos corporales remitidos).

Clasificacion de la efusion Numero de muestras Porcentaje
Exudado inflamatorio
o 13 38,2

aséptico
Exudado tumoral 7 20,6
Trasudado modificado 5 14,7
Exudado inflamatorio

e 3 8,8
séptico
Trasudado puro 3 8,8
Quilotérax 2 5,9
Exudado hemorragico 1 29
Total 34 100

Se tuvieron 7 efusiones tumorales (Cuadro 2) en las que se tuvo presencia de células
displasicas. La neoplasia es una causa comun de efusiones tanto en térax como en el
abdomen de los perros y gatos; sin embargo, no siempre se logran diagnosticar
mediante la evaluacion de efusiones, entonces si hay presente una masa siempre se
recomienda analizarla también por medio de PAF (Raskin y Meyer 2016). La precision
para la deteccion de tumores en efusiones mediante citologia es mayor para tumores
de células redondas que para carcinomas y sarcomas (Hirschberger et al. 1999).

Los trasudados se clasificaron 3 como puros y 5 como modificados (Cuadro 2) segun

su contenido de proteina, estos se dan por cambios en la presidn oncética o aumentos
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en la presion hidrostatica, cuando estos se vuelven cronicos aumenta su contenido de
proteina y células nucleadas por lo que se vuelven trasudados modificados (Raskin y
Meyer 2016).

En las 2 muestras donde se encontraron efusiones de quilo no se clasificaron segun
su contenido de proteina ya que las causas de este tipo de efusiones son variadas,
por ejemplo, pueden ocasionarse por masas, aumento de flujo linfatico, aumento de la
presion venosa, ruptura por trauma, entre otras (Meadows y MacWilliams 1994)
(Cuadro 2).

Para las 914 muestras analizadas se realizé una clasificacion del diagnostico segun
su origen del proceso, como vemos 391 lesiones eran de origen neoplasico, seguido
por 158 muestras no significativas y en tercer lugar 147 lesiones inflamatorias (Figura

5).
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Figura 5.

Clasificacion segun el tipo de procesos asociados de las muestras de citologia
remitidas en el afio 2020 al Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina

Veterinaria de la Universidad Nacional (N= 914).

En general la citologia es muy util para diferenciar entre procesos neoplasicos e
inflamatorios (Sharkey y Wellman 2011). También se relaciona el diagndstico de
procesos neoplasicos con el hecho de que 462 de las muestras remitidas al laboratorio
fueron de origen cutaneo y subcutaneo y muchas de las lesiones que se remitieron de
estas estructuras eran nodulos y generalmente estos son de origen neoplasico
(Sharkey et al. 2014a). No obstante, las lesiones se evaluan para clasificar los
procesos patoldgicos generales como presencia de agentes infecciosos, hiperplasia,

neoplasia.
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Es importante recalcar el numero de muestras no significativas que se recibieron,
puesto que el diagndstico emitido por el patélogo depende de la calidad de la muestra
remitida y la responsabilidad de la toma de la muestra recae sobre el clinico remitente.
La calidad de las muestras se basa en el numero de células nucleadas intactas en la
muestra, las muestras con baja celularidad y el otro extremo, las muestras con mucha
celularidad que dan extendidos muy gruesos resultan no diagndsticas (Sharkey et al.
2007; Sharkey y Wellman 2011).

En el caso de los fluidos corporales, el mal manejo de los mismos hace que la
integridad de las células se vea comprometida, un error muy comun observado en las
muestras de liquidos corporales fue que eran enviados en tubos con tapa roja los
cuales no poseen anticoagulante, estos se deben remitir en tubos con EDTA, otro error
percibido es que enviaron fluidos con mas de 24 horas desde la toma de la muestra y
esto altera la integridad celular (Sharkey et al. 2007).

La toma de muestras de calidad en citologia requiere conocimiento y experiencia,
ademas, se deben tomar las consideraciones necesarias dependiendo del tipo de
muestra. Otro problema que se detectd en las muestras remitidas y que dificulta su
interpretacion fue la falta de informacion como se discutié anteriormente.

La cantidad de diagnésticos morfolégicos obtenidos para las muestras de origen
tumoral fue muy amplia y fueron clasificados segun cuatro caracteristicas
citomorfolégicas y no por el origen embrionario celular, esta division ayuda a la
interpretacion citoldgica y a realizar una reduccion de los diagndsticos diferenciales.

Las categorias de neoplasias fueron las siguientes: epiteliales, mesenquimales, de
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células redondas y de nucleo desnudo (neuroendocrinas) (Raskin y Meyer 2016)

(Figura 6).
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Figura 6.

Clasificacion de los procesos neoplasicos por categoria citomorfoloégica de las
muestras de citologia remitidas en el afio 2020 al Laboratorio de Patologia de la

Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional (N= 391, 42,8%).

En el cuadro 3 se mencionan las 5 neoplasias que se diagnosticaron con mayor

frecuencia en la pasantia.
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Cuadro 3.

Cinco neoplasias mas frecuentemente diagnosticadas en las muestras de citologia
remitidas en el afio 2020 al Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional (N=247, 63,2%).

Tumor Numero de muestras Porcentaje
Lipomaltejido subcutaneo 121 30,9
Mastocitoma 63 16,1
Linfoma 27 6,9
Sarcoma de células redondas 21 54
Sarcoma de tejido blando 15 3,8

Se diagnosticaron 159 neoplasias mesenquimales (Figura 6), estas incluyen los
sarcomas de tejido blando, osteosarcomas, condrosarcomas, tumores originados de
tejido adiposo y tumores originados de células musculares (Burton 2017).

Dentro de la categoria de neoplasias mesenquimales entran los lipomas, se
diagnosticaron 121 lipomas durante la pasantia (Cuadro 3), reforzando el hecho que
son muy comunes, son benignas y se ven en la mayoria de los animales, pero sobre
todo en el perro (Meuten 2017).

Aunque las neoplasias mesenquimales fueran las mas frecuentemente
diagnosticadas, cabe rescatar que estas suelen producir muestras poco celulares
(Campbell 2007).

Los sarcomas de tejido blando se clasifican como neoplasias mesenquimales y estos
fueron la quinta neoplasia mas diagnosticada con 15 muestras (Cuadro 3), estas
neoplasias se componen de una cantidad diversa de tumores que son muy similares

a nivel citolégico, donde se incluyen tumores como fibrosarcomas, liposarcomas,
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tumores de pared perivascular, tumores de vaina periférica nerviosa, entre otros
(Burton 2017). Cuando no se logra una clasificacion mas especifica del tumor se
reportan como sarcomas de tejido blando y la recomendacién es remitir una biopsia
para histopatologia, aunque el diagndstico de este tipo de tumores puede ser dificil
inclusive con histopatologia (Dennis et al. 2011).

Se diagnosticaron 146 neoplasias de células redondas y estas fueron las segundas
mas diagnosticadas (Figura 6), estas neoplasias son de origen embrionario
mesenquimal, pero para la evaluacion citolégica y por sus caracteristicas
citomorfoldgicas es de utilidad clasificarlas por aparte. Dentro de esta clasificacion se
encuentran neoplasias como el tumor venéreo transmisible, linfoma, mastocitoma,
plasmocitoma e histiocitoma (Raskin y Meyer 2016; Burton 2017).

Se diagnosticaron 63 mastocitomas (Cuadro 3), esta fue la neoplasia de células
redondas mas diagnosticada, este es un tumor originado de los mastocitos, muy
comun en los caninos (la cual fue la especie de la que se remitieron la mayoria de
muestras) y por lo general es diagnosticado facilmente mediante citologia (Meuten
2017). En segundo lugar, se diagnosticaron 27 muestras como linfoma que es una
neoplasia que se origina de los tejidos linfoides fuera de la medula 6sea y es la
neoplasia hematopoyética mas comun en veterinaria, la citologia es una buena técnica
para diagndstico primario de esta neoplasia, pero con la salvedad que para graduarlo
se debe realizar histopatologia (Sharkey et al. 2014; Meuten 2017). Los sarcomas de
células redondas fueron las cuartas neoplasias mas diagnosticadas con 21 casos, para
estos tumores no siempre se logra dilucidar el tumor especifico que se esta evaluando

por lo que estos se reportan como sarcomas de células redondas y se sugiere
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histopatologia para una caracterizacion mas especifica, en ciertos casos es necesario
el uso de otras técnicas como IHQ para realizar un diagnoéstico definitivo. La citologia
es muy util para identificar neoplasias de células redondas ya que suelen ser lesiones
que exfolian bien y su morfologia es muy caracteristica (MacNeill 2011).

Como tercer categoria se diagnosticaron 82 neoplasias epiteliales (Figura 6) que se
originan de tejido glandular, parenquimatoso o recubrimiento de superficies (Raskin y
Meyer 2016), las neoplasias epiteliales mas diagnosticadas fueron 16 carcinomas
mamario y 12 adenomas de las glandulas sebaceas.

Cuarto tenemos las neoplasias de nucleo desnudo (Figura 6), que son conformados
por células fragiles, provenientes de tumores endocrinos, neuroendocrinos o neurales
(Perman et al. 1979), durante el periodo de la pasantia se diagnosticaron dos
carcinomas tiroideos.

Por ultimo, hubo dos muestras donde no se logré determinar el tipo de tumor o su
origen (Figura 6), por lo que se clasificaron como neoplasias poco diferenciadas.

Con respecto a las muestras donde se determiné que eran de origen infeccioso (Figura
7), hubo 25 muestras de etiologia bacteriana. Algunas ocasiones, dependiendo de la
especie animal involucrada y el sitio de toma de la muestra se puede sospechar de
diferentes agentes, por ejemplo, en dos de las muestras de lavados traqueales de
equinos, observaron bacterias de tipo cocobacilos Gram positivos. Siendo,
Rhodococcus equi el agente mas frecuente con esta morfologia, que afecte a los
equinos a nivel respiratorio, por lo tanto se le sugiere al clinico que la infeccion puede
ser causada por este microrganismo pero que debe hacer la confirmacién mediante

cultivo bacteriano (Sharkey et al. 2020).
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Figura 7.

Clasificacion de agentes infecciosos segun su etiologia de las muestras de citologia
remitidas en el afio 2020 al Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina

Veterinaria de la Universidad Nacional (N= 32, 3,5%).

En tres muestras se vieron estructuras fungicas (Figura 3, Figura 8A y 8B); sin
embargo, los organismos que forman hifas no pueden ser identificados
especificamente por citologia, por lo que se recomienda, cultivo y de ser necesario
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Raskin y Meyer 2016; Sharkey et al.
2020). Las levaduras que fueron observadas en dos muestras tenian morfologia
compatible con Malassezia spp., lo que concuerda con las lesiones ya que una era un
hisopado de un animal con otitis y otra era una lesion de piel, donde esta levadura (que
es microbiota normal) (Bajwa 2017) estuvo acompafiada de bacterias, ambos
microorganismos pueden actuar de forma oportunista y generar infecciones. En uno

de los casos se observaron bacterias filamentosas, generalmente en animales
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domeésticos se sospecha de los géneros Nocardia, Actinomyces, Streptomyces. o
Fusobacterium, este hallazgo es importante reportarlo al clinico ya que estas especies
de bacterias requieren técnicas especiales para su cultivo e identificaciéon (Raskin y
Meyer 2016).

La muestra donde se observo la presencia de micobacterias era de un canino que
presentaba un nodulo en la superficie de la oreja, al evaluarla se encontrd un infiltrado
inflamatorio piogranulomatoso, en los macréfagos se veian bacilos acido-alcohol
resistentes (Figura 8C), compatibles con Mycobactrium spp. ya que estos no se tifien
con las tinciones tipo Romanowsky, la lesion es diagndstica para sindrome del
granuloma leproide canino, donde se presenta granulomas causados por
Mycobacterium spp. en la piel y el tejido subcutaneo (Lemarie 1999; Sharkey et al.
2020). La lesién en la que se observaron filarias era un nédulo cutaneo de un canino,
existen reportes de dermatitis por dirofilarias en caninos (Scott 1979; Seavers 1998).
En los aspirados lo que se observa son fragmentos del nematodo junto con inflamacion

(Figura 8D) (Raskin y Meyer 2016).
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Figura 8.

Agentes infecciosos observados en algunas de las citologias analizadas.

A. PAF de nodulo cutaneo, dermatitis piogranulomatosa asociada a la presencia de hifas (flecha). 600x.
B. PAF de nédulo cutaneo, dermaititis piogranulomatosa asociada a la presencia de hifas (flecha). 600x.
C. PAF de nodulo cutaneo, dermatitis granulomatosa asociada a la presencia de bacilos acido-alcohol
resistentes dentro de los macrofagos (flechas). 600x. D. Raspado de dulcera lingual, glositis

piogranulomatosa asociada a la presencia microfilaria (flecha). 400x.

Durante la pasantia se diagnosticaron 78 procesos hiperplasicos, estos fueron los
cuartos mas diagnosticados dentro del total de las muestras analizadas, tal y como se
observa en el cuadro 4. La hiperplasia es el agrandamiento de un 6rgano y tejido por

un numero aumentado de células normales (Sharkey et al. 2020), y se da como
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respuesta a cambios hormonales o defio tisular (Raskin y Meyer 2016). La hiperplasia
es dificil de diferenciar de neoplasias benignas, neoplasias bien diferenciadas o tejido
normal mediante citologia, no obstante, parte de la interpretacion citolégica toma en
cuenta la historia, por ejemplo, si se describe una lesion nodular o agrandamiento
simétrico de los tejidos, esta ultima es una caracteristica que puede ayudar a
diferenciar una hiperplasia de un proceso neoplasico (Sharkey et al. 2007; Raskin y
Meyer 2016; Sharkey et al. 2020).

Cuadro 4.

Clasificacion de los procesos hiperplasicos por origen anatoémico de las muestras de
citologia remitidas en el afio 2020 al Laboratorio de Patologia de la Escuela de

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional (N= 32, 8,5%).

Numero de
Tipo de hiperplasia Porcentaje
muestras
Hiperplasia linfoide reactiva (Ganglio
Perp ( 9 36 46,2
linfatico)
Hiperplasia esplénica reactiva 17 21,8
Hiperplasia prostatica benigna 14 17,9
Hiperplasia nodular hepatica benigna 5 6,4
Hiperplasia urotelial 3 3,8
Hiperplasia fibroepitelial mamaria 1 1,3
Hiperplasia mieloide granulocitica 1 1,3
Hiperplasia nodular pancreatica 1 1,3

Total 78 100
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3.2Confirmacién histopatolégica del diagnéstico morfolégico citolégico
Durante la pasantia, se pudo corroborar el diagnostico citologico mediante
histopatologia en nueve muestras (Cuadro 5).

Cuadro 5.

Informacion 'y diagndstico de las muestras de citologia con confirmacion

histopatoldgica, remitidas durante el periodo de la pasantia en el Laboratorio de

Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional

Numero Informacién Dlagr_wstlc,o por Dl_agnostlco por
de caso citologia histopatologia

Nédulo cutaneo, canino, . Plasmocitoma

L macho, 11 afos, SRD el el extramedular

2 Nodulo intestino, felino, Tejido mesenquimal Linfoma de células
macho, 11 afios, SRD displasico pequefas

3 Testiculo, equino, macho = Seminoma Seminoma
Nodulo hepatico, canino,

4 macho, 10 afios, Sarcoma de tejido blando Sa“’o”.‘a de qlto grado

; poco diferenciado

Rottweiler

5 Ganglio I|nfat|90, Canino, | p1 iactacic carcinoma Carm_ngma de células
hembra, 11 afios, Beagle transicionales

6 Ndédulo vejiga, canino, Carcinoma de células Carcinoma de células
hembra, 9 afios, SRD transicionales transicionales
Ndédulo higado, canino,

7 macho, 9 afios, Chow Linfoma Linfoma
chow

8 Nodulo costilla, canino, Condrosarcoma Condrosarcoma grado |
hembra, 10 afios, SRD
Noédulo higado, canino, , , Metastasis

9 hembra, 4 afios, Shih CEEINONTE €9 G adenocarcinoma

Tzu

indeterminado

pancreatico exocrino
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En el caso 1, a la evaluacidn citoloégica habian caracteristicas muy sugestivas de un
plasmocitoma (Figura 9A), ya que la poblacion celular eran células redondas discretas,
con un halo perinuclear, habia presencia de células en flama y células bi nucleadas y
multinucleadas (Burton 2017), estas caracteristicas no eran tan claras en la histologia

(Figura 9B) y el tumor se confirmé mediante IHQ.
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Figura 9.

Caso 1. Plasmocitoma cutaneo.

A. PAF de noédulo cutaneo, plasmocitoma cutaneo. Células discretas redondas con halo
perinuclear, hay células en flama (halo rosado) (flecha) y células binucleadas. x600. B. Histologia
de nédulo cutaneo, plasmocitoma cutaneo. Proliferacion de células redondas, algunas presentan

halo perinuclear (flechas), hay presencia de células multinucleadas. x400.

El caso 2 fue de un felino, en el cual al analizar los extendidos no se logré dilucidar la
causa, solo se observaban células de origen mesenquimal que presentaban displasia
(Figura 10A), mediante histopatologia se dio el diagndstico final que fue un linfoma de

células pequenas (Figura10B).
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Caso 2. Linfoma de células pequefias.

A. PAF de nodulo intestinal, tejido mesenquimal displasico. Células mesenquimales con bordes
citoplasmaticos poco definidos, anisocariosis y anisonucleolisis. x600. B. Nodulo intestinal, linfoma

de células pequenas. Proliferacion de linfocitos pequefios. x400.

El caso 3 fue de un equino al cual se le removieron ambos testiculos por la presencia
de masas, antes de procesar el tejido para histopatologia se realizaron improntas de
las lesiones nodulares para tener un criterio previo. Aunque no siempre es posible
diagnosticar los seminomas mediante citologia, los criterios de malignidad que
presentaban las células como figuras mitéticas, multinucleacion, anisocitosis,
anisocariosis, anisonucleolisis (caracteristicas de seminomas) (Figura 11A) (Raskin y
Meyer 2016), ademas de su morfologia llevaron al diagndstico que fue mas tarde

confirmado mediante la histologia (Figura 11B).
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Figura 11.

Caso 3. Seminoma.

A. PAF de testiculo, seminoma. Hay proliferacion de células redondas discretas, las células poseen
nucléolos prominentes y hay presencia de células multinucleadas (flechas). x600. B. Histologia de

testiculo, seminoma. Proliferacion difusa de células germinales. x200.

El caso 4 era de un canino con un nodulo hepatico, al cortar el segmento se vio que el
tumor era multinodular y que presentaba formaciones cavitarias (Figura 12A), al
examinar la citologia se encontré6 una poblacion de células mesenquimales con
criterios de malignidad (Figura 12B) y se diagnosticé como sarcoma de tejido blando,
puesto que no era posible dar un diagnostico mas detallado y este no siempre es
posible (Barger y MacNeill 2017). En la histologia se diagnosticé un sarcoma de alto
grado poco diferenciado (Figura 12C), que se desconoce si era primario o0 metastasico.
Dentro de los tumores mesenquimales reportados mas comunmente en higado estan

el hemangiosarcoma, fibrosarcoma, melanosarcoma, osteosarcoma vy
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leiomiosarcoma, donde la mayoria pueden ser tanto primarios como por metastasis

(Barger y MacNeill 2017).
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Figura 12.

Caso 4. Sarcoma de alto grado.

A. Masa multinodular en higado, hay multipes formaciones cavitarias hemorragicas. B. PAF de
nodulo hepatico, sarcoma de tejido blando. Hay una poblacion de células de forma fusiforme
dispuestas individualmente con bordes citoplasmaticos poco definidos. x400. C. Histologia de
noédulo hepatico, sarcoma de alto grado. Proliferacion de células fusiformes en estroma colageno.

x400.
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El caso 5 fue de un canino Beagle hembra que presentaba una masa en la vagina
cerca de la salida de la uretra, remitieron al laboratorio una biopsia de la masa y una
citologia tomada por PAF de los linfonodos regionales, al examinar los extendidos se
observan células epiteliales displasicas (Figura 13A); sin embargo, no se logré
determinar su origen exacto, por lo que se denomind metastasis de carcinoma. Una
vez procesada la biopsia se diagnostico un carcinoma de células transicionales (Figura
13B). Las hembras presentan una incidencia mayor de este tumor y la raza Beagle se
considera de alto riesgo (Withrow et al. 2013; Meuten 2017). En este caso es
importante la determinacion de metastasis a los linfonodos ya que esta asociado con

una diminucion en la supervivencia (Mutsaers et al. 2003; Burgess y DeRegis 2019).

Figura 13.

Caso 5. Carcinoma de células transicionales.

A. PAF de ganglio linfatico, metastasis de carcinoma. En el entendido hay un predominio de
agregados cohesivos de células epiteliales. x400. B. Histologia de nddulo uretral, TCC. Hay un
sobrecrecimiento del epitelio, las células epiteliales proliferan algunas formando estructuras

papilares. x100.
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En el caso 6 de un canino hembra, que presentaba multiples nodulaciones en vejiga
sobre la serosa y una de ellas se extendia hasta la mucosa (Figura 14A), también se
diagnosticé como carcinoma de células transicionales tanto en la citologia (Figura 14B)

como en la histologia (Figura 14C).

/

Figura 14.

Caso 6. Carcinoma de células transicionales.

A. Multiples nédulos blanquecinos sobre la serosa de la vejiga. B. PAF de nédulo vesical, TCC.

Células epiteliales con alta relacion N:C, alta displasia. x600. C. Histologia de nddulo vesical, TCC.
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Agregado de células epiteliales en la capa muscular de la vejiga, la muestra tenia cambios por

autolisis. x200.

El caso 7 se trataba de un canino al que se le realizé necropsia y que presentaba
multiples nodulaciones a nivel hepatico (Figura 15A). Se tomaron muestras por PAF
para citologia y al analizarlas se encontr6 una poblacion linfoide con cambios
displasicos (Figura 15B), por lo que se diagnosticé linfoma, lo que se confirmé con
histologia (figura 15C). Se cree que el linfoma era de origen metastésico porque en el
perro, el higado es un 6rgano donde es comun la metastasis y el linfoma es la
neoplasia hematopoyética que mas realiza metastasis a este érgano (Trigo et al. 1982

citado en: Meuten 2017).
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Caso 7. Linfoma.

A. Higado, hay mdltiples nédulos pequefios blanquecinos sobre la superficie hepatica (circulos).
B. PAF de nédulo hepatico, linfoma. El extendido esta compuesto de una poblacion de linfocitos
grandes. x400. C. Histologia de nodulo hepatico, linfoma. Infiltrado de linfocitos en el parénquima

hepatico. x200.

El caso 8 era de una masa localizada en térax sobre las costillas (Figura 16A), en la

citologia se observo un material punteado, brillante eosinofilico que es caracteristico
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de matriz condroide, donde las células estan embebidas y se puede ver como algunas
forman lagunas (Figura 16B), también la historia ayuda al diagndstico ya que los
condrosarcomas son comunes en huesos planos como las costillas (Barger y MacNeill
2017; Meuten 2017). En la histologia se observa una proliferacion de tejido

cartilaginoso adyacente a las costillas (Figura 16C).
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Caso 8. Condrosarcoma.

A. Apariencia macroscopica de nédulo sobre costillas. Se observa una masa roja abultada adherida
a una costilla. B. PAF de nddulo sobre costillas, condrosarcoma. Se aprecian células de redondas

a fusiformes en lagunas, embebidas en una abundante matriz extracelular rosada brillante (matriz
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condroide). x400. C. Histologia de nédulo sobre costillas, condrosarcoma. Hay presencia de matriz

condroide con condrocitos ubicados en lagunas. x400.

El caso 9 correspondié a un canino de cuatro afos, que presentaba lesiones a nivel
hepatico a las que se realiz6 PAF, en la citologia se observaron células epiteliales
displasicas con una alta relacion N:C, estas formaban estructuras acinares y las
células tenian una morfologia que no era compatible con hepatocitos (Figura 17A), por
lo que se determind que la masa correspondia a un carcinoma del cual no se podia
dilucidar su origen mediante citologia. Posteriormente se remitié al laboratorio una
muestra del pancreas del paciente y también se procesoé la biopsia hepatica. En el
pancreas se diagnosticd un adenocarcinoma pancreatico y en la histopatologia del
higado habia multiples metastasis de ese tumor (Figura 17B). Como se mencion6
anteriormente, muchas veces no es posible confirmar el origen de las metastasis
evaluadas en citologia, pero se puede determinar al menos la linea celular de la que

proviene, lo cual da informacion valiosa para el clinico y la toma de decisiones.
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Figura 17.

Caso 9. Adenocarcinoma pancreatico.

A. PAF de nédulo hepatico, carcinoma de origen indeterminado. Hay agregados de células
epiteliales de alta relacion N:C, formando estructuras acinares (flechas). x200. B. Histologia de
nodulo hepatico, metastasis de adenocarcinoma pancreatico. Hay presencia de un agregado de

células epiteliales glandulares en medio del parénquima hepatico. X200.
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3.3Casos de tipificacion tumoral por inmunohistoquimica
Durante la pasantia se realizo la técnica de IHQ en siete muestras, la informacion del
paciente y diagndstico final se describe en el Cuadro 6, los anticuerpos especificos y

su reaccion se detallan en el Anexo 1.

Cuadro 6.
Informacion y diagnostico de las muestras de inmunohistoquimica procesadas durante
la pasantia en el Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la

Universidad Nacional.

Informacioén de la muestra Diagnéstico

Biopsia de nédulo cutaneo, Canino, 6 .
Plasmocitoma
anos, macho, West Highland White terrier

Biopsia de nédulo cutaneo, Canino, . .
Mastocitoma de bajo grado
hembra, 11 anos, American Staffordshire

Biopsia de nédulo cutaneo, Canino, .
Plasmocitoma
macho, 11 ainos, SRD

Biopsia de nédulo cutaneo, Canino, . .
) Mastocitoma de bajo grado
Doberman pinscher

Biopsia de nédulo cutaneo, Canino, . .
Mastocitoma de bajo grado
hembra, 5 ainos, Labrador

Biopsia de nédulo cutaneo, Canino, ) o ]
Linfoma epiteliotrépico células T
hembra, 8 anos, Shih Tzu

Biopsia de nédulo renal, Leopardus . o o
. . No se establece diagnostico definitivo
pardalis, macho, 5 afos
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El panel que mas se realiz6 durante la pasantia fue para el prondstico de los
mastocitomas cutaneos que se realizé en tres de las siete muestras. Para este se
utilizan anti ki-67, anti c-KIT y la tincion AgNor. En las muestras analizadas todos los
mastocitomas se clasificaron como de bajo grado por su patrén de reactividad. Esto es
de gran ayuda ya que permite caracterizar mejor el comportamiento biologico de los
mastocitomas.

El panel de anticuerpos para el diagnostico y diferenciacion de los linfomas es uno de
los mas utilizados en el Laboratorio de Patologia, durante la pasantia se realizé en un
caso, donde se utilizaron los anticuerpos CD3, CD20 y CD79a. La diferenciacion entre
el fenotipo de células tipo T o B, es importante ya que es un buen factor prondstico,
animales con linfomas de células T de alto grado al ser tratados con quimioterapia
tienen menores tasas de remisidén, recaidas mas rapidas y menos tiempo de
sobrevivencia que animales con linfomas de células B de alto grado, la determinacién
del fenotipo junto con la graduacion histolégica dan valiosa informacion con respecto
al pronostico (Valli et al. 2013; Moore 2016). Con estos marcadores se confirmoé un
linfoma cutaneo de células T durante el periodo de la pasantia.

Con respecto a los demas paneles utilizados para diagnoéstico, en dos de las muestras
procesadas se utilizé un panel para el diagnodstico de tumores de células redondas, ya
que este puede ser dificil solo con histopatologia (Fernandez et al. 2005). Dentro de
los tumores de los que se puede sospechar estan los mastocitomas, histiocitomas
cutaneos, linfoma y plasmocitoma. Durante la pasantia se diagnosticaron dos tumores

como plasmocitomas por su patron de reactividad en IHQ (Anexo 1).
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Hubo un caso de un tumor renal en un felino silvestre Leopardus pardalis (Figura 18A),
en el cual se apreciaban caracteristicas compatibles con un nefroblastoma en la
citologia (Figura 18B) y en la histologia se apreciaba la proliferacion de tubulos renales
y rosetas (Figura 18C). Para confirmar las sospechas se realiz6 IHQ, se utilizé el anti
WT-1, donde se espera que los nefroblastomas muestren inmunoreactividad para este
anticuerpo (Pearson et al. 1997). Se utilizaron otros anticuerpos para buscar
componentes epiteliales y mesenquimales. De todos los anticuerpos utilizados solo
hubo inmunoreactividad con la vimentina (Figura 18D), la cual esta presente en las
células fetales y en componentes mesenquimales (Meuten 2017), no obstante con la
informacion obtenida no se logré establecer un diagnéstico definitivo para el tumor,
debido a que el animal era de una especie silvestre por lo que existe escasa literatura
sobre este tema y ademas que los anticuerpos no son especie especifica y se

desconoce si existe reactividad cruzada.
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Figura 18.

Apariencia macroscopica, citologia, histologia e inmunohistoquimica (tincion anti
vimentina) de masa renal en manigordo (Leopardus pardalis).

A. Apariencia macroscopica de masa renal en manigordo (Leopardus pardalis). Se observa una
masa definida color beige que se extiende desde la corteza hasta la medula renal. B. PAF de masa
renal en manigordo (Leopardus pardalis). Se observan agregados de células ovoides con un
volumen moderado de citoplasma, hay presencia matriz extracelular rosada (flecha). x600. C.
Histologia de masa renal en manigordo (Leopardus pardSe alis)., hematoxilina eosina hay
presencia de células epiteliales formando tubulos y estructuras acinares, también hay presencia de
estructuras tipo “roseta” (flecha). x200. D. Histologia de masa renal en manigordo (Leopardus
pardalis), tincién de IHQ para vimentina, las células presentan un patrén de tincion citoplasmatico.

x100.
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4. CONCLUSIONES

4.1Se practico la tincion de May-Grunwald-Giemsa y Gram para el analisis de
especimenes citolégicos, asi como el procesamiento de fluidos corporales y la
realizacion de la técnica de citocentrifugacion. Lo cual permitié mejorar destrezas
y habilidades técnicas.

4.2 Se examinaron un total de 923 muestras de citologia, esto permitio el desarrollo
de habilidades y conocimientos para el diagnostico mediante citologia.

4.3 Se documento la casuistica de citologias remitidas al Laboratorio de Patologia de
la EMV-UNA, del afio 2020, con esta informacién se realizé una descripcion de
diferentes categorias como especie, edad, tipo de muestra, origen, entre otros.
Con lo cual se logré describir la distribucion de la casuistica del laboratorio segun
las distintas variables.

4.4Se aprendio la técnica de inmunohistoquimica, ademas se reconocié su
aplicaciéon y utilidad en el diagndstico y estatificacion de tumores en animales

domésticos.
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5. RECOMENDACIONES

5.1Se insta a la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional a
promover la realizaciéon de pasantias en las areas de interés especificas de
cada estudiante, ya que esta experiencia genera invaluables conocimientos y
practica en el area especifica de interés.

5.2Durante la pasantia se identificaron problemas en el envié de las muestras, en
el caso de los liquidos corporales estos se enviaban en tubos sin anticoagulante
y se almacenaban por tiempos prolongados. También se identific6 que hubo un
alto numero de muestras no diagnosticas, lo que se puede prevenir mejorando
la toma de muestra. Por lo que se insta a la Escuela de Medicina Veterinaria de
la Universidad Nacional a fortalecer la educacion con respecto al proceso de
remitir muestras y la practica de toma de muestras para citologia en los cursos
de clinica y en el internado rotatorio. Ya que las citologias son de gran ayuda
en las etapas tempranas del diagnéstico, ademas que poseen el beneficio de
ser menos costosas e invasivas.

5.3Se sugiere al Laboratorio de Patologia de la Universidad Nacional distribuir
entre sus clientes guias informativas electronicas sobre la manera correcta de
remitir las distintas muestras que se procesan en el laboratorio, ya que como se
menciond anteriormente este fue uno de los problemas detectados durante la
pasantia.

5.4Se sugiere a las asociaciones gremiales de Colegio de Médicos Veterinarios
promover la comunicacion entre los clinicos y el profesional de laboratorio, ya

gue durante la pasantia se detectd que habia falta de informacién basica sobre
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la muestra remitida como la especie, sexo, edad, ubicacién anatdomica e historia
clinica. Al fortalecer la comunicacion y proveer la informacion pertinente se
facilita el diagnodstico y mejora el servicio tanto del laboratorio como del médico
veterinario.

5.5Se invita a los estudiantes de medicina veterinaria a incursionar en el area de
diagnostico de laboratorio, ya que en los ultimos afios ha crecido mucho en el

pais y representa una opcion laboral.
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Anexo 1.

Anticuerpos utilizados, resultado y diagnostico de las muestras de inmunohistoquimica procesadas durante la pasantia.

7. ANEXOS

Informacion de la muestra

Anticuerpos utilizados y resultado

Diagnostico

Biopsia de nédulo cutaneo, Canino, 6 anos,
macho, West Highland White terrier

CD3 Negativo

CD20 Positivo 1+
CD45 Positivo 2+
E-cadherina Positivo 1+

Plasmocitoma

Biopsia de nddulo cutaneo, Canino, hembra,

11 anos, American Staffordshire

Ki67 <10% reactividad positiva
CD117 Positivo, <10% presenta expresion
tipo Il citoplasmatica

AgNor indice promedio 1.0 AgNor/100

Mastocitoma de bajo grado

E-cadherina 2+
MUM-1 Positivo 4+

células
Biopsia de nddulo cutaneo, Canino, macho, | CD3 Negativo Plasmocitoma
11 afos, SRD CD20 1+

CD79a 2+

Biopsia de nddulo cutdneo, Canino,

Doberman pinscher

Ki67 25% reactividad positiva
CD117 Positivo, patrén expresion difuso
AgNor indice promedio 1.5 AgNor/100

células

Mastocitoma de bajo grado
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Biopsia de ndédulo cutaneo, Canino, hembra, | CD3 Positivo 4+ Linfoma epiteliotrépico de células T

8 anos, Shih Tzu CD20 Negativo
CD79a Negativo




