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Prefacio

Este Atlas de Hematologia Veterinaria. Técnicas e interpretacién del hemograma en pequefios animales,
fue pensado como material de estudio y guia para los alumnos de los ultimos afios de la carrera de Ciencias
Veterinarias y para graduados que quieran incorporar el diagnodstico hematolégico en sus practicas
profesionales. Es uno de los pocos en la literatura Veterinaria que interrelaciona técnicas, interpretacion y
fotos ilustrativas de coleccién propia para favorecer el reconocimiento de la morfologia normal y patolégica en
un frotis sanguineo. Esta organizado en capitulos, comenzando con un recordatorio de la formacion de las
células sanguineas, siguiendo por las maniobras de una adecuada extraccién, acondicionamiento y envio de
una muestra de sangre en pequefios animales. Luego una descripcion de las técnicas hematoldgicas
automatizadas y manuales para la realizaciéon de un hemograma, haciendo énfasis en estas ultimas, con la
interpretacion de los parametros de importancia clinica para aproximar el diagndstico presuntivo en un
paciente. Ademas describe técnicas hematolégicas complementarias y su interpretacion. Brinda un
recordatorio de la fisiopatologia de anemia y el diagndstico de laboratorio e interpretaciéon integrada a la
historia clinica del paciente. También se incluye el estudio de la medula ésea: indicaciones, extraccién e
interpretacién de las técnicas utilizadas. Se proporciona bibliografia de consulta para aquellos estudiantes
que deseen profundizar sus conocimientos. Por ultimo se describen diferentes casos clinicos con estudios
hematoldgicos y su interpretacion.

Se adjuntan los valores normales de acuerdo a la experiencia del equipo de trabajo del Servicio Central
de Laboratorio que desde el afio 1990 esta en funcionamiento en el Hospital Escuela de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata, que fue pionera a nivel nacional en incorporar a
los Andlisis Clinicos Veterinarios dentro de los Servicios Hospitalarios y como Curso de Andlisis Clinicos
Veterinarios obligatorio a partir de la modificacion del plan de estudios en el afio 2006.

Este Libro de Catedra tiene como objetivo final, colaborar en un mejor desempefio profesional en la
practica de la Clinica Veterinaria, a través de la incorporacion de estudios hematologicos realizados e

interpretados correctamente para arribar a la aproximacion diagndstica de un paciente.
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CAPITULO 1

Hematopoyesis

1. Formacion de las células de la sangre

Las células sanguineas tienen una vida media relativamente corta, por lo que deben ser producidas conti-
nuamente, para mantener su nimero en la sangre.

La formacion de las células sanguineas recibe el nombre de hematopoyesis. En el adulto la hematopoye-
sis se desarrolla en la médula ésea. La produccion de eritrocitos (eritropoyesis), granulocitos (granulopoyesis),
linfocitos (linfopoyesis), monocitos (monopoyesis) y trombocitos (trombopoyesis) realizan todo su proceso de
crecimiento y diferenciacién en la médula 6sea. Los linfocitos (linfopoyesis), luego de su produccion en la

meédula 6sea, pueden multiplicarse y diferenciarse fuera de ella.

1.1. Eritropoyesis

En condiciones normales la serie eritroblastica representa entre el 30 y 35 % de los elementos nucleados
de la médula ésea. La secuencia madurativa de esta serie se inicia con el pronormoblasto, el cual da origen al

normoblasto basdfilo, éste al normoblasto policromatoéfilo y al normoblasto ortocromatéfilo.

Médula 6sea

Los cambios morfoldgicos que se experimentan los eritrocitos en su maduracion, se caracterizan por una
notable disminucion del tamafo nuclear de los mismos, con condensacion progresiva de la cromatina y
desaparicion de los nucléolos. El citoplasma evoluciona perdiendo la intensa basofilia propia de los estadios
mas joévenes y adquiere la acidofilia tipica que le proporciona la hemoglobina en los estadios mas maduros.

El pronormablasto es la célula mas inmadura de la serie roja capaz de ser identificada épticamente como
tal. Su tamafo es grande con un nucleo redondo central de gran talla que ocupa la mayor parte de la célula,
por lo que la relacién nucleo-citoplasma es elevada. La cromatina muestra una estructura finamente reticulada
y posee uno o dos nucléolos mal limitados. El citoplasma es intensamente basdéfilo debido a su gran riqueza en
polirribosomas y queda reducido a una delgada franja perinuclear en la que se aprecia una zona mas clara, de
forma semilunar, que corresponde al centrosoma de la célula. En ocasiones presenta unas protrusiones cito-
plasmaticas a modo de casquetes bastante caracteristicos de este estadio madurativo.

El normoblasto basdfilo es una célula de menor tamafo que posee un nucleo central con cromatina algo
mas madura. El citoplasma todavia tiene un color basdfilo intenso. La relacion nucleo-citoplasma disminuye

progresivamente debido al rapido descenso del tamafio nuclear.
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El normoblasto policromatdfilo tiene un tamano inferior y un nicleo redondo y central, cuya cromatina esta
fuertemente condensada. La relacién nucleo-citoplasma alcanza el 25 %. El citoplasma, en el que se ha iniciado
la sintesis hemoglobinica, va perdiendo basofilia y adquiere una tonalidad gris rosada, aciddfila. Es la ultima
célula normoblastica con capacidad mitotica.

El normoblasto ortocromatdsfilo tiene un tamafio pequefio con nucleo intensamente picnético y cromatina muy
condensada de aspecto homogéneo. El citoplasma muy acidéfilo va aumentando su contenido hemoglobinico
hasta adquirir la tonalidad propia del hematie maduro. Este normoblasto puede sintetizar proteinas y hemoglobina.
El nucleo, una vez finalizada su maduracion, es expulsado de la célula por un mecanismo no del todo conocido,
siendo éste posteriormente fagocitado por las células del sistema mononuclear fagocitico de la médula 6sea.

Con la pérdida del nucleo el normoblasto ortocromatdfilo se transforma en reticulocito, elemento anucleado que
todavia posee cierta capacidad de sintesis de ARN, proteinas y hemoglobina, gracias a la persistencia de algunas
mitocondrias, ribosomas y restos de reticuloendoplasmatico. Su tamafio es algo superior al del eritrocito maduro
(8-9 um) y conserva un cierto grado de basofilia. Con la tincién vital de azul de metileno nuevo o azul brillante de
cresil se observa en su interior una sustancia reticulada granulo-filamentosa, que no es méas que la precipitacién
del colorante sobre restos de ribosomas, ARN mensajero y otras organelas celulares. A medida que el reticulocito
madura, va perdiendo el reticulado granulo filamentoso hasta transformarse en eritrocito maduro, desprovisto del
mismo. El reticulocito permanece algunos dias en la médula 6sea, pasando luego a sangre periférica, donde persiste
24 horas como tal y luego finaliza su maduracion a glébulo rojo. El tiempo que tarda en madurar el pronormoblasto
a reticulocito es de 3-4 dias. El recuento del nimero de reticulocitos en sangre periférica es un dato muy util para
establecer el indice de efectividad global de la eritropoyesis y determinar el origen central o periférico de una
anemia, asi como para establecer el caracter regenerativo o arregenerativo de los sindromes anémicos.

El eritrocito es el elemento mas maduro de la eritropoyesis. Su misiéon fundamental es la captacion de
oxigeno y su transporte a los tejidos. Los eritrocitos son elementos anucleados, de color rosado y de forma re-
dondeada u oval, con una depresién o zona mas clara en el centro. La secuencia completa de este proceso de

eritropoyesis puede observarse en la figura 1.

1.2. Granulopoyesis

La secuencia celular de los elementos granulociticos morfolégicamente identificables se inicia con el mie-
loblasto, el cual da origen al promielocito; éste al mielocito, metamielocito, granulocito en banda y finalmente
granulocito segmentado. El mielocito es el ultimo elemento con capacidad mitética.

Las células de la granulopoyesis constituyen un 60-65 % de los componentes citoldgicos medulares. Los
cambios morfolégicos se resumen en la reduccién de la relacion nucleo-citoplasma, desaparicion de los nucleo-
los, maduracion de la cromatina nuclear, desaparicion de la basofilia citoplasmatica, aparicion de la granulacion
primaria o azurdfila a partir del promielocito y aparicion de la granulacidon secundaria o especifica (neutrdfila,
eosindfila, basdfila) a partir del mielocito. Luego tiene lugar la indentacion al llegar a los estadios de metamielocito

y granulocito en banda, por ultimo llega la segmentacion.
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La granulacién primaria o azurdfila es caracteristica de esta estirpe celular. Por su elevado contenido en
hidrolasas acidas puede considerarse formada por lisosomas primarios. Estas hidrolasas son segregadas en el
reticulo endoplasmatico, por lo que su demostracion a nivel ultraestructural marcara los estadios iniciales de la
diferenciacion granulocitica. Los granulos primarios contienen diversas enzimas, segun se ha podido demos-
trar por técnicas citoquimicas y bioquimicas. La mieloperoxidasa se localiza exclusivamente en la granulacion
primaria y es el mejor marcador enzimatico de este tipo de granulacion. La lisozima, proteina cationica rica en
arginina cuya actividad en los granulos primarios corresponde a una tercera parte del total de dicha actividad
enziméatica, se encuentra también en los granulocitos neutréfilos. La fosfatasa acida se localiza igualmente en
la granulacion primaria, pero dependiendo de los sustratos empleados para su demostracion se puede hallar en
otras estructuras. En la granulacién primaria pueden demostrarse otras hidrolasas como la beta-galactosidasa,
beta-glucuronidasa, N-acetil-beta-glucosaminidasa, arilsulfatasa, esterasa y naftilamidasa. Los mucopolisacaridos
sulfatados contribuyen al caracter azurdfilo de la granulacién primaria y determinan una fuerte metacromasia al
ser tefidos con azur A. La presencia de estos mucopolisacaridos sulfatados contribuye a la reaccion de acido
peryédico de Schiff (PAS) dando positiva para estos elementos. El color rojo purpura de los granulos azuréfilos
mediante las tinciones pandpticas deja de observarse después del estado de mielocito, ya que con el proceso

madurativo dichos granulos pierden su metacromasia.

Médula 6sea

Pronormoblasto

Normoblasto basoéfilo

Normoblasto policromatéfilo

Normoblasto ortocromatdfilo

Reticulocito

. Eritrocito

Figura 1. Eritropoyesis.

Sangre
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En estadios evolutivos posteriores, a partir del mielocito, aparece la granulacion secundaria o especifica.
Son granulos de menor tamafo (0,3 um) y menos densos que los granulos primarios. A partir del mielocito en la
granulopoyesis neutrofilica coexisten los granulos primarios y secundarios. Al sucederse las divisiones celulares,
las células hijas van poseyendo un numero menor de granulos primarios, con lo que los secundarios adquieren
un valor numérico superior, preponderante sobre los primarios. Los granulos secundarios son mieloperoxidasa
negativos y contienen lisozima en proporciéon superior a los primarios. EI mejor marcador de la granulacién
secundaria de los neutrofilos es la lactoferrina. La granulaciéon primaria representa una tercera parte del total,
y las dos terceras partes restantes corresponderian a la granulacidon secundaria en el polimorfonuclear
segmentado.

El mieloblasto es un elemento con ausencia de granulacion al microscopio 6ptico. Se trata de una célula
de forma redondeada u oval y de contorno liso. El nucleo, de gran tamano en relacién con el diametro celular,
es redondo y esta provisto de una cromatina finamente reticulada, con presencia de dos o tres nucléolos bien
visibles. El citoplasma, de color basdfilo, es escaso y esta desprovisto épticamente de granulaciéon y vacuolas.

El promielocito tiene un tamario ligeramente superior al de su precursor y es la célula mayor de la gra-
nulopoyesis normal. Su forma es redondeada u oval. El nucleo, también de aspecto redondeado, se sitia en
posicion algo exceéntrica. La cromatina, algo mas densa, presenta todavia algun nucléolo visible a nivel éptico.
El citoplasma es amplio y basdfilo, y contiene un nimero variable de granulos primarios o azurdfilos, que se
disponen alrededor del nicleo dejando una zona mas clara, agranular, que corresponde a la zona centrosémica.
La granulacion azurdfila toma una coloracion rojo-violacea con las tinciones pandépticas habituales.

A medida que progresa la maduracién del promielocito, éste se transforma en mielocito, célula redondeada
de tamario entre 12 y 18 um. El nucleo, también redondeado, posee una cromatina condensada en cumulos, de
color violeta oscuro y sin nucléolo visible. El citoplasma, que ha perdido toda su basofilia, contiene un gran nimero
de granulos. A partir de este estado comienza la formacién de la granulaciéon secundaria especifica (neutrdfila,
eosindfila, basofila) que, junto a la primaria, persiste en todos los elementos de la serie.

El metamielocito tiene un tamafo entre 10 y 15 ym y posee las mismas caracteristicas morfoloégicas del
mielocito, exceptuando la forma del nucleo, el cual adopta un aspecto reniforme al iniciar su indentacion, con la
parte convexa situada en la periferia celular y la concava dirigida hacia el centrosoma. El nucleo esta dotado de
una cromatina condensada en numerosos cumulos cromaticos. Esta célula ha perdido la capacidad mitética y
al progresar en su maduracion estrecha su nucleo hasta que éste se transforma en una delgada banda, dando
origen a la célula en banda.

Las células en banda tienen un tamafio algo inferior al del metamielocito, con sus caracteristicas morfo-
I6gicas idénticas a las de su precursor. La mayor parte de estas células se localizan en la médula 6sea, donde
constituyen el compartimento de reserva granulocitica medular.

Los granulocitos segmentados se originan a partir de las células en banda por segmentacion nuclear y son
los elementos mas maduros de la granulopoyesis. Circulan por la sangre periférica donde ejercen sus funciones de
fagocitosis y bacteriolisis. Segun el tipo de granulacion especifica se identifican los neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos.

El tiempo de transito medular desde mieloblasto hasta la liberacion de células maduras es de aproxima-

damente 6 a 9 dias.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS UNLP 9



ATLAS DE HEMATOLOGIA VETERINARIA — M. S. ARAUZ, C. F. SCODELLARO Y M. E. PINTOS (COORDINADORES)

El origen clonal hematopoyético del mastocito o célula cebada queda actualmente demostrado, a través
de diversos estudios, que es a partir de un progenitor pluripotente mieloide. Los precursores comprometidos
abandonan la médula 6sea, determinando el microambiente de los tejidos el desarrollo de propiedades dife-
renciales entre las células cebadas y los basdfilos. La secuencia completa de este proceso de granulopoyesis

puede observarse en la figura 2.

Médula Osea Mieloblasto

Promielocito

e Mielocito
=
Metamielocito
Granulocito en
I + banda
Granulocito
Sangre
Basofilo Eosindfilo Neutrofilo

Figura 2. Granulopoyesis

1.3. Linfopoyesis

Los linfocitos se originan a partir de una célula pluripotencial localizada en la médula 6sea, para luego
diferenciarse segun se trate de linfocitos T o de linfocitos B. En el caso de los linfocitos T, el estadio inicial en su
formacién, denominado protimocito, migra de la médula ésea hacia el timo, érgano donde realiza su diferencia-
cion y maduracion. Los linfocitos B, completan por lo general su maduracion en la médula 6sea, aunque también
pueden realizarla en otros 6rganos linfoides (Placas de Peyer). Desde el punto de vista de su diferenciacién
morfoldgica, se puede observar que se mantienen los patrones generales de la diferenciacion celular de todas
las células hematicas, caracterizados por la reduccién de la relaciéon nucleocitoplasmatica, desaparicion de los
nucléolos, maduracion de la cromatina nuclear, desaparicion de la basofilia citoplasmatica y la aparicion de la

granulacion inespecifica.
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1.4. Monopoyesis

Durante anos el origen de la serie monocitica ha sido controvertido. Actualmente esta bien establecido
que los monocitos tienen origen en la médula 6sea y que son ceélulas pertenecientes al sistema mononuclear
fagocitico. La forma mas joven de este sistema es el monoblasto, célula de identificacion morfolégica incierta.
Le sigue en la escala de maduracion el promonocito, reconocible con seguridad en la médula 6sea; éste en su
paso hemoperiférico, se transforma en monocito y finalmente se ubica en los tejidos en forma de histiocito y
macrofago. De este modo, las células del sistema fagocitico mononuclear tienen diferente localizacion, aspecto
morfolégico y funcién, segun cual sea el estadio madurativo en el que se encuentren.

Los monoblastos son dificiimente identificables en la médula dsea de los sujetos normales; no obstante,
gracias a estudios citoquimicos y al aspecto morfoldgico 6ptico y ultraestructural observado en las leucemias
agudas monoblasticas, se les considera claramente diferenciables de los mieloblastos. El dato mas fidedigno
del monoblasto es la existencia de una intensa positividad esterasa inespecifica fluorosensible.

Los promonocitos poseen un tamano de 15-20 um y una elevada relacion nucleo-citoplasmatica. El nucleo,
de aspecto morfoldgico irregular, con pliegues e indentaciones, posee una cromatina algo mas condensada que
la de su precursor, a pesar de lo cual son visibles uno o dos nucléolos. El citoplasma es intensamente basofilo
por su gran riqueza en polirribosomas; puede contener un nimero variable, aunque generalmente escaso, de
granulaciones azurdfilas, lo que hace a veces dificil su diferenciacién con los promielocitos.

Los monocitos son las células de mayor tamafo halladas en la sangre periférica. El nucleo, situado en
posicion central, es voluminoso y adopta formas variadas, en herradura, indentado o doblado; la cromatina es
densa y con aspecto como peinada en finas franjas cromatinicas, lo cual es caracteristico de estas células. Los
monocitos estan desprovistos de nucléolos. El citoplasma es amplio con ocasionales mamelones periféricos,
de color azul plomizo y contiene un numero variable de granulos azurdfilos. Los histiocitos y macréfagos cons-
tituyen el ultimo estadio evolutivo de las células del sistema mononuclear fagocitico. Originados a partir de los
monocitos sanguineos, los histiocitos adoptan un aspecto morfolégico caracteristico y diferencial dependiendo
del tejido u 6rgano donde finalmente se ubiquen. Los macréfagos son aquellos histiocitos que contienen en su
interior restos de material fagocitado. Son faciles de identificar y se observan con frecuencia en la médula ésea.

La secuencia completa de este proceso de monopoyesis puede observarse en la figura 3.

Monoblasto Promonocito Monocito

Figura 3. Monopoyesis
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1.5. Trombopoyesis

La serie megacariocitica-plaquetar esta formada por un conjunto de células, que originadas en la médula
Osea a partir de una célula progenitora comun con el resto de las células mieloides (Unidades Formadoras de
Colonias- Granulocitos, Eritrocitos, Monocitos, Megacariocitos -CFU-GEMM), da origen a las plaquetas de sangre
periférica.

Se distinguen cuatro estadios evolutivos: megacarioblasto, elemento mas inmaduro, promegacariocito,
megacariocito granular y el mas maduro el megacariocito liberador de plaquetas. El megacariocito, al despren-
der porciones citoplasmaticas delimitadas por las membranas de demarcacion, como se ha demostrado a nivel
estructural, origina las plaquetas de la sangre periférica.

En la serie megacariocitica, a diferencia de lo que ocurre en el resto de las células hematopoyéticas, las
divisiones nucleares no van seguidas de las correspondientes divisiones citoplasmaticas, lo que determina la
formacioén de células poliploides de gran tamafio con numerosos nucleos.

En el estadio de megacarioblasto se suceden en nimero variable las mitosis nucleares, apareciendo las
sucesivas ploidias nucleares. Ello se acompania, gracias a una elevada sintesis de ADN, de un aumento de la
talla nuclear. Finalizada esta etapa de sintesis de ADN y duplicacidn nuclear, se inicia en el citoplasma la granu-
logénesis que dara origen a las futuras plaquetas sanguineas.

El promegacarioblasto no tiene identificacion morfolégica. Es un elemento mononucleado de aspecto a veces
pseudolinfoide que precisa para su filiacion demostrar la presencia de peroxidasa plaquetar a nivel estructural
o del empleo de anticuerpos monoclonales especificos de esta linea. El megacarioblasto es el elemento de me-
nor tamafo de esta serie con un nucleo Unico, grande, ovalado o bilobulado, con cromatina laxa y humerosos
nucléolos. El citoplasma es intensamente basofilo, agranular y puede presentar algunas prolongaciones a modo
de pseudodpodos.

El promegacariocito inicia ya la granulogénesis en distintas areas de su citoplasma. Es una célula facil-
mente identificable por su gran tamafio y por el aspecto caracteristico de su citoplasma, que posee bordes mal
limitados y emite numerosas prolongaciones. El nucleo es multilobulado, con cromatina densa y sin nucléolos.
En el citoplasma persiste una tonalidad basofila, cubierta zonalmente por numerosas granulaciones azurdfilas.

El megacariocito posee como caracteristicas mas destacables su gran tamafio (80 um o mas) y su eleva-
da ploidia. Se distinguen dos tipos de megacariocitos: el megacariocito granular y el maduro. El granular tiene
un nucleo multilobulado, de citoplasma de tonalidad rosada y es de gran tamafio. Los maduros, liberadores de
plaquetas, poseen un extenso citoplasma que ha perdido todo resto de basofilia y esta cubierto totalmente por
granulacién azurdfila. El nacleo, también multilobulado o segmentado, posee una cromatina condensada sin
nucléolos. Los granulos azurdfilos se disponen especialmente en la periferia en cumulos que iran delimitando las
futuras plaquetas. Las plaquetas pasan a la sangre periférica donde ejercen sus funciones en los mecanismos
de coagulacion. Los trombocitos son los elementos formes de la sangre de menor tamano (de 2 a 3 um) y estan
desprovistos de nucleo, por lo que no se trata de verdaderas células, sino de fragmentos celulares. Su forma
fisioldgica es discoide, aspecto que se modifica con facilidad por las maniobras de extension o centrifugacion,

adquiriendo un aspecto redondeado y emitiendo finas prolongaciones.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 12



ATLAS DE HEMATOLOGIA VETERINARIA — M. S. ARAUZ, C. F. SCODELLARO Y M. E. PINTOS (COORDINADORES)

La identificaciéon de los elementos megacariociticos maduros o semimaduros es muy sencilla por simples
criterios morfolégicos; sin embargo; los precursores megacariociticos precisan de la reaccion de la peroxidasa
plaquetar a nivel ultraestructural y de la deteccion de glicoproteinas de superficie mediante anticuerpos mono-

clonales. La secuencia completa de este proceso de trombopoyesis puede observarse en la figura 4.

Megacarioblasto Megacariocito granular Plaquetas
Promegacariocito Megacariocito

Figura 4. Trombopoyesis.
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LAMINA DE CELULAS PRECURSORAS

(Tenidas con May Griinwald-Giemsa x100)
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FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS UNLP

LINEA ROJA
Eritrocito

Pronormoblasto

Normoblasto basofilo

Normoblasto policromatofilo

Normoblasto oxifilo

Eritrocito

14



CAPITULO 2

El hemograma en la clinica

1. Importancia del Hemograma en la Clinica. Aplicacién y uso

La hematologia juega un papel destacado en el diagnéstico y control evolutivo de diversas enfermedades,
experimentando durante estos Ultimos anos un notable avance debido fundamentalmente al convencimiento
del clinico de la importancia que tiene el laboratorio como método complementario de diagndstico. Entre estos,
el hemograma es una ayuda inestimable en la deteccion y control evolutivo de diversas entidades patoldgicas.
La principal ventaja, radica en que se trata de una via poco invasiva que sirve para diagnosticar anormalidades
anatomofisiopatoldgicas, cuyo hallazgo no seria posible con otros métodos.

Algunas enfermedades afectan primariamente a la sangre y a los tejidos hematopoyéticos, otras afectan
diferentes sistemas y producen alteraciones secundarias en ella. Un hemograma correctamente realizado,
permite reconocer, localizar y finalmente tratar adecuadamente un gran numero de entidades patoldgicas. Sin
embargo, la utilidad de esta prueba es limitada si no se realiza apropiadamente. Un método analitico realizado
al azar, no sélo limita las posibilidades diagnésticas, sino que ademas supone una importante pérdida de tiempo
y materiales. Los parametros que conforman un hemograma constituyen un método eficaz y soélido de analisis.
Los resultados del hemograma proporcionan al profesional una extensa base de datos para la valoracion del
paciente. Ello no sdélo garantiza un correcto diagndéstico, sino que reduce las posibilidades de pasar por alto una
enfermedad subclinica.

Con el significado de cada uno de los datos individuales y la valoracion de todos en su conjunto se for-
man a menudo patrones o perfiles de enfermedades especificas. Por el contrario, los valores considerados en
forma aislada, en general carecen de significado si no se evalian en conjunto con el resto y en relaciéon con la
anamnesis del caso clinico en cuestion. El enfoque de un especialista, consiste en interpretar cada resultado
normal o andmalo y en revisar a continuacion todos y cada uno de los hallazgos anormales, para finalmente
ajustarnos al perfil de una enfermedad. Los resultados del hemograma se correlacionan con los signos clinicos
para sugerir el compromiso de un érgano o sistema, la respuesta al tratamiento o la indicacion de realizar otro
tipo de pruebas de laboratorio (Foto 1).

Para realizar el hemograma se puede utilizar el método tradicional, basado en técnicas manuales, o bien
métodos automatizados que cada dia van adquiriendo mayor importancia en veterinaria debido, no sélo a la

rapidez y simplificacién del manejo, sino fundamentalmente a su precision y exactitud (Foto 2 y 3).

2. Metodologia automatizada

Contadores de impedancia para hematologia

Descrito y usado por Coulter en 1956, estos cuentan numero de células, miden su tamafio y calculan de

manera matematica el hematocrito, la concentracién de hemoglobina corpuscular media (ChCM) y hemoglobina
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Bectrodo intema

fpertura

A e cpencin d céluias

cangineas

p——cctrodo extemo

Foto3.Contador automatizado celular. Fig 4. Esquema contador por impedancia.

corpuscular media (HbCM). El contador de impedancia eléctrica trabaja mediante la suspension de las células
sanguineas en un liquido electrénicamente conductor (Fig. 4). El principio de recuento por impedancia consiste
en que las células estan diluidas en una solucién de electrélitos y pasan a través de una apertura. La resistencia
eléctrica a través de esa apertura varia de acuerdo con el tamafo y el numero de células que la atraviesan. La
frecuencia del cambio en la resistencia indica los numeros de células y la magnitud del cambio, el tamafio
celular.

Se deben inspeccionar los histogramas de plaquetas y de eritrocitos para observar si hay una separacion
adecuada entre los picos de ambos elementos.

Debe haber una separacion neta entre los picos de glébulos rojos y plaquetas para que los instrumentos
de impedancia realicen recuentos exactos.

En presencia de glébulos rojos (GR) pequefios como en la anemia, plaquetas grandes, o ambos los re-
cuentos pueden ser muy poco precisos. El cambio porcentual en el recuento de plaquetas es mucho mayor que

el de GR. Este es un error del laboratorio comun que con frecuencia llega al veterinario.

Los contadores de impedancia utilizados en humana, deben ser ajustados de modo electrénico para
contar células de diferentes tamafios en funcién de los umbrales electronicos establecidos para cada
especie, como por ejemplo la sangre felina que posee eritrocitos mas pequefios que el humano vy

agregacion plaquetaria frecuente, por lo cual produce mas inconvenientes.
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El volumen celular agregado (VCA) o compacto (VCC) determinado mediante el método manual del

hematocrito y el hematocrito calculado mediante un contador de células electrénicas con frecuencia

presentan una leve variacion. Si la variacion entre ambos métodos supera al 5 % el problema técnico puede

ser bastante significativo como para investigarlo. La hemoglobina se determina mediante la densidad 6ptica de

la sangre lisada y se calculan los indices hematimétricos.

Los instrumentos de impedancia automaticos proporcionan datos como el ancho de distribucion de los

eritrocitos (ADE o RDW por sus siglas en inglés), VPM (volumen plaquetario medio) y la amplitud de distribucion

de las plaquetas, como asi también recuentos parciales de leucocitos.

Los equipos de medicina humana que trabajan por impedancia producen resultados cercanos a lo real cuando

se analiza sangre canina. En el caso de los felinos la presencia de macroplaquetas suele producir falsas

tromocitopenias al ser “confundidas” por eritrocitos.

En el caso de los leucocitos, los equipos de impedancia produciran un indice de variacién menor al 5 %

pero los equipo para humanos deben ser calibrados electronicamente para poder ser usado en conteo

diferencial de leucocitos en medicina veterinaria.

Contadores de células mediante laser

Ciertos contadores hematolégicos automatizados utilizan
un sistema de deteccidn con laser en un citometro de flujo para
medir el tamafio y la complejidad interna de las células sobre
la base de la dispersion de la luz en diferentes angulos.

El principio de trabajo de estos equipos radica en la
dispersion de la luz sobre una célula. Las interrupciones del
laser pueden ser usadas para el conteo celular, mientras que
los cambios en la fracciéon de la luz brindan informacion de
tamano celular o complejidad y densidad interna. Es de esta
forma que los equipos laser pueden determinar el recuento de
eritrocitos, recuento de leucocitos, concentracion de
hemoglobina, distribucion de los eritrocitos, distribucién de
leucocitos, histogramas de glébulos rojos y blancos, recuento
de plaquetas, volumen plaquetar medio, ademas el histograma
plaquetario, identifica errores como la agregacion plaquetar

(Grafico 1).
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Grafico 1. Forma en que muestran los resultados los
contadores celulares (tablas e histogramas).

Ya sea cualquiera de los mencionados sistemas automatizados que estuviera usando, siempre se debe

realizar un frotis manual simple para evaluar morfologia celular y posibles anormalidades que podrian alterar

los resultados. Si no cuenta con microscopio o sus conocimientos en hematologia no son suficientes, remita el

frotis a un hematodlogo.
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Contadores (concentradores) celulares centrifugos

También llamados analizadores buffy coat fueron introducidos en los 80’s como herramienta
alternativa al conteo tradicional. El sistema estd basado en la densidad variable de los componentes
celulares al ser colocados en un capilar de microhematocrito y ser sometidos a centrifugacién. Un flotador
cilindrico especificamente colocado entre la capa de eritrocitos y el plasma expande en distintas capas
los componentes leucocitarios. Por ultimo, la diferenciacién se logra mediante el uso de reactivos y
colorantes (naranja de acridina, oxalato potasico y un anticuerpo monoclonal) que cubren internamente el
tubo o capilar.

Los componentes una vez tefidos son expuestos a una fuente de luz azul violeta y la fluorescencia
permite distinguir los componentes celulares. Los resultados contenidos comprenden hematocrito,
hemoglobina, numero de células rojas, numero de leucocitos, granulocitos totales, neutrdfilos, eosindfilos y
porcentaje de reticulocitos.

Estos equipos son faciles de usar y son los mas accesibles para el uso en perro, gato, caballo y
vacuno. Los resultados se obtienen en pocos minutos, aunque algunas veces especialmente en gatos, se
requiere una segunda centrifugacion de la muestra para producir una adecuada separacion de las capas.
Muchos errores pueden ser detectados mediante los graficos de buffy coat que proporciona el equipo.
Otras anormalidades como son la microcitosis, hipocromasia o células inmaduras invalidan los resultados

inmediatamente.

Alarmas de los contadores hematolégicos

Las alarmas que proporcionan los contadores hematolégicos identifican qué especimenes requieren
una revision o un estudio posterior. Los contadores hematoldgicos se programan para proporcionar
diversas alarmas que pueden agruparse en: cualitativas, cuantitativas, utiles y deseables. Las principales
alarmas cualitativas son las de blastos, células anormales, desviacién a la izquierda y granulocitos
inmaduros. Estas alarmas son basicas en el concepto de deteccion sistematica. Las alarmas de los blastos
y otras células andmalas son generalmente muy sensibles, por lo que a menudo se obtienen resultados
positivos falsos. Las alarmas cuantitativas se basan en datos del recuento. Las principales alarmas de éste
tipo son las de anemia/policitemia, leucopenia/leucocitosis, trombocitopenia/trombocitosis y otras derivadas
de los indices eritrocitarios. Las alarmas denominadas utiles son las relacionadas principalmente con
problemas clinicos relativamente menores, en comparacion con las alarmas cualitativas obligadas. Pueden
ser muy utiles para el programa del control de calidad interno, pues apuntan a condiciones que afectan
adversamente al recuento sanguineo. Las principales alarmas de este tipo se refieren a la anisocitosis, el
tamafio de las plaquetas, dos poblaciones de eritrocitos, la aglutinacion de los eritrocitos, la aglutinacion
de plaquetas y las hemoglobinas anormales. Las alarmas deseables corresponden a la eosindfilia, los

eritrocitos nucleados, las células drepanociticas, la esferocitosis y los fragmentos de eritrocitos.
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3. Materiales y equipamiento
A continuacion se detallaran las particularidades mas relevantes del método manual utilizado, el cual

podra implementarse cuando no se disponga de contador celular.

3.1. Toma de muestra

El equipo minimo necesario en la obtencién de muestras para realizar un hemograma es:

- Jeringas estériles descartables de 3 0 5 ml.

- Agujas estériles descartables: N 21 x 1G, 21 x 1,5G.

- Tubos comerciales con tapa color generalmente violeta con EDTA de 1 ml de capacidad. En caso de ser
preparados en el laboratorio se colocan 15 ul de EDTA por cada ml de sangre.

- Capilares para microhematocrito sin heparinizar.

- Elementos para preparacion de la zona de venopuncion (maquina peladora, algodén y alcohol) (Foto 4).

- Cajas de telgopor con refrigerante para el transporte de las muestras a 4 °C.

3.2. Procesamiento de la muestra

Los materiales y equipamiento (Foto 5) para realizar un hemograma son:

Material de laboratorio:

- Microscopio binocular de muy buena resolucion (x10, x40, x100).

- Microcentrifuga con lector incorporado (abaco) o sin él.

- Lector (abaco) para microhematocrito.

- Refractometro

- Micropipetas graduadas de 10 a 100 pl

- Pipetas graduadas vidrio de 1 ml, 2 ml y 5 ml con propipetas o pipetas automaticas graduadas de 100 a

1000 pl o de 1000 a 5000 ul con sus correspondiente medidas de tips.

- Tubos de hemdlisis para realizar las diluciones.

- Gradillas.

- Portaobjetos y cubreobjetos (20x20).

- Aceite de inmersion.

- Extensores (portaobjetos con el extremo romo).

- Camara de Neubauer modificada y cubrecamara.

- Reloj y cronémetro.

- Bafio termostatico.
Diluyentes:

- Solucion fisioldgica, para dilucion de gldbulos rojos.

- Solucién de Tirk, para diluciéon de glébulos blancos.
Colorantes:

- Giemsa

- May Grinwald

- Azul brillante de cresil (o Azul de metileno Nuevo)

- Eosina

19
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Foto 5 A: Microscopio, B: Micropipetas automaticas y
C: Refractémetro

4. Normas de bioseguridad

En un laboratorio de hematologia, el material que se recibe, debe considerarse como potencialmente de
riesgo; en especial si proviene de animales con sospecha de enfermedades zoondéticas (leptospirosis,

brucelosis, etc.).

Las dos precauciones de seguridad mas importantes en el laboratorio son:
Usar guantes y ropa protectora (guardapolvo) permanentemente.

Lavarse las manos con frecuencia. Al retirar los guantes se procede al lavado de manos con un detergente

eficaz; el lavado deberia realizarse luego de cada tanda de trabajo.

No se deben manipular picaportes, elementos de escritura, teléfonos u otro equipamiento mientras se
esta trabajando: no se deben tocar areas desprotegidas del cuerpo (como los ojos o boca) mientras se trabaja.

Siempre se debe usar ropa protectora (guardapolvo), la cual debe permanecer en el lugar de trabajo para

su desinfeccion en el autoclave (es el método mas eficaz y confiable).

Cuando se trabaja con agentes infecciosos o causticos, se indica el uso de anteojos y barbijo.

No se permite el ingreso de comida a las areas de recolecciéon de muestras o manipulacion de las mismas.
El pipeteado de reactivo debe realizarse con instrumentos como propipetas o dispensadores graduados, nunca
con la boca. Luego de usar las pipetas se colocan en un pipetero con solucion desinfectante (agua + lavandina).

Todo el material de vidrio utilizado debe enjuagarse y colocarse en un recipiente con lavandina diluida en
forma separada durante 24 horas. Luego proceder al lavado con detergente no iénico, enjuagado tres veces con
agua destilada y finalmente colocarlo en estufa de secado. Las superficies de trabajo deben descontaminarse
con un desinfectante, luego de un derrame de material y una vez terminada la actividad, para lo cual se usa
hipoclorito de sodio al 0,52 % (lavandina doméstica).

En la recoleccion de residuos se usan recipientes de material estable con bolsas de color rojo para residuos
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patoldgicos (guantes, tubos para hemograma, sangre o suero). Es necesario descontaminar también los ma-
teriales de extraccion con hipoclorito de sodio al 0,52 % (lavandina doméstica) antes de ser descartados y asi
transformarlos en derivados inocuos, permitiendo asi su recoleccién. Para el caso de agujas utilizar el descartador
de las mismas que es solicitado a empresas que se encargan de la incineracion de residuos patoldégicos como
por ej. LAMCEF (0221 4271085/1118- 4230701/0863).

Los elementos no descartables deben descontaminarse con germicidas quimicos adecuados y aprobados

por Enviromental Protection Agency.

5. Toma de muestras

La toma de una muestra para realizar un diagnéstico complementario cualquiera sea éste, es el primer paso
en un analisis, por lo tanto su importancia es capital, ya que eso influirda decididamente sobre la marcha futura
de su procesamiento. Esto logicamente se hara extensivo a los resultados del laboratorio, al diagndstico clinico

y al tratamiento del animal y por lo tanto en el éxito o no de la resolucion del problema.

5.1. Sitios de puncién

En caninos, el sitio de eleccion es la vena cefalica antebraquial, o la safena y en felinos o caninos de pe-

queia talla es la vena yugular (Fotos 6, 7 y 8).

5.2. Procedimiento de obtencién de sangre para realizar un hemograma

Una vez que se realizo la sujecion del animal con bozal, la zona de venopuncion debera ser prolijamente
rasurada y se realiza la antisepsia con soluciones apropiadas, luego se procede a la ingurgitaciéon de la vena a
través de un manguito de goma o la compresion con una mano a la altura de la articulacion humero radio-cubital
o la articulacion fémoro-tibio-rotuliana. Para la extraccién en la vena yugular se realizara con el animal sentado
sujeto sobre una camilla con los miembros delanteros presionado hacia abajo sobre el borde de la misma y la
cabeza estirada hacia arriba (posicion de esfinge) (Foto 9) depilandose la zona lateral del cuello e ingurgitando
la vena ejerciendo una leve presién con los dedos indice y mayor.

En pequefios animales, como ya se menciong, la jeringa sera de 3 o 5 ml. Las agujas que se utilizan son
preferentemente de 21x1G o 21x1,5G, ya que las de mayor calibre provocan turbulencias de la sangre en su
pasaje por la misma con la produccion de hemdlisis y ademas podrian dafiar las paredes del vaso sanguineo;
en cambio, las de menor calibre enlentecen el paso de la sangre ocasionando la formacion de microcoagulos
que harian descartar la muestra.

Es muy importante recalcar que los glébulos rojos de los pequefios animales tienen una marcada fragilidad
globular, debido a ello, se rompen con gran facilidad si la técnica de extracciéon no es cuidadosa.

Una vez localizada e ingurgitada la vena, se realiza la venopuncion con el bisel de la aguja hacia arriba.
La mejor forma de penetrar el vaso es por lateral del mismo. Conviene dejar una minima luz entre el fondo de la

camiseta de la jeringa y el émbolo de la misma, esto permitira que independientemente de la talla del animal o el
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Foto 6. Toma de muestra de la vena antebraquial en caninos.

Foto 8. Toma de muestra de la vena yugular en caninos. Foto 9. Toma de muestra de la vena yugular en felinos.

estado en que se encuentre clinicamente, al penetrar con la aguja la vena, una cantidad minima de sangre entrara
por el pico de la aguja y se observara en ese espacio. En ese momento tendremos la seguridad de estar en vena.
Hay que tener la precaucion de no hacer una maniobra rapida y no traspasar el vaso sanguineo, ya que al
aspirar con el émbolo hacia atras no obtendremos sangre y luego, al retirar la aguja, se formara un hematoma
subcutaneo, con el consiguiente descarte de la zona para repetir la maniobra.
Una vez lograda la correcta venopuncion se debera hacer una aspiracion lenta y moderada, ya que se
produciran dos efectos negativos:
a. la excesiva presidn negativa colapsara las paredes del vaso (efecto pared), que obstruira el bisel de la
aguja y no permitira el ingreso de sangre hacia el pico de la jeringa aunque estemos en el vaso sanguineo.
b. al soltar el émbolo de la jeringa y disminuir la presidon negativa, ingresara algo de sangre, pero esta
excesiva presion producira hemdlisis, lo que hara que la muestra se deba descartar.
Habiendo hecho esta aclaracion, una vez obtenida la muestra de sangre, se retira la aguja y un ayudante o el
propietario del paciente haran presion suave (nunca frotar) sobre el sitio de puncién con un algodén, para favorecer
la hemostasia primaria (vascular) y evitar la formacion de un hematoma en el sitio de venopuncion. Paralelamente

se retira la aguja de la jeringa y se extravasa la sangre a un tubo con anticoagulante, a éste se le hara inmediata-
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mente movimientos rotatorios de mufieca para una correcta homogeneizacion de la sangre con el anticoagulante.

En el caso que en la jeringa queden burbujas de sangre, éstas no deberan extravasarse al tubo con anti-
coagulante, sino que se descartaran ya que constituyen una pequefia cantidad de sangre y al forzar su paso por
el pico de la jeringa se producira hemdlisis.

A menos que el animal sea excesivamente agresivo e inquieto, no se recomienda el uso de tranquilizantes,
ya que alteran los resultados sobre los elementos sanguineos. Este es el caso de los barbituricos que producen
disminucion del volumen circulante de elementos formes. En estas circunstancias se produciran valores falsa-
mente disminuidos. Aquellos animales que se estresen por las maniobras de extraccién, podrian brindar valores
falsamente elevados de hematocrito, del niumero de glébulos rojos, asi como también una leve leucocitosis.

Los tubos para la obtencion de muestras pueden estar listos para su uso (comerciales) o prepararse previa-
mente con la dosis adecuada de anticoagulante. Es importante mantener una relacion sangre - anticoagulante
como se detallara mas adelante cuando se refiera a los diferentes anticoagulantes. Esto es muy importante
porque en el caso de un animal de pequefo porte o en mal estado general las cantidades de sangre que pue-
den obtenerse son muy escasas, entonces se modificara la relacion de sangre - anticoagulante alterandose
los conteos celulares, produciendo valores falsamente disminuidos por la dilucion producida por el exceso de
anticoagulante. En el caso contrario el efecto producido sera la aparicion de microcoagulos o se coagulara la
muestra. Una consideracion muy importante es el tiempo que transcurre entre la obtencion de la muestra y su
procesado para el hemograma. Lo ideal seria no pasar mas de tres horas entre la extraccion de sangre y su
procesado, pero una muestra podria conservarse hasta 24 h en forma refrigerada a 4 °C (nunca congelar, ya que
se destruirian todos los elementos celulares). En caso de remitir a un laboratorio a cierta distancia, se enviara
la muestra dentro de una caja de telgopor, con refrigerante y tendra que llegar a destino no mas alla de las
24 h, el motivo de esto es que los eritrocitos y leucocitos sometidos a una presion osmatica no fisiologica,

sufriran deformaciones y posteriormente hemadlisis, hecho que dificultara su identificacion en un frotis tefido.

6. Anticoagulantes

Los mas utilizados para hematologia son:
6.1. Acido etilen diamino tetracético (EDTA)

Existe como solucién sdédica o dipotasica, siendo esta ultima la mas recomendable por su mayor solubilidad
(Foto 10).

Concentraciones de uso:

Se lo utiliza en solucién al 10 %. En esta concentracion se colocan 15 pl por cada 1 ml de sangre.
Ventajas:
- Es muy buen preservador celular desde el punto de vista osmético y por ende morfoldgico.
- Se lo puede usar para todas las pruebas de hematologia, excepto para las de hemostasia, pues para ellas se
debe usar sangre citratada (ver 5.2).

- Su costo es comparativamente el mas bajo.
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Desventajas:

- A altas concentraciones (mayores de 2 mg por ml) produce una elevada presién osmatica con la consiguiente
deshidratacién globular y por lo tanto una disminucion del hematocrito, junto con un volumen corpuscular medio
(VCM) disminuido y alteraciones morfolégicas de los gldbulos rojos.

NOTA: Diferenciar las sales sédicas y dipotasicas del EDTA calcico, que no es un anticoagulante, sino que

se usa en el tratamiento de la intoxicacién con plomo (Sodio Calcio Edetato).

6.2. Citrato sddico o trisodico

Es un anticoagulante usado para la rutina clinica de las pruebas de coagulacion (tiempo de protrombina y
tiempo de tromboplastina parcial activada) y en la determinacién de la velocidad de eritrosedimentacion por el
método de Westergreen (Foto 11).

También se lo utiliza para la preservacion de sangre para transfusiones en la forma de Citrato Disédico
Hidrogenado mas Dextrosa (CPDA).

Concentraciones de uso:

Para la realizacion de la velocidad de eritrosedimentacion se utiliza a razén de una parte de anticoagulante
en cuatro partes de sangre. Ejemplo: 140 ul cada 1,5 ml de sangre.

Para la realizacién de pruebas de hemostasia se lo utiliza a razén de una parte de anticoagulante en nueve

partes de sangre. Ejemplo: 100 ul de anticoagulante + 1 ml de sangre.

Foto 10. Tubos comerciales con EDTA para distintos voliumenes de Foto 11. Tubos comerciales con citrato de sodio al 3,8 % para
muestra. distintos volumenes de muestra.
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CAPITULO 3

Técnicas para realizar un hemograma

Introduccion

El término hemograma incluye los siguientes parametros.
* Recuento de gldbulos rojos

* Recuento de globulos blancos

* Hematocrito

* Dosaje de la concentracion de hemoglobina

* Indices hematimétricos

* Frotis sanguineo (Férmula leucocitaria relativa)

El frotis sanguineo ademas permite la observacion de las caracteristicas morfolégicas de los elementos
formes de la sangre y la presencia de bacterias o parasitos en sangre.

El recuento de plaquetas (este topico sera abordado en hemostasia) sélo se incluye en el hemograma
cuando la muestra es procesada en contadores automatizados.

La solicitud de un hemograma es sin duda una gran ayuda para el diagnéstico, tratamiento y prondstico de
un gran numero de enfermedades. Su interpretacion debe realizarse en conjunto con los datos recopilados en
la anamnesis y examen clinico del paciente, sin los cuales cualquier tipo de investigacion de laboratorio puede

ser inutil e inclusive confusa.

1. Eritrocitos, hematies o glébulos rojos

Constituyen la mayoria de los elementos figurados de la sangre y son las células que le otorgan a ésta, su

color rojo caracteristico.

Formas segun la especie

Caninos: Tienen forma biconcava discoidal, aparecen en los frotis con una zona central mas palida.
Felinos: Es muy similar la forma pero la zona central no es tan evidente. Se tifien homogéneamente y es
caracteristica la presencia de anisocitosis. En el 1 % se observan cuerpos o corpusculos de Howell-Jolly yhasta

un 5 % de cuerpos de Heinz.

La forma de los eritrocitos es muy sensible a las variaciones del medio ambiente. Si se encuentran en
soluciones hipotoénicas, se hinchan y se hacen uniconvexos, pudiendo llegar a romperse quedando sélo la mem-
brana vacia (fantasmas) mientras que en soluciones hiperténicas, pierden agua y presentan formas espinosas

con espiculas distribuidas uniformemente en su superficie. A este cambio de forma se lo denomina crenocito.
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Tamano de los eritrocitos

Cada especie animal tiene un tamafo promedio normal. El eritrocito que presenta un tamafo dentro
de los limites normales considerados para su especie, se lo denomina normocito. Por debajo de ese limite, se

denomina microcito y por encima macrocito.

Cantidad de eritrocitos

El niUmero de eritrocitos se mide en millones por microlitro (ul). Esta cantidad es variable para cada es-
pecie doméstica. Se puede decir que las especies que tienen glébulos rojos de mayor tamaro, presentan menor

cantidad de ellos y a la inversa (Tabla 1).

Tabla 1. Cantidad y tamafio de los eritrocitos en pequefios animales.

Especie Cantidad Tamaio
animal (Millones x pl) (um)
Canino 55-8,5 7,0
Felino 5,5-10,0 5,8

Recuento de glébulos rojos

El recuento de los glébulos rojos puede realizarse por medio de procedimientos tradicionales con la camara
cuenta glébulos de Neubauer modificada (Foto 12) o utilizando métodos automatizados a través de contadores
celulares electronicos (impedancia eléctrica, centrifugos Q BC-U [Becton Dickinson], de rayo laser).

La utilizacion de los contadores celulares de impedancia eléctrica disefiados en un principio para hematologia
humana, no son utiles para recuentos en veterinaria, aunque quizas de entre las especies domésticas solo se
podrian utilizar en recuento con sangre canina. Con sangre felina hay que recordar que existe superposicion de
tamafo entre las plaquetas y los eritrocitos. La obtencion de recuentos celulares con analizadores de humana,
sin realizar adaptacion a través de software para veterinaria, se traducen en una disminucion del recuento de
eritrocitos, asi como en un aumento del volumen corpuscular medio y del valor del hematocrito.

Uno de los parametros nuevos que aportan los analizadores es la determinacion del ancho de la

distribucioén de los eritrocitos (RDW), parametro que mide la anisocitosis eritrocitaria.

La precision con analizadores hematoldgico para recuento y su error varia entre el 2 y el 5 %. En este texto

solo se explicara la metodologia manual.

Procedimiento

El proceso lleva dos etapas:
1) dilucién exacta de la muestra que se va a estudiar
2) recuento de los elementos, por unidad de volumen

La dilucién de la sangre se realiza con micropipetas de volumen fijo o variable de 10 a 100 pl, se coloca en
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un tubo de hemodlisis 2 ml de diluyente (solucién fisioldgica -SF-) + 10 yl de la muestra y se homogeiniza.

El conteo se realiza en la Camara de Neubauer modificada. La misma presenta un reticulo central con
una superficie total de 9 mm?dividida en 9 cuadrados, de 1 mm? c/u. Los cuadrados de las 4 esquinas estan
subdivididos en 16 cuadrados (por lineas simples), mientras que el cuadrado central se encuentra dividido en 25
cuadrados menores (demarcados por lineas triples). Cada uno de estos 25 cuadrados menores, esta subdividido
en 16 cuadraditos més pequefios (demarcados por lineas simples) (Fig. 5).

Para realizar el conteo, por encima de la plataforma de la camara se coloca el cubre camara, humedeciendo
previamente los bordes laterales de la misma (donde apoyara éste) y ejerciendo una ligera presion con los dedos
pulgares sobre estos lugares para que quede fijo. Esto se comprueba observando hacia una fuente de luz en
forma oblicua, donde se deben evidenciar los anillos de Newton producidos por la difraccién de los rayos de luz
(la incorrecta colocacion del cubrecamara es la causa de error mas frecuente en el conteo) (Fig. 6).

La superficie ocupada por los cuadraditos donde realizaremos el conteo es de 1 mm?y la lamina que los
cubre deja exactamente una altura de 0,1 mm, por lo que se tiene un volumen de 0,1 mm3. Se carga la camara
por capilaridad, apoyando en forma perpendicular un microcapilar o mediante una micropipeta que contienen la
muestra diluida bien homogeneizada, sobre unos de los bordes superiores del cubrecamara. Se deja en reposo
1 minuto para que sedimenten los gldbulos rojos.

Se cuentan los glébulos rojos contenidos en 80 cuadraditos, es decir 5 cuadrados de 16 cuadraditos cada
uno, de los que se encuentran en el reticulado central. Se prefiere contar los cuatro cuadrados de los extremos y
el del centro del reticulo (Fig. 5). Es necesario seguir un esquema de conteo, en forma de guarda griega. Por lo
general éste se efectua de la siguiente manera: se cuentan todos los elementos celulares que se encuentran en

el centro de cada cuadradito y los que tocan los bordes izquierdo e inferior de los mismos, descartando los que

Profundinad da by cdmar = 0.1 e

Figura 5. Modalidad de conteo Figura 6. Esquema de camara de Newbauer.
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estan en contacto con los bordes derecho y superior. De esta manera se evita contar dos veces una misma célula
que se encuentre en un limite. La técnica del analista es muy importante en este método manual. El coeficiente

de variacion hallado en el recuento de eritrocitos es del 11 %.

Obtencion del resultado
Una vez realizado el conteo de los 5 cuadrados de 16 cuadraditos cada uno, se debe realizar el siguiente
calculo:

Si se considera que el reticulo central tiene 400 cuadraditos (25 X 16)

n° contado x 200 x 10 x 400
80

n° contado: numero de eritrocitos contados

=n°contado x 10.000

200: titulo de la dilucion realizada
10: correccion de la profundidad de la camara para llevar a 1 mm?
400: total de cuadraditos de la camara
80: total de cuadraditos contados (5 de 16 cada uno)
Por lo tanto la cantidad de gldbulos rojos leidos en los 5 cuadrados multiplicando por 10.000 (surge
de la simplificacién de la formula anterior) nos dara la cifra correspondiente al total de eritrocitos en un plde

sangre.

Interpretacion

El aumento (que se denomina policitemia o poliglobulia) o la disminucién (anemia) pueden deberse a muchas
y variadas causas y por si solo este dato no ofrece mayor relevancia, pero si acompanado de los resultados del
hematocrito y la concentracion de hemoglobina, por lo que luego de explicar éstos, realizaremos un analisis de

las posibles causas de estas alteraciones.

2. Dosaje de la concentraciéon de hemoglobina

La hemoglobina (Hb) es una proteina conjugada formada por una globina y un grupo prostético denominado
hem. Es un pigmento rojo que contiene hierro al estado ferroso y al que le corresponde la funcién fisioldgica del
transporte de oxigeno y del anhidrido carbénico. Alrededor del 33 % de la célula roja esta constituida por Hb que
tiene un peso molecular de 64 KDa con un 0,347 % de hierro y que es capaz de ligar una molécula de oxigeno
gaseoso por equivalente. Cuando la Hb se expone a la accion de varios gases 0 agentes toxicos sobrevienen
cambios en su constitucion que resultaran reversibles o irreversibles. Tanto la hemoglobina como estos compues-
tos (oxiHb, carboxiHb, metaHb y vestigios de sulfoHb) pueden identificarse por espectrofotometria por métodos
colorimétricos los cuales se basan en comparar una solucién estandar de Hb con una concentracién conocida
que al reaccionar con un reactivo en las mismas condiciones que la muestra a determinar dan un cromdégeno de

color que se lee en un espectrofotometro a una longitud de onda determinada. Una vez leidas las absorbancia
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o densidades Opticas de ambas se realiza un célculo matematico y asi obtendremos la concentracién de Hb de

la muestra a determinar.

2.1. Método para el dosaje de hemoglobina

Método automatizado

El contenido de hemoglobina puede realizarse mediante determinacién colorimétrica por el método de
diferenciacion del complejo de la hemoglobina-hidroxilamina mas reciente y libre de cianuro. La medicién de
hemoglobina ha sido sustituida en la mayoria de los laboratorios por la determinacion a través de contadores
celulares, luego de agregar el lisante celular en la dilucién de conteo. La concentracién de hemoglobina varia

segun la especie animal (Tabla 2).

Método manual de dosaje de hemoglobina

El contenido de hemoglobina se realizaba mediante determinacion colorimétrica por la técnica de la ciano-
metahemoglobina. En esta se utilizaba el reactivo de Drabkin (bicarbonato de sodio + cianuro potasico + ferro-
cianuro potasico + agua destilada), entre los factores por los cuales se ha dejado de utilizar esta metodologia

se encuentra la falta de disponibilidad del reactivo por su toxicidad.

Tabla 2. Valores de referencia de la Hemoglobina en pequefios animales.

Parametro Unidades Caninos Felinos
Hemoglobina (g/) 12-18 8-15

2.2. Interpretacién Clinica

El cuadro mas comunmente relacionado con la disminucién de hemoglobina sérica es la anemia. Esta
patologia, por definicion, implica reduccion por debajo de lo normal del nimero de glébulos rojos, de la concen-
tracién de hemoglobina y del volumen celular compacto (Hto). La baja concentracion de Hb y consecuentemente
pérdida de la capacidad de transporte de oxigeno en sangre, son los rasgos caracteristicos del cuadro clinico y
constituyen la base patoldgica de los signos que se presentan (disnea, taquicardia y debilidad).

En la mayoria de los casos la anemia ocurre como signo o complicaciéon de otra enfermedad, a veces no
relacionada directamente con el trastorno en el sistema sanguineo, como alteraciones hepaticas o renales,
infecciones, etc. Por lo tanto el hallazgo de niveles disminuidos de hemoglobina sérica debe conducir a una
exhaustiva busqueda de la causa.

Existen ocasiones en las que, por el contrario, la concentracién de hemoglobina se encuentra anormalmente
elevada debido a una superproduccién de glébulos rojos. Este trastorno puede ser primario (policitemia vera), o
secundario a ciertos tumores renales u ovaricos, hepatoma o hidronefrosis (policitemia relativa), no obstante no
es un cuadro clinico frecuente en la clinica de pequefios animales. La Unica condicion natural y fisioldgica que
afecta los niveles de Hb es la altitud, puesto que frente a bajas presiones de oxigeno atmosférico se produce
una compensacion mediante el incremento de gldbulos rojos y por ende, en la concentracion de Hb circulante.

En general debe tenerse en cuenta que un aumento excesivo de la concentracion de Hb circulante produce
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efectos toxicos sobre los tubulos renales que pueden conducir a dano renal severo. La interpretacién en
conjunto del Hto y la Hb, nos indican en forma precisa la relacion de glébulos rojos en la sangre circulante,
permitiendo confirmar la presencia de una anemia.

La anemia es causada por muchos factores, incluyendo la pérdida aguda y crénica de sangre, parasitis-
mo, insuficiencia renal, enfermedades inflamatorias crénicas, deficiencias de hierro, cobre o vitamina B12 y las
neoplasias hematopoyéticas entre otras causas. Por el contrario, el incremento de glébulos rojos circulantes

(policitemia) es raro, presentandose en la policitemia vera y en casos de deshidratacion.

3. Hematocrito

Mediante esta prueba se realiza la separacion de la sangre no coagulada contenida en un tubo capilar en
tres capas, por centrifugacion. Las particulas mas pesadas, los glébulos rojos, se depositan en el fondo, los
leucocitos y las plaquetas forman una capa sobre ellos (llamada buffy coat) y la capa superior es el plasma.

Es una prueba sencilla de realizar y rapida de realizar que brinda informacion sobre el porcentaje de sangre

ocupado por los hematies, es decir el volumen celular compacto (VCC).

3.1. Método de microhematocrito

El equipamiento necesario es el siguiente:
1) una microcentrifuga de 10.000 r.p.m. (con o sin abaco incorporado)
2) tubos capilares de 7,5 cm de longitud con un ancho uniforme de un milimetro. Estos deben ser de vidrio
con bajo punto de fusion y las paredes de los tubos deben tener de 0,2 a 0,25 mm de espesor. Existen dos
tipos en el mercado

a) heparinizado para utilizarlos con sangre directamente recogida y generalmente codificados de color
rojo.

b) sin heparinizar, para ser usados con muestras anticoaguladas y codificados de color azul.
3) Arcilla plastica para sellar los tubos o un mechero Bunsen para sellarlos con calor.

4) Lector de hematocrito (abaco).

Procedimiento

1) Homogeneizar la sangre anticoagulada como minimo a través de 6 movimientos rotatorios, sin agitar.

2) Llenar el microcapilar por capilaridad, introduciendo uno de los extremos en la sangre e inclinando el otro
extremo hacia abajo. Se deben llenar hasta las dos terceras partes y no mas de las tres cuartas partes.

3) Se retira el microcapilar de la sangre y se elimina cualquier traza de sangre de su superficie externa con
un papel tissue.

4) Sellar el extremo seco del tubo de sangre con el sellador de arcilla o sellado al calor con una llama de
gas, evitando que la sangre quede cerca de la llama para no provocar la hemdlisis.

5) Colocar los capilares llenos en las ranuras radiales del cabezal de la microcentrifuga con el extremo

sellado en el borde exterior. Centrifugar durante 5 minutos.
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6) Con un lector de hematocrito (dbaco) alinear la
base de la sangre de la columna con el cero y la parte
inferior del menisco del plasma con el 100.

7) La columna de gldbulos rojos se extiende desde
la base hasta la capa amarilla o blancuzca de leucocitos

pero no la incluye. El valor del hematocrito se toma

directamente del lector; los valores difieren segin especie e »:///, )
7 L
(Tabla 3) S N A

8) Efectuar la lectura en porcentaje (Foto 13)_ Foto 13. Lectura del hematocrito en microcentrifuga con abaco
incorporado.

El método automatizado nos da el valor del vo-
lumen corpuscular medio y a partir de él, se extrapola el

valor del hematocrito.

Tabla 3. Valores de referencia del Hematocrito en pequefios animales

Parametro Unidades Caninos Felinos
Hematocrito % 45 (37-55) | 37 (24-45)

3.2. Interpretacion

1) Alteraciones del volumen celular compacto (VCC).

Una disminucion del VCC indica la presencia de anemia.

2) Alteracion en el grosor del buffy coat.

Nos indica principalmente una alteracion en el numero de leucocitos que sera verificada a través del recuento.

3) Alteracion en el color del buffy coat.

En ocasiones la parte inferior del buffy coat puede tener un aspecto rojizo debido a la presencia de gran
numero de glébulos rojos anormales (leptocitos) o inmaduros (hematies nucleados o reticulocitos). Estas células
no se apilan y por ello no sedimentan tan rapidamente como los hematies normales, se acumulan en la capa
superior de los glébulos rojos y se entremezclan con la capa inferior del buffy coat.

4) Alteraciones en el color del plasma.

La parte superior del plasma es generalmente translicido en la sangre de caninos vy felinos.

a) Aspecto lechoso debido a una hiperlipemia, se observa en animales alimentados dentro de las tres horas
de la extraccion de la muestra. Silos animales estaban en ayunas se sugiere la existencia de desérdenes lipidicos.

b) Coloracién rojiza debido a una hemdlisis (anemia hemolitica) o generalmente por una inapropiada ma-
niobra de extraccion o de traslado de la muestra.

c) Coloracion amarilla debido a la presencia de bilirrubina (muestra ictérica).

El valor hematocrito deberia compararse ademas con otros elementos no difusibles de la sangre: los sélidos

totales. Estos se miden a través de un refractometro y constituyen una medida de las proteinas plasmaticas.
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Medicion de sélidos totales mediante refractometro
La medicién de sdlidos totales mediante refractometria (Foto 14 A, B y C) a partir del capilar de

microhematocrito.

1) Se corta el capilar justo por encima del buffy coat.
2) Se colocan unas gotas de plasma sobre la zona de lectura del refractometro.
3) Se realiza la lectura en la escala de la izquierda graduada de 0 a 12.

La forma de interpretacion se muestra en la tabla 4.

ura en la escala izquierda.

Foto 14 Medicion de solidos totales A,B,C.

Tabla 4. Interpretacion del hematocrito en comparacién con los sélidos totales

Hematocrito
Valor Bajo Normal Elevado
. . . P - :pérdida de proteinas con
Reducido hemorragia activa | pérdida de proteinas P P P
® contraccién esplénica?
L v 9
o O & . . .
g T 8 Normal anemia sin alteracion
CEE: , :
B Anemia + éanemia
Aumentado enfermedad enmascarada por deshidratacion
infecciosa, neoplasia| deshidratacion?

Otro dato que podemos obtener del microhematrocrito, es la observacion de microfilarias. Para realizar esto
se debe dejar reposar el microhematocrito durante 30-40 min, luego se observa con lupa en la zona entre la capa
flogistica y el plasma. En casos positivos se observan formaciones refringentes con gran movilidad (Figura
15B).
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Foto 15. Observacion de microfilarias. A) Visualizacion entre el plasma y el buffy coat donde debe realizarse la busqueda. B) Formaciones
refringentes.

4. indices hematimétricos

Los indices hematimétricos o eritrocitarios, se calculan a partir de las determinaciones de VCC, hematocrito

y recuento de glébulos rojos, mediante las siguientes ecuaciones:

4.1. Volumen corpuscular o celular medio

Es el volumen medio de un glébulo rojo (GR), aislado. Se expresa en micrometros cubicos.
Hto

x 10 = ym?

Recuento de GR en millones/ul 0 mm?

Valor normal en caninos: 60-77 um?, felinos 39-55 um? o fl.

4.2. Hemoglobina corpuscular o celular media (HCM)

Expresa el contenido medio de hemoglobina de un glébulo rojo aislado. Su valor se expresa en picogramo (pg).
Hb

x 10 = pg

Recuento de GR en millones/ pyl o mm?

Valor normal de referencia en caninos 19,5-24,5 pg, en felinos 12,5 -17,5 pg.

4.3. Concentracion media de hemoglobina corpuscular o celular media (CMHbC)

Es el porcentaje de hemoglobina en 100 ml de glébulos rojos (es decir, no el porcentaje de hemoglobina
en 100 ml de sangre total).

Concentracion de Hb (mg/dl)

x 100 = %
VCC o Hto

Valor normal en caninos 32-36%, en felinos 30-36 %.
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Dichos indices incorporan naturalmente errores de los métodos de los que se derivan, por lo que la CMHbC,
que se obtienen de los dos métodos mas exactos (Hto y concentracion de Hb) es mas exacta que cualquiera
de los demas.

Cuando disminuye la concentracion de la hemoglobina en un glébulo rojo se dice que se trata de una anemia
hipocromica (ej. anemia ferropénica). Esto no debe confundirse con hipocromasia que indica diferencias en la
intensidad de la tincion del frotis sanguineo, aunque generalmente tiene la misma causa. La hipercromasia no
existe como tal y se da cuando la morfologia del glébulo rojo es mas pequefa de lo normal y de forma esférica,
observandose en el frotis coloreado los eritrocitos intensamente tefiidos (ej. anemias hemoliticas agudas).

Los incrementos en Hto y la HbCM, generalmente combinados con una CHbCM normal o disminuida, indi-
can la presencia de macrocitos (hematies macrociticos), es decir glébulos rojos de tamafio mayor que el normal
(se da en las anemias producidas por falta de Vitamina B12 o &cido félico). Una disminucién en el Hto, HbCM y
CHbCM indican la presencia de microcitos (hematies microciticos), gldbulos rojos que son mas pequefios que
lo normal (ej. anemia ferropénica). Un incremento en el hematocrito se debe casi siempre por deshidratacion
0 hemoconcentracion que da lugar a un aumento relativo del numero de células. Es posible un aumento real
del numero de glébulos rojos (policitemia), pero es extraordinariamente raro, como ya hemos comentado, en

medicina veterinaria.

5.Leucocitos o glébulos blancos: clasificaciéon

5.1. Clasificacion de los leucocitos o glébulos blancos

Son células verdaderas, es decir, tienen citoplasma (con distintos organoides) y nucleo.
Hay 5 clases de leucocitos y se los puede clasificar de acuerdo a varios criterios:
1.-Segun la presencia o no de granulaciones especificas en su citoplasma:
- Granulocitos: presentan granulos especificos en el citoplasma
- Agranulocitos: no presentan granulos especificos en el citoplasma
2.-Segun las lobulaciones que presenta su nucleo:
- Polimorfonucleares: presentan un nucleo con dos o mas lobulaciones.
- Mononucleares: presentan un nucleo sin lobulaciones.
Estas dos clasificaciones, comparten los tipos celulares, siendo los granulocitos polimorfonucleares y agra-
nulocitos mononucleares.
- Granulocitos polimorfonucleares:
o Neutrofilos
o Eosindfilos
o Basdfilos
- Agranulocitos mononucleares:
o Linfocitos

o Monocitos
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5.2. Recuento de glébulos blancos

El recuento de los glébulos blancos se realiza de manera similar al de los gldbulos rojos, por medio de la

camara de Newbauer o utilizando métodos automatizados (contadores celulares).

Método manual

El diluyente que se utiliza para realizar el conteo es acido acético glacial al 3 % con una gota de azul de

metileno cada 100 ml (solucion de Turk). El acido hemoliza los glébulos y el azul de metileno tifie los nucleos de

los leucocitos para permitir su mejor visualizacion.

Se colocan en un tubo de hemolisis 0,38 ml de diluyente y 20 pl de la muestra de sangre con EDTA para la

obtencioén de la dilucion de 1/20. El conteo, se realiza en la camara de Neubauer, siguiendo todos los pasos de

su carga de igual manera que para los gldbulos rojos, pero realizando el conteo en los cuadrados de las cuatro

esquinas del reticulo de la camara. Cada uno de estos cuadrados grandes (delimitado por triple linea) estan

divididos en 16 cuadrados mas pequenos (lineas simples). La metodologia de conteo es la misma que para los

glébulos rojos, contando todos los leucocitos que se encuentran en el centro del cuadrado y los que tocan los

bordes izquierdo e inferior del mismo (Fig. 7).

Una vez realizado el conteo de los cuadrados grandes Ll

imm

de las cuatro esquinas de la camara, se realiza el calculo: I

n°x 20 x 10

=n°x 50

4

n°: Numero de leucocitos contados E

20: el titulo de la dilucién realizada !

10: para corregir la profundidad de la camara y llevar | |

a1 mms i i

4: por ser el total de cuadrados contados. , |

El resultado final es el nimero de globulos blancos/ Figura 7. Reticulado de la camara (W, X, Z, Y): 4 reticulos para

pl o mm?® de sangre.

L

recuento de glébulos blancos)

4 |

Cuando nos encontramos con la presencia de normoblastos (glébulos rojos nucleados) en caso de anemias

y son observados en un porcentaje superior al 5 % en el frotis (foto 48 y 49), se debera corregir el recuento de

glébulos blancos con la siguiente formula:

n° leucocitos x 100

= leucocitos corregidos

n° de normoblastos +
100

Los neutrdfilos y linfocitos son los tipos lecucocitarios mas numerosos en la sangre de los mamiferos do-

mésticos sanos. Los perros y gatos tienen mas neutrofilos en sangre que linfocitos. EI nimero de neutrdfilos y
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linfocitos varian con la edad después del nacimiento. La proporcién de neutroéfilos/linfocitos tiende a ser mas alta
al nacimiento que en el animal adulto, en parte por la mayor concentracion sanguinea de cortisol en los recién
nacidos.

La cantidad de monocitos, eosindfilos y basdfilos es baja en los mamiferos normales. En los caninos y
felinos puede ser nula la presencia de basdfilos.

Lo que se puede determinar con el recuento de leucocitos es el valor normal, un aumento en el nimero de
leucocitos, leucocitosis o una disminucion, leucopenia (Tabla 5).

Tabla 5. Valores de referencia de los leucocitos en pequefios animales.

ESPECIE ANIMAL CANTIDAD/ pl
Canino 6.000 - 18.000 (media: 11.000)
Felino 5.500 - 19.500 (media: 12.500)

5.3 Conceptos basicos sobre los leucocitos

Ciertos conceptos basicos sobre los leucocitos deben ser tenidos en cuenta para evitar errores en la inter-
pretacién de los cambios leucocitarios.

El hemograma aporta informacion sobre los elementos celulares (eritrocitos, leucocitos y plaquetas) que
libremente circulan por la sangre. El leucograma representa el equilibrio que existe entre la produccion de leu-
cocitos de la médula, la demanda hacia los tejidos y la distribucion de estas células en el sistema vascular. La
medula ésea posee tres compartimentos:

a- Compartimento proliferativo o mitético: es donde se encuentran las células precursoras, mieloblastos,
promielocitos y mielocitos.

b- Compartimento de maduracion: es donde se encuentran los neutréfilos jovenes que carecen de capacidad
mitética (metamielocitos y neutréfilos en banda).

c- Compartimento de almacenamiento: es donde se encuentran la reserva de neutréfilos segmentados
para las demandas de los tejidos.

Los glébulos blancos informados por el hemograma son los extraidos del pool circulante, el pool marginal
es una poblacién de neutréfilos que se marginan a lo largo de los revestimientos vasculares de los capilares del
pulmén y otros sitios.

Esto es importante en la interpretacion de los cambios en el recuento leucocitario total y en la formula leu-
cocitaria relativa, porque ciertos mediadores corporales (adrenalina, glucocorticoides endégenos, endotoxinas
y productos de la anafilaxis) causan desvios rapidos en la distribucion de las células dentro del sistema vascular

y alteran los resultados del leucograma (Fig.8).

Los leucocitos persisten en la circulacion por periodos cortos de tiempo, ya que abandonan el torrente cir-
culatorio para responder a estimulos quimiotacticos y dirigirse a los diferentes tejidos donde realizan su accion.
Luego de la liberacion desde la médula 6sea, los neutrofilos permanecen en sangre unas pocas horas

antes de ir a los tejidos. Los neutrdéfilos que permanecen en sangre sufren apoptosis y son eliminados por ma-
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crofagos. Los neutrdfilos en sangre integran los compartimientos circulante (CNC) y marginal (CNM). Ambos
compartimientos tienen aproximadamente el 50 % de células cada uno, o un poco menos en el circulante. Los
neutrofilos circulantes son los que se evaluan en las muestras de sangre y los neutréfilos marginales, se retienen
en los capilares, principalmente los pulmonares. Es asi que el recuento absoluto de neutréfilos puede afectarse
por los movimientos de células entre el compartimiento marginal y circulante.

Los eosindfilos, baséfilos y monocitos también permanecen en sangre durante periodos cortos de tiempo y
pasan a los tejidos. Con la excepcién de algunas poblaciones de linfocitos, los leucocitos no entran nuevamente
a la circulacion luego de migrar a los tejidos.

Es por todo lo mencionado que debemos considerar los siguientes cambios en el aumento de los leucocitos

con predominio de neutrdfilos:

Hemograma

Medula 6sea Sangre Tejidos

Figura 8. Distribucién de los neutrdfilos en el organismo.

a-Leucocitosis con neutrofilia fisiolégica (pseudoneutrofilia):

Esta manifestacion se da en presencia de miedo, excitacion o ejercicio excesivo (incluido el forcejeo durante
la sujecidn para una extraccion de sangre) asociado a la liberacion de epinefrina que causa un aumento del
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) de las células endoteliales, el cual disminuye la adherencia de los
neutrofilos a las paredes de los vasos. Existe un desplazamiento transitorio de neutréfilos maduros o
segmentados desde el conjunto o pool marginal hacia el circulante. Se denomina pseudoneutrofilia ya que no
se produce un verdadero incremento de neutréfilos desde la médula dsea hacia sangre periférica, sino que los
neutrofilos que estaban marginados pasan a incrementar el pool circulante. Debido a que el felino tiene una
mayor cantidad de neutrdéfilos en el pool marginal que en el circulante, el incremento es mas notorio que en el
canino. Es un proceso de rapida aparicion y de corta duracién. Si se deja en reposo al animal, en 20 minutos los
valores se normalizan. En el frotis se observara neutrofilia madura, linfocitosis, y ocasionalmente monocitosis y

eosinofilia.

b-Neutrofilia inducida por esteroides:

La neutrofilia ocurre por la producciéon enddégena o exdgena incrementada de esteroides (ej. estrés; sindro-
me de Cushing, terapia con corticoides muy prolongada). Los corticoides incrementan la velocidad de liberacion
medular de neutrdfilos maduros o segmentados del compartimiento medular de almacenamiento en 3 a 7,5
veces, lo cual es la razon para la expansion del conjunto total de neutréfilos en sangre. Un efecto secundario

abarca la menor adherencia celular con un desplazamiento del conjunto marginal hacia el circulante y una ligera
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prolongacion de la vida media de los neutrdfilos circulantes. Los cambios tipicos en el leucograma, comprenden
leucocitosis con neutrofilia, monocitosis, linfopenia y eosinopenia.

c-Neutrofilia promovida por inflamacién y/o infeccién:

Los procesos inflamatorios y/o infecciosos, especialmente los de origen bacteriano cursan con leucocitosis

y neutrofilia. La magnitud de la misma es un reflejo de la intensidad del proceso nosoldgico y esta determinada
por el balance entre la tasa de liberacidén desde la médula y la demanda tisular. Cuando el proceso (generalmente
purulento) es muy intenso y no puede ser controlado y la demanda de neutréfilos supera la producciéon medular
de neutrdéfilos segmentados, la médula 6sea comienza a liberar a sangre periférica células mas inmaduras del
compartimiento de maduracion. Cuando esto ocurre y comienzan a aparecer estas células mas inmaduras que
el neutrdfilo segmentado en sangre periférica, se define como leucocitosis con neutrofilia y desvio a la izquierda
La leucocitosis con neutrofilia y desvio a la izquierda es muy marcada en las infecciones producidas por

bacterias piégenas como los estreptococos y estafilococos (e]. septicemia, peritonitis, piometra).

6. Frotis sanguineo

Para realizar un frotis sanguineo debemos homogeneizar previamente la muestra de sangre mas el an-
ticoagulante y tomar con micropipeta o con un microcapilar la muestra y colocar una gota de sangre sobre un
portaobjetos bien limpio y seco (los portaobjetos deben guardarse en un frasco bien cerrado que contenga
alcohol). Una vez realizada esta maniobra, con un extensor (portaobjetos con los extremos limados), el cual se
coloca en angulo de 45° por delante de la gota, se lo hace retroceder hasta tocar la gota, esta se extiende en
el extremo del mismo y luego se ejerce una presion suave pero
firme hacia adelante y arriba. Quedando el frotis compuesto por
una cabeza, un cuerpo y una cola (Foto 16).

Se deja secar al aire libre y luego se realiza la coloracion
previa inscripcion del numero de muestra a procesar en la ca-
beza del frotis (seria la que esta mas cerca de la gota inicial

que hemos colocado para hacer el frotis) con un lapiz. De esta

manera una vez terminada la coloracién no se borrara y no lle-

Foto 16. Maniobra para realizar un frotis sanguineo.

vara a confusiones.

6.1. Coloracion de May Grunwald Giemsa

1. Se coloca el frotis sobre un soporte compuesto por dos varillas de vidrio sobre un contenedor de liquidos
y se le agrega al mismo cubriendo el portaobjetos el colorante de May Griinwald (Merk®) y se deja por 5 min.

2. Luego se le agrega solucion buffer con un pH 7,5 sin lavar el anterior colorante y se lo deja 5 min mas.

3. Se lava con agua de la canilla.

4. Se le agrega por ultimo el colorante Giemsa, pero diluido (por cada ml de buffer 2 gotas de Giemsa). Se

estima que cada frotis para ser cubierto totalmente lleva 3 ml, entonces se preparan 3 ml de Buffer + 6 gotas de
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Giemsa. Esto se extrapola segun la cantidad de frotis a colorear. Esta dilucion debe prepararse en el dia previo
filtrado del colorante, ya que si se deja mas de 24 h preparada sedimenta y veremos un puntillado en el frotis
que impedira realizar una observacién correcta del mismo.
Este colorante debe dejarse entre 15 a 20 min.
5. Por ultimo se lava y se deja secar a temperatura ambiente y en forma inclinada asi se escurre mejor.
6. Una vez que hemos hecho la coloracién y dejado secar el frotis, se lleva al microscopio y se observa con
una gota de aceite de inmersién y con el objetivo de 100X.
Otras coloraciones utilizadas
Metanol-Giemsa
1. Se coloca el frotis sobre un soporte compuesto por dos varillas de vidrio sobre un contenedor de liquidos.
2. Se fija la muestra cubriendo el frotis con metanol (alcohol metilico) durante 3 a 5 minutos.
3. Se lava con agua de la canilla.
4. Se cubre con Giemsa (preparando el colorante como se indicé en la coloracion clasica) durante 15 a 20
minutos.

4. Se lava con agua corriente y deja secar al aire.

Diff-Quik (Tincion 15)

Es una coloracion comercial rapida, por inmersién. Se obtienen resultados similares a la tincion de May
Grunwald-Giemsa, siempre y cuando el tiempo de tincién se prolongue hasta 1 minuto.

Son tres soluciones separadas: la primera es el fijador.

Se sumergen los portaobjetos con las muestras en cada frasco durante 1 minuto.

Tener la precaucion de escurrir el exceso de fijador y colorantes con papel de filtro antes de sumergirla en
el frasco siguiente. De esta manera se logra optimizar el resultado.

Renovar los colorantes con frecuencia, segun la cantidad de coloraciones que se realicen para no disminuir
la calidad del diagnodstico. Podria haber alguna falla en la captacion del colorante por las células o presencia de

precipitados del mismo que confundan al observador.

6.2.0bservacion del frotis

En el frotis sanguineo se realiza la observacion de la morfologia de los eritrocitos, plaquetas, leucocitos y
el recuento diferencial de los leucocitos. Es decir, la formula leucocitaria relativa identificando 100 células de
acuerdo a las caracteristicas particulares de cada una. Ademas se anotan las alternaciones de tamafo, forma
y color de los gldbulos rojos, presencia de microorganismos sanguineos y distribucion de plaquetas. Ha sido
un problema la eleccion de las zonas convenientes de la extension en las que se cuentan los leucocitos, puesto
que se sabe que la distribucién no es uniforme en toda la extension. Se encuentra mayor cantidad de
leucocitos en los bordes y en la cola de la extensién que en el centro y, en esos lugares, hay un porcentaje
mas elevado de neutréfilos y monocitos (es decir las células de mayor tamafio), que en el resto de la
extension. Es por ello que se realiza la lectura en guarda griega a partir de la cola de la extension para evitar

esto y ademas porque aqui los glébulos rojos estan méas separados y podemos observar mejor las diferencias
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nucleares y citoplasmaticas de los leucocitos. Luego podemos extendernos hasta el cuerpo del preparado

hasta finalizar el conteo de 100 células.

6.3. Interpretacion

La evaluacion de la morfologia de los eritrocitos es un paso critico en los frotis de sangre y puede colaborar
con la identificacion de diferentes desérdenes metabdlicos, indicar dafos oxidativos o ayudar a localizar una
enfermedad en proceso. Se pueden mencionar 6 aspectos a ser evaluados: color, tamafo, forma, orientacion,
inclusiones y presencia de microorganismos.

1) Cambios de color del eritrocito:

a) Afectan al total de la poblacion

* Hipercromia: Cuando se presentan los eritrocitos en forma de esferocitos y pierden la palidez central,

aparentan estar mas intensamente tefiidos (Foto 17).

* Hipocromia: Cuando los eritrocitos se presentan débilmente tefidos, por lo general ante
una disminucion en la concentracion de hemoglobina (Foto 18).
b) Afectan a una parte de la poblaciéon
* Policromasia: Cuando los eritrocitos se observan con variaciones de color por su
contenido en hemoglobina y su grado de maduracion (serian los reticulocitos que se ven
mejor con tinciones supravitales) (Foto 19).
2) Alteraciones en el tamaio del eritrocito (anisocitosis).
a) Macrocitos: hematies mas grandes que lo normal (comun en anemias regenerativas) (Foto 20).
b) Microcitos: hematies mas pequefios que lo normal (Foto 20).
* Microcitos hipocromicos: Cuando los glébulos rojos se presentan en un tamafo menor

al normal con menor cantidad de hemoglobina.

* Microcitos hipercréomicos: eritrocitos que pierden la palidez central, a dichas células se las llama esfe-

Foto 17 Esferocitos (eritrocitos pequefios que carecen de palidez Foto 18 Eritrocitos hipocromaticos (eritrocitos débilmente tefiidos
central, hipercromaticos, caracteristicos en las anemias hemoliti- por su escaso contenido en hemoglobina, caracteristicos en las
cas)* (100x) anemias ferropénicas).” (100x)
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Foto 19. Policromasia: eritrocitos de diferente tamafo de acuerdo Foto 20. Macrocitos y microcitos: eritrocitos mas grandes y mas
a su grado de madurez con distinta afinidad tintorial por su conteni- pequefios que el tamafio normal, caracteristicos en las anemias
do en hemoglobina (inmaduros: grandes y basdfilos y maduros regenerativas.”
tamafio normal y aciddfilos) caracteristica en las anemias regene-
rativas.

rocitos, es decir células mas pequefias de lo normal con el mismo contenido de hemoglobina que un glébulo
rojo normal. Se forman por la fagocitosis parcial de los eritrocitos, posteriormente son eliminados de circulacion
sanguinea por el SRE del bazo.

3) Alteraciones en la forma de los eritrocitos (poiquilocitosis).

Estas alteraciones son consideradas patoldgicas cuando superan el 20 %. Es normal de ver en terneros
jévenes sanos, cabras y cerdos.

a) Equinocitos o crenocitos (Foto 21): presentan proyecciones citoplasmaticas uniformes y regularmente
separadas. Por lo usual son artificios resultantes de un exceso de EDTA o almacenamiento prolongado de la
muestra antes de realizar el frotis. También se han detectado en casos de uremia, toxicidad por doxorrubicina
y glomerulonefritis.

b) Acantocitos (Foto 22): presentan espiculas irregulares y mas marcadas que en los crenocitos. Se
puede presentar en enfermedades hepaticas, glomerulonefritis, hemangiosarcoma, coagulacion intravascular
diseminada.

c) Leptocitos: son glébulos rojos que tienen una relacion membrana/volumen celular aumentada (Foto 23).

d) Estomatocitos: se observan hundidos centralmente, dando la apariencia de un estoma (boca) (Foto 24).

e) Cnizocitos: Son glébulos rojos que presentan una deformacién de su membrana, por lo que se observan
deprimidos en dos partes (Foto 25).

f) Esquistocitos; Son fragmentos de eritrocitos. Se pueden ver en coagulacion intravascular diseminada,
falla cardiaca congestiva, hemangio-sarcoma (Foto 26).

g) Dacriocitos: Son glébulos rojos que tienen forma piriforme, que aparecen como consecuencia de la
deformacion que sufre un eritrocito al pasar por un vaso sanguineo, quizas se deba a una alteracion en el ci-
toesqueleto; se ve en mielofibrosis, desérdenes mieloproliferativos e hiperesplenismo.

h) Ovalocitos o Eliptocitos: son eritrocitos con forma oval o eliptica.

i) Células en diana (target cell): son células que presentan la hemoglobina bien pegada a la membrana y

otro resto de hemoglobina en el centro.
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Foto 21. Crenocito: eritrocitos con la membrana externa formando
mas de 20 prolongaciones por defectos en la realizacién del frotis
0 que la muestra tenga mas de 24 horas de extraida.

Foto 23. Leptocitos: eritrocitos delgados que presentan, el borde
de la célula tefido levemente de rosado al igual que su centro,
por un acumulo de hemoglobina, denominadas también célula en
diana, target cell o célula en blanco de tiro.
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Foto 25. Cnizocitos eritrocitos con alteraciones en su membrana
externa que presentan depresiones en dos partes. Presentes en
anemias arregenerativas de origen extramedular.
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Foto 22. Acantocitos: eritrocitos con la membrana externa formando

menos de 20 prolongaciones por trastornos del ATP de membrana,

caracteristicos en las Anemias arregenerativas de origen extrame-
dular.

7

Foto 24. Estomatocitos eritrocitos que presentan alteraciones en su
membrana externa y se observan hundidos centralmente dando la
apariencia de un estoma (boca). Presentes en anemias arrege-
nerativas de origen extramedular.
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Foto 26 Esquistocitos o fragmentocitos. Fragmentos de eritrocitos
caracteristicos en anemias arregenerativas por fracaso medular.
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4) Cambios en la orientacion de los eritrocitos

a) Formas en pila de moneda (Rouleaux): los glébulos rojos tienden a formar cadenas; se presentan nor-
malmente en los frotis de la especie equina y felina.

b) Aglutinacion: Se denomina asi cuando los eritrocitos se agrupan en forma de roseta o racimo por una

reaccién de aglutinacién (antigeno-anticuerpo) (Foto 27).
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Foto 27 Eritrocitos con cambios de orientacion: aglutinacion eritrocitaria.

5) Inclusiones en los eritrocitos

a) Corpusculos de Howell-Jolly: son residuos de ADN del ndcleo, en un bajo porcentaje se ve en sangre
normal de equinos y felinos. Puede verse después de una esplenectomia o en asociacion con anemias rege-
nerativas (Foto 28).

b) Cuerpos de Heinz: son granulos redondos u ovales, de hemoglobina desnaturalizada y precipitada a
causa de la oxidacion, a menudo estan adheridos a la parte interna de la membrana. Se observan con colorantes
supravitales como nuevo azul de metileno. En contraste con otras especies los felinos normales pueden presen-
tar un 5-10 % de cuerpos de Heinz dentro de sus eritrocitos debido a que la hemoglobina es mas susceptible a
la accién de oxidantes enddgenos y a que el bazo es menos eficiente en la remocion de los cuerpos de Heinz
eritrocitarios (Foto 29).

c) Cuerpos de inclusién del moquillo: son cuerpos redondos que se ven de color magenta. También puede
observarse en leucocitos. Aparecen de manera transitoria.

d) Puntillado basdfilo: Se presenta como un puntillado azul-violaceo (Foto 30), como resultado de la
agregacion espontanea de ribosomas y otras organelas que ocurre durante la maduracion de los eritrocitos. Se
observa con frecuencia en anemias regenerativas en rumiantes. En el perro es frecuente en intoxicaciéon con
plomo (Foto 31).

6) Microorganismos sanguineos

a) Eritrocitarios:

* Mycoplasma haemocanis, M. felis. Los microorganismos se presentan como cocos o bacilos aislados en
forma de cadenas cortas sobre la periferia de los glébulos rojos. Debe tenerse cuidado de no confundirlos con
corpusculos de Howell Jolly ya que M. haemofelis es mas pequefio (menor a 1 ym). Con menor frecuencia se
puede observar en caninos M. haemocanis (Foto 32).

* Babesia canis. Se presenta como uno, dos o cuatro merozoitos en forma de pera de 2-4 um de diametro
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Foto 28. Corpusculos de Howell Jolly: corpusculo basdfilo en el
interior del eritrocito mayor a 1 ym representa restos de ADN,
caracteristico de las Anemias regenerativas.*

Foto 30. Cuerpo de inclusién del moquillo: inclusiones redondea-
das dentro del eritrocito con un tamafios de 2-3 um color rosado.*
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Foto 29. Cuerpos de Heinz eritrocitos: con granulos redondos u
ovales de hemoglobina desnaturalizada que hacen protrusion
sobre la membrana celular.

Frotis sanguineo felino tefiildo con Azul Brillante de Cresil (Objetivo

100x).
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Foto 31. Puntillado basdfilo: eritrocitos que presentan puntos
multiples azules en su interior, caracteristicos en Anemias por
intoxicacién con plomo.*

con contornos oscuros y sin tefir en su interior dentro de los glébulos rojos de caninos y felinos (Foto 33).

* Cytauxzoon felis son parasitos ovales de 1 a 5 um de diametro. Se tifien de color azul con una regién

central clara. Frecuentemente presentan el nucleo de color purpura localizado en un extremo dando una apa-

riencia de anillo de sello. Se encuentra en el interior de los eritrocitos felinos. No hay informacion a la fecha de

su presencia en Argentina.

b) Leucocitarios:

* Hepatozoon canis: es un parasito que afecta a los glébulos blancos y especificamente a los neutréfilos y

monocitos. Se presenta como gamontes dentro de estas células (forma de habano) (Foto 34).

* Ehrlichia spp: es una bacteria pleomorfica cocoide gramnegativa, intracelular obligada, que se presenta

en grupos de microorganismos llamados mérula en neutréfilos (E.ewingii) y en monocitos (E. canis).

c) Extraeritrocitarios:

* Trypanosoma spp.: son parasitos alargados de 20 a 40 um en total que presentan una cola en forma de

latigo y un nucleo sencillo. Se observan en los frotis de caninos entre los eritrocitos (Foto 35).

* Dirofilaria immitis (microfilarias). Este parasito se observa a través de diferentes técnicas: gota gruesa,
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Foto 32. Mycoplasma hemotréfico: son formas coco-bacilares Foto 33 Babesia spp.*
basofilas sobre la superficie de los eritrocitos que provocan Ane- * Frotis sanguineo canino teflido con May Griinwald — Giemsa
mia hemolitica en felinos™.

Foto 35. Trypaosoma spp*
Foto 34 Hepatozoon canis*

para esto se coloca una gota de sangre sobre un portaobjetos, se cubre y se observa con el objetivo 40X. Se
puede identificar a la Dirofilaria immitis moviéndose entre los eritrocitos.

Técnica microcapilar: mencionada en paginas previas.

Test de Knott modificado. Esta técnica consiste en colocar en un tubo de centrifuga 1 ml de sangre y

S

agregar 9 ml de solucién formolada al 2 %, Se o‘“

homegeiniza y se centrifuga durante 10 min a 3000
rom, se tira el sobrenadante y al sedimento se le
agrega una o dos gotas de azul de metileno al 2 %. En
agregado de este colorante tefiira a la difofilaria de un
color azul palido. Se toma una gota de este

sedimento, se coloca sobre un portaobjeto se cubre y >

se observa con objetivo 40X (Foto 36). Ra .")‘

Foto 36.7Diroﬁlaria inmitis entre los eritrocitos.*
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b. Morfologia de los glébulos blancos:

1-Neutrofilos

Existen dos formas de neutrdfilos:

a) Neutrdfilos segmentados (maduros), es decir con un nucleo que presenta 2 o mas Iébulos.

b) Neutréfilos inmaduros o sin lobulaciones (conocidos también como formas en banda o en cayado), es
decir, en los que el nucleo no esta dividido en dos o0 mas Iébulos. Se anotan por separado de los demas neutré-
filos ya que un incremento en su niumero (nos indica un rapido incremento en la produccion de neutréfilos) es
caracteristico de muchas enfermedades.

Morfologia normal

El citoplasma de los neutrdfilos es claro a gris tenue o puede tener una granulacion rosa difusa pero indefinida.

Los neutrdfilos constituyen aproximadamente entre un 60-70 % del total de los glébulos blancos. Son células
de forma redondeada, con un diametro aproximado entre 10 y 15 ym.

En los frotis se reconocen facilmente por su nucleo caracteristico, con 3 a 4 I6bulos unidos por finos puentes
de cromatina (Foto 37). También se pueden encontrar formas inmaduras en bajo porcentaje, que son denomi-
nados neutrofilos en banda, en cayado o no segmentados (Foto 38).

A medida que envejecen, el nucleo presentara mayor cantidad de lobulaciones (5 a 6) y los neutrdfilos se
denominan neutrdéfilos hipersegmentados. La vida media normal de estas células es de aproximadamente 8 a

10 dias (Foto 39 a y b).
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Foto 37. Neutréfilos segmentados. Se observan dos hacia la Foto 38. Neutrdfilo en banda o en cayado™.
izquierda y 1 hacia la derecha
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Foto 39a. Neutrdfilo hipersegmentado (con mas de cinco lobulacio- Foto 39b. Neutrofilo hipersegmentado (con mas de cinco lobulacio-
nes: se denomina desvio hacia la derecha) en canino*. nes: se denomina desvio hacia la derecha) en felino.
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La cromatina nuclear aparece fuertemente tenida, no se observa nucléolo.

En los neutrdfilos de la sangre de los animales de sexo hembra, la cromatina que representa al cromosoma
X condensado, forma un diminuto I6bulo independiente, que aparece como un pequeno apéndice en uno de los
I6bulos nucleares (palillo de tambor o corpusculo de Barr).

El citoplasma de los neutréfilos es muy palido, posee escasas organelas (mitocondrias, Golgi y reticulo
endoplasmico) y abundantes granulaciones especificas finas (de 0,3 a 0,8 um de diametro), las cuales se tifien
muy poco. Ademas, presenta otras granulaciones, que se tifien con el Azur y reciben el nombre de granulos
azurdfilos (color purpura).

Estan descriptos tres tipos de granulos en los neutréfilos maduros:

* Primarios: azurofilos o mieloperoxidasa-positivo.

* Secundarios (especificos).

* Terciarios (lisosomas).

Los granulos especificos contienen fosfatasa alcalina, una proteina basica (fagocitina) y lisozimas, con
actividad antibacteriana.

Los granulos azurdfilos, en cambio, contienen mieloperoxidasa, peroxidasa, glucuronidasa y fosfatasa acida,
ademas de algunas enzimas hidroliticas (se los puede considerar como lisosomas primarios).

Los granulos se forman secuencialmente durante la maduracion del neutréfilo. Los granulos primarios
durante el estadio de promielocito, los granulos secundarios durante los estadios de mielocito y metamielocito
(Foto 40 y 41) y los granulos terciarios y vesiculas secretorias se forman durante los estadios de neutrdfilo en

banda y segmentado.
Morfologia anormal

Las modificaciones citoplasmaticas observadas en la morfologia de los neutréfilos e inducidas por la enfer-
medad se denominan “cambios toxicos”. Estos cambios por lo general se asocian con infecciones sustanciales
locales o sistémicas, pero también se observan en la inflamacion estéril y toxicidad medicamentosa.

Se reconocen dos causas basicas de los cambios toxicos vistos en las células:

a) Defectos madurativos: son el resultado de una granulopoyesis aberrante e indican un efecto inflamatorio
/ infeccioso sistémico sobre la médula désea.

* Basofilia citoplasmatica: es una forma grave de cambio toxico, que aparece como un citoplasma azul o

azul purpura moteado palido y homogéneo, en las células afectadas, tanto en neutréfilos en banda como en
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Foto 40. Metamielocito (Neutréfilo inmaduro) presente en una Foto 41. Metamielocito (Neutrofilo inmaduro) presente en una
leucocitosis neutrofilica con desvio a la izquierda.* leucocitosis neutrofilica con desvio a la izquierda en felino-
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los segmentados.

* Granulaciones toxicas: se presentan como granulaciones citoplasmaticas dispersas, de color rosa-rojo y
representan los granulos fundamentalmente de los polisacéaridos retenidos, que normalmente se pierden durante
la maduracion de los neutréfilos. Estas granulaciones aparecen en casos de una granulopoyesis aberrante.

* Células gigantes: los neutrdfilos gigantes representan divisiones mitéticas de células precursoras de neutro-
filos en desarrollo rapido, son semejantes en apariencia a los neutréfilos en banda o maduros, aunque tienen dos
veces el tamano de ellos y se observan en pacientes con neutropoyesis toxica, con mas frecuencia en felinos
gque que en caninos.

* Cuerpos de Dohle: son la forma méas benigna de cambios toxicos en los neutrdéfilos, son inclusiones

citoplasmaticas angulares azuladas por agregaciones

de reticulo endoplasmico localizado en periferia del _ ’

citoplasma (Foto 42). Py
* Nucleos en anillo o dona: la presencia de nucleos

en forma de anillos o dona en los neutréfilos revelan »

“

toxicidad sistémica extrema y se asocia con sepsis. ¥
b) Efectos téxicos: se ven fundamentalmente en R c L
animales con sepsis, endotoxemia o necrosis tisular.
* Vacuolizacion espumosa del citoplasma: es un - T e —
L L o Foto 42. Cuerpos de Dohle (Neutrdfilo téxico)*
indicador de una toxicidad sistémica grave y aparece (objetivo 100x)
como resultado de la formacién anormal de lisosomas
y la liberacién intracelular de las enzimas autoliticas. Este cambio toxico aparece con la presencia de muchas
vacuolas, en el citoplasma dando la apariencia de burbujas.
Otras alteraciones
* Inclusiones intracitoplasmaticas; en enfermedades infecciosas especificas, en algunos pacientes pueden
detectarse en el interior del citoplasma cuerpos de inclusion virales o bacterianos, como por ejemplo: moquillo.
* Presencia de microorganismos: hepatozoonosis y ehrlichiosis.
* Hipersegmentacion de los neutrdéfilos: el nucleo de la célula posee cinco o més lobulaciones. Esto indica
un periodo de transito prolongado en circulacion. Pueden observarse por ejemplo en la enfermedad inflamatoria

cronica.
Funcion de los neutrofilos:

La funcion de los neutrdfilos es constituir la primera barrera de defensa celular contra la invasion de bacte-
rias, hongos, protozoos y algunos virus. Esta funcién, la cumplen fuera del torrente circulatorio, en el sitio donde
se produce una inflamacion. Los neutréfilos son fagocitos que tienen la capacidad de extender seudépodos
alrededor de las bacterias, englobandolas y destruyéndolas gracias a sus enzimas hidroliticas presentes en los
granulos. La presencia de seudépodos incrementa la superficie del neutréfilo y esto es crucial para realizar la
funcion de fagocitosis.

Los neutrdfilos circulan en sangre ya sea formando el pool marginal o circulante durante unas pocas horas.
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En los animales sanos los neutréfilos abandonan el torrente circulatorio y migran principalmente a intestino,
pulmones y piel. Este proceso es esencial para prevenir las infecciones bacterianas.

Los neutréfilos también son reclutados desde el torrente circulatorio hacia los sitios de infeccidn y fagocitan
los microorganismos. El proceso de fagocitosis involucra los mecanismos de: adherencia, quimiotaxis, fagocitosis

y destruccion del organismo.

Aumento del nimero de neutroéfilos: Neutrofilia

En caso de procesos inflamatorios infecciosos en especial los purulentos, existe una leucocitosis impor-
tante con neutrofilia y desvio a la izquierda. Una vez que se definié este desvio, el mismo puede clasificarse en
regenerativo o degenerativo.

a) Desvio a la izquierda regenerativo: cuando la cantidad de células mieloides maduras (neutréfilos seg-
mentados) es superior a la suma de todas las células mieloides inmaduras (neutréfilos en banda, metamielocitos
neutrofilicos, mielocitos neutrofilicos, promielocitos y/o mieloblastos). En general este tipo de desvio cursa con
neutrofilia, aunque en algunos casos el recuento de neutrdéfilos puede ser normal.

b) Desvio a la izquierda degenerativo: se caracteriza por la presencia de neutréfilos segmentados en sangre
periférica en menor cantidad que la suma de todas las formas inmaduras mieloides. Este desvio puede ir acom-
panado de neutrofilia, recuento normal de neutréfilos o de neutropenia. El prondstico serd mas grave cuando esté
acompafado de neutropenia ya que estara indicando o bien agotamiento de la médula ésea por la intensidad y
severidad del proceso o inhibicién medular por accién de toxinas bacterianas que impiden la respuesta medular
de modo que ya no puede compensar la falta de neutrofilos segmentados ni con formas inmaduras. Los desvios

a la izquierda degenerativos implican una enfermedad supurativa seria y un prondstico reservado.

Disminucién del numero de neutréfilos: Neutropenia

Se considera neutropenia cuando el numero de neutréfilos segmentados en sangre, es inferior a 3.000 y 2.500/ul
en caninos y felinos respectivamente. Como los neutréfilos son el tipo de leucocito que predomina en la circulacion
de estas especies, la neutropenia casi siempre promueve leucopenia. Se produce basicamente por 3 mecanismos:

* Consumo o demanda tisular excesiva: se produce leucopédesis a un ritmo que supera la liberacion de los
neutrofilos maduros medulares hacia la sangre. Ej: infecciones bacterianas arrolladoras.

* Hipoproduccion medular: siendo sus posibles causas trastornos mieloproliferativos, administracion de
drogas quimioterapicas, inmunosupresores, y determinadas infecciones viricas, como las causadas por Virus
de la Leucemia Felina (ViLeF), Virus de la Inmunofediciencia Felina (VIF), parvovirosis canina, peritonitis
infecciosa felina (PIF), ehrlichiosis, toxoplasmosis, leishmaniosis, etc.

* Desplazamiento al compartimento marginal: esto puede observarse en casos de shock anafilactico y
endotoxemias. En estos casos la neutropenia es transitoria y desaparece rapidamente.

La principal consecuencia clinica de la neutropenia es la infeccidn, la monocitosis compensatoria, si
esta presente, reduce el riesgo aun cuando la capacidad bactericida de los monocitos es inferior a la de

los neutrofilos.
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2-Eosinofilos

Los eosindfilos se desarrollan en la médula 6sea y en menor proporcion en timo, bazo, pulmones y en
algunas especies de laboratorio en los nddulos linfaticos. En los individuos sanos la vida media en circulacion
varia de menos de una hora en caninos a 18-24 horas en humanos. Luego los eosinéfilos migran dentro de los
tejidos, principalmente el tracto gastrointestinal y los pulmones donde permanecen alrededor de dos dias, a me-
nos que factores antiapoptéticos prolonguen su sobrevida a mas de dos semanas. En condiciones patoldgicas
es posible que los eosinodfilos entren nuevamente al sistema circulatorio.

Los eosindfilos residen principalmente en tracto gastrointestinal, piel y tracto respiratorio; la localizacién y
numero de eosinodfilos varia con la especie, estadio del ciclo estral, dieta y contenido de histamina del tejido, sin
embargo, la mayor cantidad de eosindfilos se encuentra en el tracto gastrointestinal.

Son células que tienen un tamafio entre 9 y 11 ym de diametro. Presentan un nucleo segmentado, gene-
ralmente bilobulado. En el ovino puede tener tres lobulaciones, unidas por puentes de cromatina. No se observa
nucléolo y la cromatina es por lo general menos densa que en el neutrofilo. Los eosindfilos contienen en su
citoplasma tres tipos de granulos: granulos especificos, granulos primarios y pequeios granulos densos, asi
como vesiculas, cuerpos lipidicos, mitocondrias, ribosomas libres, Golgi y glucégeno. Los granulos especificos
contienen potentes proteinas citotoxicas y constituyen la mayoria de los granulos de estas células.

El citoplasma de los eosindfilos es facilmente distinguible por sus granulaciones especificas. Estas granu-
laciones se tifien anaranjado brillante con la eosina y suelen ser refringentes. Varian en tamafio y forma en las
diferentes especies, pero siempre son mayores que las de los neutrofilos. En su interior, los granulos contienen
enzimas lisosomicas.

En los caninos, las granulaciones son pequefias y regulares (Foto 43 a).

En los felinos, los granulos son en forma de bastoncitos no refringentes (Foto 43 b).

En adicién a su participacion en los procesos inflamatorios, los eosinéfilos cumplen un rol importante en los
procesos homeostaticos e inmunes. Participan en la inmunidad mediada por células a través del reconocimiento
y presentacion de antigenos microbianos, virales y parasitarios. El rol inmunoldgico de los eosindfilos se relaciona

con su capacidad de responder a particulas antigénicas (inhaladas, ingeridas etc). Se sabe que su numero aumenta
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Foto 43a. Eosindfilo con sus granulaciones eosinofilicas Foto 43b. Eosindfilo con sus granulaciones eosinofilicas caracteris-
caracteristicas en un frotis de paciente canino*. ticas en un frotis de paciente felino.
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en enfermedades parasitarias y alérgicas. Estas células son atraidas por quimiotaxis a las zonas inflamatorias
alérgicas, donde liberan arilsulfatasa B e histaminasa, que destruiria a los mediadores quimicos de la alergia.

No son capaces de fagocitar bacterias como los neutrdfilos, pero si de ingerir y destruir complejos antigeno-
anticuerpo.

Aumento del nimero de eosinofilos: eosinofilia

a) se presenta principalmente en los estados alérgicos debidos a:

* parasitismo intestinal grave o parasitismo externo (especialmente con pulgas).

* alergias debidas a diversos alimentos (ej. proteinas), medicamentos (ej. penicilina), sustancias inhaladas
(ej. polen) o que entran en contacto con la piel (gj. tintes). Parece que cuando una respuesta alérgica se ha
presentado durante un tiempo considerable, la eosinofilia puede no ser un caracter marcado.

b) se observa muy raramente en el hipoadrenocorticismo (se confirma con el recuento absoluto de

leucocitos - RAE-).

c) se encuentra ocasionalmente alrededor de un mes después de la esplecnectomia y ocurre raramente

en las neoplasias o en la leucemia eosindfilica.
Disminucién del niumero de eosinéfilos: eosinopenia

Se presenta en el hiperadrenocorticismo, o con la administracion de grandes dosis de corticoides.

3-Basofilos

Los basdfilos se producen en la médula ésea partir de las UFC basdfilas y tienen una vida media de 10 a 12
dias. Son muy raros de observar en frotis sanguineos de caninos y felinos, no asi en los equinos donde suelen
presentarse en forma frecuente. Son células redondeadas que tienen un tamario entre 10 y 12 ym de diametro.

Presentan un nucleo de forma irregular, que puede ser bilobulado y que generalmente se encuentra en-
mascarado por las granulaciones citoplasmaticas. Estas granulaciones son metacromaticas, grandes y de forma
esférica (Foto 44).

En los caninos y felinos son mas pequefas y reunidas en grupos compactos.

Los basdfilos tienen en su membrana plasmatica receptores especificos para la IgE. Esta Ig E se encuentra
incrementada en los casos de asma, dermatitis alérgica, etc. Los basdfilos liberan el contenido de sus granulos

hacia el medio intercelular y juegan un papel importante en la inmunidad mediada por células.

ES

Foto 44. Basdfilo con sus granulaciones metacromaticas caracte-
risticas™.
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Los basdfilos son tan raros de hallarse en un frotis normal que no presentan un valor diagndstico definido.
Aumento del numero de basoéfilos: Basofilia

La basofilia en general se asocia con los trastornos mediados por IgE, y suele ser acompafada por eo-
sinofilia tal es el caso de en enfermedades respiratorias cronicas, también pueden observarse en el caso de

mastocitomas diseminadas y en los raros casos de leucemia basofilica.
Disminucion del numero de basoéfilo: Basopenia

La disminucion no puede determinarse, ya que es excepcional hallar un unico basofilo durante la observa-

cion de un frotis coloreado.

4-Linfocitos

Los linfocitos T y B no pueden diferenciarse entre si por la observacion microscépica de un extendido san-
guineo coloreado. La mayoria de los linfocitos residen dentro de los 6rganos linfoides (linfonddulos, timo, bazo y
meédula ésea). Los linfocitos circulantes en sangre periférica representan una pequefa proporcion de la poblacién
total y la mayoria provienen de los linfonédulos. En lineas generales, podemos decir que cerca del 50 a 75% de
los linfocitos circulantes son del tipo T, entre el 20 y 30% linfocitos B y un 5 a 10% de los linfocitos circulantes
corresponde a las células natural killer (NK) que se presentan como linfocitos granulosos grandes en la mayoria de
las especies.

Los linfocitos llegan a la sangre a través del conducto toracico, circulan durante un breve periodo y migran
a través de las células endoteliales hacia los sinusoides medulares de los linfonédulos, desde los cuales pue-
den repetir el ciclo migratorio. En condiciones de salud la cantidad de linfocitos que entra y sale de la sangre es
constante, por lo que su recuento en sangre se mantiene en un rango particular para cada especie, situacion
que se ve alterada en condiciones fisiologicas especificas y en estados de enfermedad.

Los linfocitos en lineas generales sobreviven mucho més tiempo que los granulocitos, pudiendo llegar hasta
afos como en el caso de los linfocitos T.

Los Linfocitos B son primariamente responsables de la inmunidad humoral, sin embargo, para llevar a cabo
esta respuesta requieren de la participacion de los linfocitos T y macroéfagos. La interaccion entre los linfocitos T, B
y antigeno redunda en la proliferacion clonal de ambos tipos celulares. Cuando estas células antigeno especificas
reconocen al mismo antigeno experimentan una respuesta hiperproliferativa secundaria. Luego de esta activa-
cion, los linfocitos B son transformados en inmunocitos y células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas.

Los linfocitos T, son responsables de la inmunidad celular, y poseen la capacidad de migrar al sitio donde
se encuentra el antigeno reconocido. También tienen funciones en la regulacién de las respuestas inmunes,
citotoxicidad, hipersensibilidad retardada y reacciones de injerto versus huésped.

Son células pequefias, fuertemente tefidas, con un pequefio ribete de citoplasma de color azul palido,
alrededor de un nucleo bien basdfilo, grande, con cromatina en grumos gruesos. No se evidencia nucléolo. A
veces el nucleo puede estar levemente deprimido (Foto 45).

El diametro promedio de estas células es de 7 a 9 um. En los bovinos pueden observarse células mas

voluminosas con citoplasma mas abundante que en los observados en otras especies.
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No contienen granulos especificos en su citoplasma. Son células esféricas o discretamente ovoides, el
nucleo por lo usual redondo, la cromatina se presenta en grumos groseros; su citoplasma es muy delgado for-
mando un anillo alrededor del nucleo.

Ante la estimulacion antigénica los linfocitos son estimulados a proliferar provocando algunos cambios
que morfolégicamente se manifiestan como aumento de tamafo, patron de cromatina nuclear menos densa e
incremento de la basofilia citoplasmatica. Si bien la mayoria de estas células permanecen en los tejidos algunas
ingresan a la circulacion (foto 46). A estas células se los denominan como inmunocitos, linfocitos reactivos o
transformados.

La presencia de linfoblastos en sangre, caracterizadas por su gran tamafio, basofilia citoplasmatica y nu-
cléolos evidentes esta asociada a casos de neoplasia linfoide.

Aumento del nimero de linfocitos: linfocitosis

Las cantidades de linfocitos varian con la edad, siendo mas altas en animales adultos que en los jévenes.

Puede observarse linfocitosis en:

* Liberacién de epinefrina (en especial en felinos) lo que provoca un incremento transitorio del flujo linfatico
asociado con las mayores contracciones musculares que arrastra a los linfocitos marginales a la circulacién (esta
respuesta es observable en animales sanos).

* Respuesta a la estimulacion antigénica en procesos inflamatorios crénicos o tras administracion de vacu-
nas. En estos casos aparecen frecuentemente linfocitos reactivos.

* Leucemia linfocitica y linfoma: generalmente aparecen muchos linfoblastos neoplasicos y suele ir acom-
pafiada de anemia no regenerativa.

Disminucion del numero de linfocitos: linfopenia

Puede observarse linfopenia en:
* Aumento en los niveles de glucocorticoides enddgenos y exdégenos que alteran el recuento linfocitario por
potenciar la apoptosis de los linfocitos sensibles y también por el secuestro de éstos en médula ésea, linfoné-

dulos y bazo, lo que se manifiesta con linfopenia asociada a neutrofilia. Esto puede observarse en animales con
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Foto 45. a)Linfocito en la mitad superior con citoplasma azul claro Foto 46. Linfocito reactivo con nucleo de cromatina densa y cito-
y b) Neutrdfilo segmentado en la mitad inferior (objetivo 100x). plasma bien basdfilo y zona perinuclear pobremente definida.

=
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infecciones bacterianas o virales sistémicas graves, enfermos, hospitalizados como consecuencia de estrés o
en el sindrome de Cushing.

* La pérdida de linfa ya sea por ruptura del conducto toracico o por inflamaciones severas de los tejidos
linfoides gastrointestinales redunda en linfopenia.

* Uso de drogas inmunosupresoras e irradiacion, que provocan destruccion de los linfocitos.

5-Monocitos

Los monocitos son células del sistema reticulo endotelial producidas en la médula ésea, que se transforman
en macrofagos aproximadamente 20 h después de migrar desde la sangre a los tejidos. Constituyen la 22 linea
de defensa del organismo frente a los microorganismos, fagocitando a aquellos que resistieron la acciéon de
los neutrdfilos, asi como a otras particulas de mayor tamafo como células necroéticas o infectadas. Moderan la
respuesta inflamatoria, por medio de la liberacion de mediadores inflamatorios: prostaglandinas, sustancias qui-
miotacticas, complemento etc. Son las denominadas células presentadoras de antigeno: presentan los antigenos
a los linfocitos T. Intervienen en el metabolismo del hierro: preservan para su posterior utilizacién, o incorporan a
la transferrina (para los normoblastos en desarrollo de la médula 6sea) el que se libera tras la fagocitosis de los
eritrocitos viejos. Los monocitos son células que miden entre 12 y 17 ym de didmetro, presentan un nucleo de
aspecto oval o ligeramente escotado y grande en relacién a la célula (foto 47 a y b). Pueden encontrarse uno o

mas nucléolos. El citoplasma es de color azul grisaceo y pueden encontrarse en él granulos azurdfilos.

¥ ¥ i s

Foto 47a. Monocito con nucleo irregular, cromatina laxa y citoplas- Foto 47b. Monocito célula grande con nucleo arrifionado de croma-
ma basdfilo y vacuolado. tina laxa y con citoplasma azul claro-grisaceo puede o no presen-
tar vacuolas.

Aumento del niumero de monocitos: monocitosis

La monocitosis puede presentarse en procesos inflamatorios agudos y cronicos como respuesta a infeccion
bacteriana y micética, también en reacciones granulomatosas o piogranulomatosas, en respuesta a neoplasias y
en presencia de niveles elevados de glucocorticoides. La monocitosis es generalmente acompafada por neutrofilia.

Otra causa no tan comun de monocitosis es la leucemia monocitica o mielomonocitica.
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Disminucién del numero de monocitos: monocitopenia

En condiciones de salud pueden observarse un nimero reducido o ningin monocito en sangre, lo que no

tiene importancia clinica por lo que el término monocitopenia no suele ser utilizado.

Férmula leucocitaria relativa y absoluta

Una vez realizado el recuento diferencial de 100 leucocitos en el frotis tefido, se procede a la obtencion de
la formula leucocitaria relativa y absoluta.

La férmula leucocitaria relativa corresponde a la expresion en porcentaje de cada uno de los glébulos blan-
cos que se han contado en el frotis.

Como ejemplo vamos a mencionar que, si se contaron 2 neutrdéfilos en banda, 72 neutréfilos segmentados, 3

eosindfilos, 1 basdfilo, 17 linfocitos y 5 monocitos, la formula leucocitaria relativa quedara de la siguiente manera:

Neutdfilos en banda .......... 2%
Neutofilos segmentados..... 72 %
Eosinofilos ..., 3%
Basofilos ........cevevevvevevnnnnnn. 1%
Linfocitos.......coovueiiivieeeennn. 17 %
Monocitos........cccveeeeenennnn. 5%
Total..oooeeeeee 100 %

Con respecto a la formula leucocitaria absoluta, esta se obtiene relacionando la férmula relativa con el
numero total de glébulos blancos por pl o mm3 obtenido en el recuento realizado en la camara de Neubauer.

Siguiendo con el ejemplo anterior, si el recuento total nos dio un resultado de 11.500 glébulos blancos por
ul, para obtener la férmula leucocitaria absoluta se debe proceder de la siguiente manera:

Numero de neutrdfilos obtenidos en la férmula leucocitaria relativa: 72

Numero de globulos blancos por ul: 11.500

Férmula:

En 100 glébulos blancos: 72 neutrdfilos

En 11.500 glébulos blancos: X neutréfilos (8.280 neutrofilos)

Repitiendo este procedimiento para cada uno de los glébulos blancos, obtenemos en nuestro ejemplo: Si
realizamos la suma de cada valor de la férmula leucocitaria absoluta, nos debe dar como resultado el valor total

de glébulos blancos por ul o mm3 obtenido en el recuento realizado en la cdmara de Neubauer.
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CAPITULO 4
Técnicas hematolégicas complementarias

1. Recuento absoluto de eosinéfilos (RAE)

Se lo solicita en casos de sospechar eosinopenia, debido a que si el recuento relativo en el frotis sangui-
neo nos dio 0%, no podemos indicar la eosinopenia. Especificamente se presenta en enfermedades como el
hiperadrenocorticismo o Sindrome de Cushing.Reactivo:

Eosina acuosa al 2 % 10 ml
Acetona 10 ml
Agua destilada c.s.p. 100 ml

Se la debe mantener refrigerada a 4 °C y tiene una estabilidad de 10 dias.

1.1 Procedimiento

1) Se diluye la sangre en una proporcion 1/20 con el reactivo. En un tubo se coloca 0,38 ml del reactivo
mas 20 pl de sangre con anticoagulante EDTA.

2) Se carga la camara de Neubauer.

3) El recuento se debe realizar inmediatamente después de llenada la cadmara. Los eosindfilos se
reconocen sobre un fondo claro, como esferas brillantes de un color rojo intenso, cuyo nucleo esta

mas 0 menos cubierto por los granulos visibles en el interior del citoplasma.

Los eosindfilos se tifien muy bien, los demas leucocitos son apenas visibles y los hematies no se aprecian
salvo alguna excepcién.La férmula que se aplica es la misma que para el conteo de glébulos blancos, por lo

tanto: N° contado X 50 = nUmero absoluto de eosindfilos.

1.2. Interpretacion

La eosinopenia puede deberse a un estrés agudo debido a la liberacion de adrenalina (epinefrina) por
miedo y/o excitacion. Causan una leve eosinofilia seguida de una eosinopenia moderada. El estrés cronico por
dolor o enfermedad provoca liberacion de glucocorticoides enddgenos, lo que causa eosinopenia en adicion a
la neutrofilia, linfopenia y, en el canino, monocitosis. En el hiperadrenocorticismo o Sindrome de Cushing la
eosi- nopenia se presenta como consecuencia de la produccién y la liberacion excesiva de cortisol por una
neoplasia adrenal, aunque también puede ser el resultado de una estimulacion adrenal (en el 90 % de los casos
caninos). En los casos de Sindrome de Cushing en perro y gato, no se encuentran ningun eosindfilo. La
administracion de glucocorticoides o ACTH, para el control de la inflamacién o el prurito, produce el mismo

efecto esteroidal descripto arriba.
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2. Eritrosedimentacion

El propdsito de esta prueba es medir la velocidad con la que sedimentan los glébulos rojos de una columna
de sangre durante un tiempo determinado. En caninos y felinos este tiempo es de una hora. La velocidad de
eritrosedimentacion (VSE), es completamente inespecifica. Puede utilizarse tanto como prueba de orientacion
para descubrir la presencia de una enfermedad, o como un indice del progreso de la misma. Sin embargo, el
hallazgo de una VSE normal, no excluye la posibilidad de que exista enfermedad.

Material necesario:

- Pipetas de Westergreen: Son pipetas de vidrio estandarizadas, que tienen una graduacién de 0 a 200
mm.

- Gradillas de Westergreen

Se realiza el llenado de la pipeta con sangre anticoagulada hasta el enrase cero, la cual se coloca en forma
vertical en una gradilla de Westergreen y se deja reposar el tiempo requerido para la especie. Al terminar dicho

periodo se mide la altura del plasma claro de la parte superior de la pipeta y nos dara un resultado en mm (Foto 48).

=

Foto 48. Posicion de la pipeta de Westergreen en la gradilla para la
lectura de la velocidad de eritrosedimentacion.

Hay dos factores que determinan la velocidad de sedimentacion:

1. factores celulares como por €j. la carga i6nica de los glébulos rojos, su tamafio y numero.

2. factores plasmaticos como por ej. la viscosidad de la sangre y el contenido proteico del plasma. La eri-
trosedimentacién generalmente se encuentra aumentada en todos los procesos infecciosos agudos y crénicos
y en la mayoria de las enfermedades neoplasicas y degenerativas ya que estan relacionadas con alteraciones
de las proteinas del plasma, especialmente con el aumento de fibrindbgeno plasmatico, que incrementa la
formacion de aglomerados de glébulos rojos haciéndolos mas pesados que individualmente, lo que provoca
que sedimenten mas rapido. Por lo que podriamos concluir que se debe tener en cuenta cuando esta alterada
y no cuando es normal ya que no excluye la posibilidad de que exista una enfermedad por ser una prueba

inespecifica como se ha mencionado anteriormente.
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3. Recuento de reticulocitos

Los reticulocitos son eritrocitos jovenes o inmaduros, que se hallan en la sangre circulante, también
denominados hematies granulosos o eritroblastos, que han perdido su nucleo, pero que conservan grandes
cantidades de ARN ribosomal citoplasmatico. Los metarrubricitos (estadio previo) a nivel medular extruyen su
nucleo y se transforman en reticulocitos. Estos contindan desarrollandose en la médula 6sea durante 72 h antes
de entrar en la circulacién general, una vez que entran en 24 h se transforman en células adultas (eritrocitos).

La sustancia granulosa que presentan en su interior (residuos de protoporfirinas que no se utilizaron
en la sintesis del grupo Hem), es posible evidenciarla con técnicas especiales de tinciéon, como por ejemplo la
coloracion supravital con azul brillante de cresil o azul de metileno nuevo.

Esta coloracién supravital provoca la precipitacion del ARN, se une a la protoporfirina y forma la sustancia
granulosa evidenciable, es decir, un complejo constituido por proteina-ARN-colorante.

Segun la cantidad de ARN presente, varia el grado de precipitacion y por ende la cantidad de sustancia
granular, esto permite clasificar a los reticulocitos en:

« Agregata o Reticulo incompleto: la red es mas abierta o disgranada.
< Punctata o Puntiformes: con poca sustancia granular y muy disgregada.

Las formas menos maduras de los reticulocitos tienen grandes cantidades de ribosomas intracelulares
y ARN. Son los denominados reticulocitos agregata. Tras un periodo de maduracién de aproximadamente 12 h,
las formas agregata se transforma en punctata (los restos de ARN aparecen como puntos).

En el perro existe un numero aproximado de mas del 1 % de reticulocitos de tipo agregata. En el gato

en cambio existen del tipo agregata y punctata (Foto 49).

3.1. Procedimiento para el calculo de reticulocitos

a) Coloracion:
Se realiza una tincion supravital (=coloracién vital) de una extension de sangre con colorantes tales como
el azul brillante cresil o el azul de metileno nuevo.
b) Reactivo
Azul de metileno nuevo o
Azul brillante cresil 0,59
Oxalato de potasio 169
Agua destilada c.s.p. 100 ml
NOTA: Filtrar el reactivo antes de usarlo.
c) Procedimiento
1) Colocar cantidades iguales de sangre y de colorante en un tubo de hemdlisis y mezclar.
2) Incubar durante mas de 15 min a 37 °C
3) Mezclar nuevamente y hacer un extendido delgado. Dejar secar al aire.
4) Colocar metanol 5 min.

5) Cubrir con Giemsa (2 gotas por cada ml de buffer) 30 min.
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6) Se realiza el recuento con objetivo de inmersién (x100).

d) Recuento
Contar 100 reticulocitos y anotar cuantos campos microscopicos se utilizaron para llegar a esa cantidad
(por ejemplo 20 campos 100 reticulocitos). Luego contar el total de glébulos rojos en el 10% de esos

campos que fueron necesarios para contar los 100 reticulocitos y establecer la siguiente relacion:

20 campos............... 100 reticulocitos
2 campos........c.ee.... Ej. 300 GR

20 campos.............. habra 3000 GR
Entonces:

cada 3000 GR......... 100 reticulocitos
cada 100................. X reticulocitos

El resultado se expresa en % = 3 % (Tabla 6).

Fuentes de error
= Cuerpos de Heinz, siderocitos y particulas de tincion precipitada, con reticulocitos que causan confusion.
= Conteo de areas del frotis donde los eritrocitos no estén distribuidos uniformemente.
» En el caso de pacientes anémicos, empleo de una cantidad insuficiente de sangre en relacién a la
cantidad de eritrocitos presentes en la muestra, por lo que se aconseja duplicar la relacion de la cantidad
de sangre con respecto al colorante supravital ( azul brillante de cresil).

« La esplenectomia da como resultado la presencia de otras inclusiones en glébulos rojos que se pueden

confundir con reticulocitos.

L

Foto 49. Reticulocitos eritrocitos con restos de ARN en su interior en forma de agregados reticulares o
puntiformes de color azul. Frotis sanguineo felino tefiido con Azul Brillante de Cresil (100x).

3.2. Interpretacion

La presencia de estos elementos es un indice de una elevada regeneracion de globulos rojos, con au-
mento de la eritropoyesis, lo que nos puede indicar el grado de regeneracioén de un proceso anémico.

Es frecuente encontrarlos elevados en los casos de hemorragias crénicas y se encuentran disminuidos
en los casos de depresién de la medula ésea.

En los gatos, la maduracion de los reticulocitos es mas lenta, por lo que su numero no refleja en forma
exacta una liberacion medular reciente.

La cuantificacién de los reticulocitos es el modo mas sencillo y constante para evaluar la eritropoyesis
medular y por lo regular obvia la necesidad de la aspiracion y biopsia medular.

El lapso de vida en sangre es menos a 24 h antes de que maduren en eritrocitos, de modo que su can-
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tidad en sangre periférica refleja la liberacion medular reciente de células eritroides. Un hemograma de rutina
deberia incluir los datos de los reticulocitos cuando el hematocrito esté por menor a 25% en caninos y 30 en
felinos.

En las anemias las células maduras estan reducidas en forma variable en cantidad, lo cual exagera el
porcentaje de reticulocitos.

Porcentaje de reticulocitos
Tabla 6 Grado de regeneraciéon en anemias

Porcentaje de reticulocitos
Anemia Perro Gato
Normal 1 0-0,4
Leve 1-4 0,5-2
Moderado 5-20 3-4
Marcado 21-50 >5
Perman y Schall (1983).

3.2.1. indice reticulocitario

También se denomina indice de produccion reticulocitaria. El indice reticulocitario (IR) es suge- rido como
una alternativa del indicador de produccion de reticulocitos; y es un parametro regular para evaluar la
produccion medular de hematies, porque es ajustado para el grado de la anemia. Pasos para calcular el IR Por
centaje de reticulocitos corregido (PRC) % reticulocitos x Hto del paciente

PRC =

Hto normal de la especie. Por ejemplo un canino que tiene un Hto de 15 % y un % de reticu-
locitos de 7% 7% x15 %
PRC=—=23%
45 %

La liberacion de reticulocitos medulares es mas rapida que lo normal en perros anémicos. Lo que indica
que estos reticulocitos viven mas de 24 horas. Por lo tanto este hecho exagera el porcentaje de reticulocitos,
de modo que PRC se vuelve a ajustar dividiéndolo por el tiempo de maduracién esperado en dias (Tabla 7), el

cual varia con la intensidad de la anemia

PRC
R Tabla 7 Lapso de vida de reticulocitos segin hematocrito en caninos.
i . . . ) Hto % Vida media de los reticulocitos (dias)
Vida media reticulocitos (dias) # 25 1
# Lapso de vida de los reticulocitos en dias segun el Hematocrito: 35 1,5
Por lo expuesto: 2,3 % 25 2
15 2,5
IR= =0,92
2,5 dias

Através del indice reticulocitario (IR) podemos clasificar a las anemias en regenerativas y arregenerativas.
Siendo este >2 0 <2 respectivamente. Por lo tanto el IR de nuestro ejemplo denota una regeneracion inadecuada

a pesar de tener un porcentaje de reticulocitos inicial del 7 %.
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La hemostasia es un proceso complejo en el que estan involucrados los vasos, las plaquetas y los

factores de la coagulacion. La misma cumple dos funciones principales:
1) mantener la sangre en un estado liquido, que permita la circulacién en los vasos sanguineos;

2) suprimir la salida de sangre desde el espacio intravascular a través de un vaso lesionado; este

ultimo proceso debe ser rapido, localizado y cuidadosamente regulado.

Por lo tanto el objetivo de la hemostasia es mantener un equilibrio entre la coagulacion y la fibrindlisis

para preservar la estructura y la funcién de los vasos vy la fluidez de la sangre, para lo cual se requiere:

Numero normal y funciéon conservada de las plaquetas. Factores y cofactores del sistema de la
coagulacion en concentracion adecuada a efectos de mantener el volumen sanguineo y permitir un ambiente
propicio para la curacion de heridas y la restauracién de la integridad vascular y, ademas, el sistema

fibrinolitico debe estar intacto para localizar la coagulacion al area de dafio vascular.

Los trastornos de la hemostasia son la consecuencia de un desequilibrio de estos tres elementos,

resultando en hipercoagulacion y trastornos tromboembdlicos o bien en hipocoagulaciéon y hemorragia.

Para su estudio la dividimos en hemostasia primaria o fase vascular y plaquetaria, hemostasia

secundaria o fase plasmética de la coagulacion y hemostasia terciaria o fase de fibrindlisis.
Hemostasia primaria

Fase vascular: frente a una lesién vascular se produce una vasoconstriccion transitoria para reducir el

flujo de sangre en el vaso dafiado.

Fase plaquetaria: implica la adhesion plaquetaria a la matriz subendotelial del vaso dafado y los
procesos de activacién y agregacion plaquetaria con la formacién de un tapon hemostatico primario. La

adherencia de las plaquetas esta mediada por el factor de von Willebrand (VW).

Una consecuencia importante de la activacion plaquetaria es la exposicion de la fosfatidilserina (FS) en
la membrana externa de la plaqueta. La misma proporciona una superficie procoagulante sobre la cual se
ensamblan los factores de la coagulacién implicados en la hemostasia secundaria. La exposicion de FS

establece un vinculo esencial entre la hemostasia primaria y secundaria.
Hemostasia secundaria

El sistema de coagulacion es un conjunto de reacciones interrelacionadas muy regulado que implica la
conversion de proenzimas en enzimas activas. Cada paso amplifica al siguiente, culminando con la generacion

de trombina que convierte el fibrindgeno en fibrina.
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Tradicionalmente el sistema de coagulaciéon se ha considerado como un sistema de cascada con vias
extrinseca, intrinseca y comun, lo que es util para entender las alteraciones y para las pruebas de laboratorio
in vitro, pero la coagulacion no se produce de este modo in vivo.

Las etapas primarias y secundarias de la coagulacidon se encuentran unidas y se producen
simultdneamente, por lo que estos procesos se explican actualmente a través del modelo celular de la

coagulacion que posee tres etapas (iniciacion, amplificacion, propagacion).
Hemostasia terciaria

El producto final de la hemostasia es un coagulo sdlido, formado por plaquetas agragadas , inmerso en
una red de fibrina. El sistema fibrinolitico evita la formacion excesiva de coagulos mediante la ruptura de
bandas de fibrina. La fibrindlisis es la disolucion del coagulo de fibrina formado, que permite restaurar el flujo

de sangre normal
1. Plaquetas sanguineas

Las plaquetas o trombocitos, son discos planos (2-4 um) con pequefios granulos rojizos en su interior. Son
producidas a partir de los megacariocitos de la médula ésea, y liberadas directamente a la sangre circulante
donde su vida media es de 10 dias. Su produccién esta regulada por la hormona trombopoyetina. La reserva
esplénica de plaquetas constituida por el 20-30 % de la masa plaquetar circulante, puede afectar el nimero de
esta células, asi una contraccion esplénica incrementa el nUmero circulante, mientras que una congestion esplé-
nica disminuye su nimero. Ante una lesién vascular, la hemostasia primaria (fase vascular/plaguetar) comienza
con una vasoconstricciéon desencadenada por el dafo vascular, las plaquetas sanguineas toman contacto con el
colageno subendotelial y comienza la agregacion hasta formar el tapon hemostatico suficiente para controlar el
sangrado de los vasos pequenos. La adherencia de las plaquetas al vaso esta mediada por el factor von Wille-
brand (VW) proteina formada por las células endoteliales y megacariocitos, que se encuentra en el plasma y en
los granulos plaquetares. A nivel plasmatico, el factor vW se asocia al factor VIII de la coagulacién, protegiéndolo
en su vida media circulante. Las plaquetas una vez adheridas, exponen sus receptores de superficie al fibrindgeno
soluble desencadenandose la agregacion plaquetaria, las plaquetas agregadas cambian de forma y promueven
la liberacion de sustancias que incrementan la agregacion y provocan una vasoconstriccion local intensa (se
libera adenosin difosfato ADP, que activa la fosfolipasa plaquetar iniciandose la sintesis del tromboxano). Sobre
las plaquetas agregadas, se liberan factores de la coagulacion asociados con las membranas plaquetares, entre
ellos el fibrindgeno, el factor V y VIl y fosfolipidos plaquetar que aceleran el sistema intrinseco y comun de la
coagulacion. Finalmente, se constituye una masa plaquetaria o trombo plaquetario, que conforma el definitivo

tapon hemostatico.
Las hemorragias de poco volumen como petequias, equimosis sugieren un defecto trombocitico porque

la falta del tapdn plaquetario posibilita la fuga de la sangre fuera del vaso; pero antes que la hemorragia se
extienda, los factores coagulantes normales en contacto con el colageno de alrededor del vaso conforman el
coagulo de fibrina para detener el sangrado. La epistaxis a menudo se asocia con trombopatias, tal vez debido
a la escasez de tejido entre los vasos y la cavidad nasal. En contraste, los defectos de la coagulacion se ca-
racterizan por grandes hemorragias como hematomas y hemartrosis. En las coagulopatias se forma un tapén

plaquetario, pero como no es estabilizado, por las bandas de fibrina, se fragmenta posibilitando el sangrado.
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El defecto o la deficiencia variable de uno o mas factores coagulantes retarda la formacion del coagulo, el cual
deberia formarse con rapidez después del contacto con el colageno en el tejido intersticial. Durante este lapso,
una gran cantidad de hemorragia puede suceder antes de que el coagulo fibrinoso o la presion de los tejidos

adyacentes detenga el sangrado.

2. El perfil hemostatico comprende

- Recuento y morfologia plaquetaria.

- Tiempo de sangria (ademas factor vW, anticuerpos antiplaquetares, prueba de retraccion del coagulo,

adherencia y agregacion plaquetaria) para la funcién trombocitica.

- Tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT) para las rutas intrinsecas y comun.

- Tiempo de protrombina (TP), para las rutas extrinsecas y comun.

- Cuantificacion de los Productos de la Degradacién de la Fibrina (PDF) para la evaluacion del nivel de
formacién /degradacion del coagulo.

Los problemas de los trombocitos son la causa mas prevalente del sangrado y se los debe evaluar en
primer término.

2.1. Recuento de plaquetas

Es de utilidad para clasificar la intensidad de una trombocitopenia y para vigilar el curso de una afeccién o
la respuesta a un tratamiento. Existen dos formas:

- Forma Indirecta:

Podemos hacer una estimacién del nimero de plaquetas a través de un frotis sanguineo tefiido con May
Grunwald- Giemsa, que es mas rapida pero menos precisa (Fotos 50 y 51). La lectura en el frotis se realiza en
forma de guarda griega igual que para identificar el recuento porcentual de los diferentes leucocitos, contabili-
zando el numero de plaquetas promedio en 10 campos microscopicos con el objetivo de inmersion. Los perros y
gatos normales tienen de 8 a 29 plaquetas pero pueden presentarse mas grandes estando esto relacionado
con su mayor capacidad funcional. Esto fue empleado para explicar el por qué algunos perros con recuentos

por debajo de 100.000/mm? no sangran.
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Foto 50. Plaquetas son discos planos (2-4 pm) con pequefios Foto 51. Macroplaquetas (plaquetas de mayor tamafio que
granulos rojizos en su interior, ubicadas entre los eritrocitos. Frotis el normal).*

sanguineo felino tefiido con May Griinwald — Giemsa (100x).
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- Forma directa (foto 52):

La sangre se diluye con una sustancia que hemoliza los glébulos rojos y se cuentan en la camara de Ne-
ubauer modificada.

Reactivo:

Liquido diluyente:

Oxalato de amonio en agua destilada al 1%.

Guardar en heladera y filtrar justo antes de usarlo.

Procedimiento

1) Usar sangre con EDTA. Que evita la aglutinacion plaquetaria.

2) Diluir la sangre 1/20. Pipetear 0,38 ml de diluyente en un tubo de hemdlisis y agregarle 20 pl de sangre.

3) Dejar reposar esta dilucion durante 10 minutos. Es para favorecer la lisis de los eritrocitos

4) Cargar la camara de Neubauer.

5) Colocar la cdmara, en una capsula de Petri que tenga en su interior un algodén mojado (cdmara humeda),
durante 20 minutos para que las plaquetas sedimenten.

6) El conteo se realiza de la misma manera que para los glébulos rojos. En el reticulo central sobre 5 cua-
drados, los cuatro de los extremos y el central. La formula es la siguiente:

N x 20 x 10 x 400

80

N: n° de plaquetas contadas

=N x 10%pl

20: dilucién de la muestra
10: profundidad de la camara para llevar al mm?
400: cuadraditos totales del reticulos central de la camara

80: total de cuadraditos contados (5 cuadrados x 16 cuadraditos).

Los valores normales se expresan en la Tabla 8.

Tabla 8 Valores de referencia de plaquetas

Valores de referencia de plaquetas

Caninos 200-500 x10%/ul

Felinos 300-800 x10%/pl

IWnE

Foto 52 iales para el recuento de plaquetas.
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2.2. Tiempo de sangria

Es un método in vivo que nos permite medir la capacidad funcional de las plaquetas para taponar una herida
pequefia. Evalla la funcionabilidad plaquetaria que esta relacionada intimamente con el factor plasmatico de v\W.
No es necesario realizarla si previamente hemos detectado una trombocitopenia, ya que el tiempo de sangria nos
dara prolongado. Para realizar la medicion, se realiza una pequefa incisidon con lanceta de Franklin que posee
estandarizado la profundidad y longitud de la misma (generalmente en el pabellén auricular o la mucosa bucal)
permitiendo que la sangre salga libremente sin ejercer presién. Cada 30 segundos, se seca la sangre extrava-
sada sin tocar la piel, mientras se toma el tiempo hasta que cese espontaneamente la hemorragia. El tiempo
normal va desde 1 a 4 minutos en caninos y en felinos hasta 2 minutos. El tiempo de sangria importa cuando

esta aumentado en exceso, indicandonos una alteracién funcional de las plaquetas relacionada con el factor vW.
2.3. Deteccion del factor von Willebrand

Esta prueba se usa para diferenciar la hemofilia A (deficiencia del factor VIII con una concentracion del
antigeno vW normal ) de la enfermedad de von Willebrand (deficiencia del factor VIII con concentracion del

antigeno vW disminuido).
2.4. Antigenos plaquetares

Solo se realiza en laboratorios especializados. Un resultado positivo indica trombocitopenia inmunomediada

primaria o secundaria.
2.5. Prueba de retraccion del coagulo

Es una prueba que nos permite evaluar la funcion plaquetar de manera subjetiva. Una vez formado el
coagulo, las plaquetas se contraen, eliminando el suero fuera del mismo. La sangre se recoge en un tubo de
vidrio y se permite que se coagule. El tubo se mantiene a 37 °C y se inspecciona cada 2-4 h, en las cuales el
coagulo se debe haber contraido el 50 % de su volumen original. Cuando no se produce se puede sospechar

bien una disminucion en el numero o una pérdida de la funcién.

Interpretacion:

La trombocitopenia representa la causa mas frecuente de hemorragia espontanea en el perro. Recuen-
tos plaquetares inferiores a 25x10%mm?® son frecuentes en animales con trombocitopenias inmunomediadas,
mientras que recuentos entre 50-75x10® mm? son mas frecuentes en animales con hiperesplenismo, toxicidad
por rodenticidas etc.

En los frotis se observan generalmente en grupos, tienen la forma de un disco plano biconvexo, de apro-
ximadamente 3 ym de diametro, de color azulado, entre los eritrocitos; pero pueden presentarse mas grandes,
esto se relaciona con su mayor capacidad funcional. El concepto de la relacion entre el nimero de plaquetas,
tamano y funcionakudad de las mismas, se ha utilizado para explicar el por qué algunos perros con recuentos por
debajo de 100x10%mm? no sangran. Las anormalidades de la hemostasia primaria raramente son causadas por
alteraciones vasculares. La trombocito- penia es la causa mas frecuente. Los mecanismos que la producen
pueden deberse a:

a) Disminucién en la produccion

Las alteraciones incluyen la anemia aplasica, la hipoplasia de megacariocitos, de origen inmunolégico

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 65



ATLAS DE HEMATOLOGIA VETERINARIA — M. S. ARAUZ, C. F. SCODELLARO Y M. E. PINTOS (COORDINADORES)

o inducido (estrégenos, fenilbutazona) o infecciones por retrovirus.
b) Aumento en la utilizacién, secuestro o destruccion

Coagulopatia de consumo ej: Coagulacion Intravascular Diseminada (CID) en el que el aumento de
la concentracion plasmatica de productos de degradacion del fibrindgeno provoca una competicién con el
fibrinbgeno por los receptores de membrana plaquetar, alterando la agregacion plaquetaria, trombocitopenia
inmunomediada o inducida, infecciones virales o bacterianas, sindrome urémico, aspirina o fenilbutazona que
inhiben la formacion de tromboxanos, congestidn/torsion esplénica, hemorragias agudas o endotoxemias (por
secuestro de plaquetas en los vasos).

La trombocitosis es el aumento de plaquetas circulantes y puede predisponer a una enfermedad tromboem-
bdlica. Puede darse en forma transitoria tras una hemorragia aguda o en forma persistente en la anemia por
deficiencia de hierro. La contraccion esplénica por miedo, ejercicio o dolor provoca un aumento de plaquetas
circulantes al igual que en una esplenectomia debido a la reserva que posee este 6rgano de plaquetas (20-30 %).
En la trombocitemia esencial (sindrome mieloproliferativo) caracterizado por episodios recurrentes de sangrado
espontaneo, debido a la disfuncion plaquetar y o episodios tromboembodlicos, puede aparecer trombocitosis.

Disfuncion de plaquetas

Pueden ser congénitos o adquiridos. Los congénitos son poco frecuentes a excepcién de la enfermedad
de Von Willebrand. Los adquiridos son mas frecuentes y suelen ser secundarios a uremias, gammapatias

monoclonales, farmacos, etc.

2.6. Tiempo de coagulacién (TC)

El tiempo de coagulacion es una prueba que nos aproxima a conocer si el paciente presenta dentro de
limites normales, a los componentes plasmaticos que actuan en la coagulacion sanguinea. Es una prueba poco
sensible, ya que un tiempo normal puede aparecer aun con un recuento de plaquetas bajo, o con protrombina
menor a la normal. Si es importante cuando el tiempo de coagulacion es excesivamente superior al normal, lo
que nos indica con seguridad una alteracién en los componentes o en los mecanismos normales de la coagula-
cion. Para realizar esta prueba se extrae sangre que se distribuye en tres tubos. Se agita el primero hasta que
coagule (nos damos cuenta porque podemos invertir el tubo sin derramar); luego se agita el segundo también
hasta que coagule; y finalmente se espera que se produzca el coagulo en el tercer tubo (sin agitar). El tiempo
se debe tomar desde el momento de la extraccion hasta la formacién del coagulo en el tercer tubo. La finalidad
de utilizar tres tubos es simplemente para que con los dos primeros nos vayamos aproximando al tiempo (al
agitar, por contacto con el vidrio, la sangre coagula mas rapido en los dos primeros). Si esperasemos el tiempo
promedio con un solo tubo y probasemos si coagulo, si el tiempo es mayor al normal, estariamos favoreciendo la
via extrinseca de la coagulacion, obteniendo un resultado alterado, en cambio, al utilizar los dos primeros tubos,
con ellos ya nos vamos dando cuenta si el tiempo de coagulacién esta alterado, sin mover innecesariamente
el tercer tubo. El rango normal es menor a 6 minutos, pero como dijimos anteriormente, es poco sensible y no

importa tanto si esta dentro de ese tiempo, sino cuando se encuentra aumentado.
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2.7. Tiempo de coagulacion activado (TCA)

Es una modificacion de la prueba anterior, es mas sensible pero al igual que la anterior sélo aparece au-
mentada cuando la deficiencia del factor de la coagulacion es < al 50 % o en las trombocitopenias graves por
deficiencia del factor plaquetario 3 (FP3). La sangre se recoge en tubos preparados comercialmente que contienen

el activador quimico de la via intrinseca. El TCA es de 60-100 segundos en el perro y < a 60 segundos en el gato.
2.8.Pruebas de coagulacion con plasma citratado

Toma de muestra: Se utilizan jeringas de plastico y tubos comerciales con citrato trisédico al 3,8 % (1
parte de citrato + 9 partes de sangre fresca). Se homogeiniza la muestra y debe ser centrifugada durante 5-10
minutos a 3000 r.p.m. y separado el plasma dentro de los 30 minutos de realizada la extraccion. En caso de no
procesarse inmediatamente la muestra debe refrigerarse no mas alla de las 4 h, de modo contrario debe
congelarse a -20 °C. El congelado debe ser rapido al igual que el descongelado a 37 °C. No puede
descongelarse y conge- larse nuevamente.

a. Tiempo de protrombina (TP)

Esta técnica evalla la via extrinseca y comun (factores VII, X, V, Il y I).Para esto, al plasma citratado se le
adiciona tromboplastina y cloruro de calcio, realizando esta prueba a 37 °C y se espera la formacion del coagu-
lo. La tromboplastina en el plasma recalcificado, activa solamente el mecanismo extrinseco de la coagulacion,
siendo este el unico método que nos lo mide. El tiempo es variable de acuerdo a la tromboplastina utilizada (se
obtiene a partir de extractos de tejidos) por lo que es necesario conocer previamente el valor normal de esta. Es
una prueba muy sensible para comprobar la deficiencia del factor VIl puesto que éste tiene una vida media muy
corta. El tiempo normal en caninos y felinos es de hasta 10 segundos.

b. Tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT o KPTT)

Esta prueba evalua las vias intrinseca y comun (factores XllI, XI, IX, VIII, X, V, I, y I). Es mucho mas sensible
que el TC y el TCA ya que puede aparecer aumentado cuando algun factor de la coagulacion en forma individual
se reduce a menos del 50 % su actividad. El valor normal en caninos y felinos esta entre 15-25 segundos, pero
en general se puede decir que el tiempo esta prolongado si es superior en un 20-25 % al del control.

2.9. Determinacién de los Productos de Degradacion del Fibrinégeno (PDFs)

Se determinan por aglutinacion de particulas de latex cubiertas por anticuerpos a fragmentos de fibrinégeno
humano. La reactividad cruzada entre especies hace a la prueba util en los animales. El aumento de los PDFs
se produce fundamentalmente en la CID.

2.10. Otras pruebas
Tiempo de Trombina (TT):

Mide la velocidad de conversion del fibrindgeno en fibrina y por tanto evalua la via comun. Esta prolongado
en los casos de hipofibrinogenemia y también por la presencia de sustancias que inhiben la accion de la trombina
sobre el fibrindgeno (heparina o los productos de degradacién del fibrindgeno que compiten con el fibrinbgeno

del paciente para unirse a la trombina).

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS UNLP 67



ATLAS DE HEMATOLOGIA VETERINARIA — M. S. ARAUZ, C. F. SCODELLARO Y M. E. PINTOS (COORDINADORES)

Pruebas para factores especificos
Se realizan en laboratorios especializados sobre todo
Factor VIII (Hemofilia Ay Enfermedad de von Willebrand) y Factor IX ( Hemofilia B).
Antitrombina Il
Proteina C

Ensayos de factores fibrinoliticos

Interpretacion

Los animales con alteraciones de la hemostasia secundaria no presentan petequias o equimosis, la gravedad

del sangrado esta directamente relacionada con la deficiencia del factor o factores de la coagulacién involucrados.
Alteraciones Cuantitativas congénitas de la coagulacion

Deficiencia de precalicreina

Alteracion autosomica recesiva, muy rara de diagnosticar en los animales domeésticos. Los animales no
presentan tendencia al sangrado el KPTT esta prolongado y el TP y TT son normales.
Deficiencia del factor XII

Es una alteracion autosémica recesiva en el gato y autosomica dominante en el perro. No se asocia a dia-
tesis hemorragica. EI KPTT esta prolongado y el TP y TT son normales.
Deficiencia del factor XI.

Esta deficiencia es rara solo se ha diagnosticado en caninos Springer Spaniel y Kerry Blue Terrier. Estos
animales no suelen presentar sangrado espontaneo pero si lo hacen ante un trauma o cirugia. El KPTT esta
prolongado y el TP y TT son normales.

Deficiencia del factor IX (Hemdfilia B).

Enfermedad ligada al sexo en forma recesiva y es la segunda coagulopatia mas frecuente en animales
domeésticos. Los animales afectados pueden presentar hemorragias, sobretodo cavitarias (articulaciones, térax
abdomen). EI KPTT esta prolongado y el TP y TT son normales.

Deficienica del factor VIII (Hemofilia A).

Enfermedad ligada al sexo en forma recesiva y es la coagulopatia mas frecuente en animales domésticos.
El factor VIl esta unido en la circulacion con el factor vW, siendo esta unién vital para la estabilizacion y actividad
del factor VIII. EI KPTT esté prolongado y el TP y TT son normales.

Deficiencia del factor VII

Enfermedad autosémica recesiva, no es frecuente pero se ha diagnosticado en caninos raza Beagle, Boxer,
Schnauzers miniatura, Bulldog y otros. La deficiencia no esta asociada a signos clinicos y el diagndstico es oca-
sional. EI KPTT y el TP estan prolongados y el TT es normal.

Deficiencia del factor X

Enfermedad autosémica dominante. Se ha descripto en Cocker americano y en el Jack Rusell. Pueden
aparecer hemorragias anormales asociadas a cirugia o trauma. El KPTT y TP estan prolongados y el TT es
normal.

Deficiencia del factor Il (protrombina).

Esta deficiencia es extremadamente rara.El KPTT y TP estan prolongados y el TT es normal.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 68



ATLAS DE HEMATOLOGIA VETERINARIA — M. S. ARAUZ, C. F. SCODELLARO Y M. E. PINTOS (COORDINADORES)

Deficiencia de Fibrindgeno
La afibrinogenemia congénita no se ha descripto en pequefios animales. La hipofibrinogenemia se asocia

a diatesis hemorragica grave. EL KPTT, TP, TT estan prolongados.

Alteraciones cuantitativas adquiridas de los factores de la coagulacion

En enfermedades hepaticas crénicas hay una disminucion en la produccion de factores de la coagulacion
que este 6rgano produce. Son secundarias a otras alteraciones y pueden estar causadas por:

a) Enfermedad hepatica.

b) Inhibidores: En enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico o en la hemofilia Ao B
ante transfusiones reiteradas.

c) Coagulopatia intravascular diseminada (CID): una gran variedad de situaciones como las septicemias,
neoplasias, quemaduras, shock, etc. pueden provocar una sobreactivacion de los mecanismos de la coagulacion,
fibrinolitico y antitrombético.

d) Enfermedad renal: en esta situacion se pierde antitrombina Il que es un potente inhibidor de las proteinas

de la coagulacion, en particular de los factores Il 'y X.

Alteraciones cualitativas adquiridas de los factores de la coagulacién

Antagonismo/Deficiencia de la vit. K

La deficiencia de vitamina K se produce normalmente por ingestion de antagonistas de la misma (warfarinas,
difacinona o sus derivados, brodifacoum y bromadiolona) aunque también puede ocurrir en animales con mala
absorcidn/mala digestion de grasas, puesto que la vit. K es liposoluble (enfermedad hepatica, colestasis obstructiva,
enfermedad intestinal infiltrativa). Los factores de la coagulacion que son vitamina K dependientes (IX, X, VIl y el
II) son sintetizados en el higado y sufren posteriormente una modificacion en la carboxilacién de ciertas partes de
su molécula. Esta modificacién es dependiente de la vit. K, de forma que en ausencia de una cantidad suficiente
de vitamina, los factores de la coagulacién son secretados sin una carboxilacion suficiente y tienen una funcion
inadecuada. La exposicion primaria se produce por la ingesta de rodenticidas. En los felinos la exposicion puede
ser primaria por ingesta de roedores envenenados. En caninos pueden presentarse hematomas o sangrado en
cavidades, en felinos lo mas frecuente es la hemorragia pulmonar. Los animales con deficiencia de vit. K presentan
prolongado el KPTT como el TP, pero la mejor prueba de laboratorio para confirmar la sospecha de la ingesta de
rodenticidas, cuando el animal no tiene signos clinicos de coagulopatias, es la determinacion del TP, debido a que
el factor VI, dependiente de la vit. K es el de vida media mas corta (4-6 h). El resto de los valores del coagulograma

son normales aunque la nueva generacion de rodenticidas puede causar una trombocitopenia moderada.

Coagulacion Intravascular diseminada (CID)

Este es un sindrome complejo, relativamente frecuente en pequefios animales, denominado también
coagulopatia de consumo, en el que una coagulacion intravascular excesiva conduce a una microtrombosis en
multitud de 6rganos y a una tendencia paraddjica al sangrado, causada por la inactivacion o consumo excesivo

de las plaquetas y factores de la coagulacion.
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CAPITULO 6

Anemias

La anemia es una afeccion frecuente en caninos y felinos, que posee origen primario o secundario a otro
problema de base. Esta afeccidn se caracteriza por el descenso absoluto del nimero de eritrocitos, concentra-
cion de hemoglobina y valor hematocrito por debajo del limite inferior del rango de referencia para la especie.
Es asi que cursa con la reduccién de la capacidad de la sangre para transportar oxigeno a los tejidos en un nivel
aceptable para el desarrollo adecuado de la funcidon metabdlica. La anemia es una manifestacion clinica de un
proceso de enfermedad, por lo tanto el éxito en el tratamiento se basa en la identificacion del proceso morboso
que la origino.

La médula ésea, el bazo, el higado y las linfoglandulas constituyen los 6érganos hematopoyéticos poten-
ciales, que pueden llevar a cabo la eritropoyesis. En el animal adulto, la eritrogénesis se realiza en los espacios
medulares, en especial del esqueleto axial y los extremos de los huesos largos. Pero cuando la demanda de eri-
trocitos aumenta, esta puede realizarse también en otros 6rganos y se la denomina hematopoyesis extramedular.

El animal normal puede producir varios millones de eritrocitos/ Kg/ dia. Una poblacion de células madres
pluripotenciales mantiene la produccién de megacariocitos, granulocitos, monocitos y eritrocitos. Estas células
se caracterizan por la auto renovacion, proliferacion y diferenciacion. Se reconocen al menos dos subgrupos de
células progenitoras que dan origen a hematies maduros, denominandose BFU-E (erythroid burst forming units)
y CFU-E (erythroid colony forming units).

El lapso de vida de los hematies caninos varia de 110 a 120 dias. El tiempo medio de sobrevida de los
eritrocitos del perro con el uso del Cr®' es de 21 a 30 dias. Los eritrocitos felinos poseen tiempos de superviven-
cia considerablemente mas cortos en comparacion con las demas especies domésticas. Este fendmeno podria
relacionarse con lesiones oxidativas considerando la sensibilidad de la hemoglobina del gato. El lapso de vida
medido incorporando trazadores es de 76 +/- 0,9 dias usando diisopropil fluorofosfato-32 (DPF*2)y de 10,7; 6
y 13,7 usando Cr*'. Del 0,9 al 1,3% de los globulos rojos son eliminados en forma diaria de la circulacién de
perros y gatos adultos normales. Muchos son removidos por el sistema fagocitico mononuclear y una pequena
parte puede lisarse en la circulacion.

Los eritrocitos cumplen tres funciones: transporte de oxigeno hacia los tejidos, transporte de didxido
de carbono hacia los pulmones y amortiguacion de los protones. En los animales normales la presencia de
hemoglobina intraeritrocitaria incrementa la capacidad transportadora de oxigeno de la sangre en mas de 50
veces en comparacion con en el plasma sin hematies. El contenido de oxigeno de la sangre depende del con-
tenido de hemoglobina, presion parcial de oxigeno y afinidad de la hemoglobima por el oxigeno .

La anemia es una de las anormalidades de laboratorio mas importantes y frecuentes, encontradas en me-
dicina veterinaria; constituyendo un estado clinico de importancia que se aborda I6gicamente como un proceso
secundario.

La aproximacion diagndstica se realiza a través de los hallazgos del examen fisico y estudios hematoldgicos
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y/o bioquimicos arribandose al diagnéstico definitivo mediante la investigacion de la causa original. A través de
la determinacion del indice reticulocitario se puede identificar el tipo de anemia (regenerativo o arregenerativa),
obteniéndose valiosos datos sobre la etiopatogenia de la misma. En otras ocasiones se necesita realizar estudios

mas complejos como por ej. extendidos medulares para poder llegar a un diagnostico.

Fisiopatologia de la anemia

Las alteraciones observadas en los cuadros de anemia, se relacionan con la oxigenacion disminuida de
los tejidos. Cuando ocurre hipoxia, la presién de oxigeno en el sistema microcirculatorio es insuficiente para el
desarrollo del metabolismo en células alejadas de los capilares. La hipoxia tisular activa una serie de mecanis-
mos compensadores fisioldgicos Utiles para mantener los niveles de oxigeno en los tejidos. Cada tetramero de
hemoglobina es capaz de fijar cuatro moléculas de oxigeno cuando es oxigenado a pleno. La fijacién inicial de
una molécula de oxigeno a un monémero de hemoglobina desoxigenada facilita el ligamiento adicional del gas.
Al cambiar la afinidad de la hemoglobina con la oxigenacién se genera una curva de disociacién sigmoidea,
cuando se grafica el porcentaje de saturacidon de la hemoglobina con el oxigeno contra la presién parcial de
oxigeno (PO,). Uno de los ajustes fisiolégicos mas rapidos frente a la anemia (hipoxia tisular) es la desviacion
de la curva de disociacion de la oxihemoglobina hacia la derecha. Esta desviacion reduce la afinidad de la he-
moglobina por el oxigeno, de modo que se libera hacia los tejidos una mayor proporcion del oxigeno transportado
por la hemoglobina.

Dos mecanismos intervienen en la desviacion de la curva de disociacion de la oxihemoglobina:

1) Primero cuando sobreviene hipoxia tisular, las células hipdxicas producen mayor cantidad de acido lactico
mediante glucdlisis anaerobia y como consecuencia disminuye el pH macroambiental. Como la oxihemoglobina es
un acido mas fuerte que la hemoglobina, esta acidez favorece la desoxigenacion. Esto se conoce como efecto Bohr.

2) En el segundo mecanismo y el mas importante, los niveles de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) aumentan
en los eritrocitos. El 2,3 DPG producido se fija a la hemoglobina reducida y la estabiliza en su estado de poca
afinidad por el oxigeno. Cuando la hemoglobina se mantiene en esta configuracion, el oxigeno se libera con mayor
facilidad hacia los tejidos. Otra respuesta compensadora rapida es la desviacion del aporte sanguineo, desde
los tejidos con poca demanda de oxigeno (ej piel), hacia los de gran demanda como por ejemplo el encéfalo.
Esto se logra mediante vasoconstriccion selectiva.

Por otra parte se produce también, el aumento del volumen minuto cardiaco, aumentando asi la oxigena-
cion de los tejidos ya que se incrementa el aporte sanguineo a los mismos. La respuesta compensadora mas
apropiada es el aumento en la produccion de eritrocitos por parte de la médula 6sea. La hipoxia tisular induce
la liberacion de eritropoyetina, que en la médula 6sea ejerce su efecto estimulante sobre la célula primordial de
los eritrocitos. Si bien este mecanismo es la respuesta fisioldgica mas apropiada frente a la anemia es también
la mas lenta, y la cantidad de eritrocitos tardara en aumentar entre 4 y 6 dias. El signo clinico de anemia, mas
facilmente observado en la clinica diaria es la palidez, que se debe primariamente a la disminucién de la masa
eritrocitica circulante, pero también contribuye a este fenédmeno, la disminucién del aporte sanguineo a los tejidos

superficiales producida por la vasoconstriccion periférica.
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Las anemias de instalacién rapida (agudas) plantean un riesgo inmediato alto para el paciente y se asocian
con signos clinicos mas severos. En la anemia aguda los signos clinicos se relacionan con una hipoxia tisular
subita y /o reduccion repentina en la masa eritrocitica. Los signos mas comunmente observados comprenden
colapso, hiperventilacion, shock hipovolémico y evidencias de cese agudo de la funcién renal.

En la anemia de instalacion gradual, los signos clinicos aumentan de intensidad lentamente. Es por esto
que el propietario convive con los cambios paulatinos de su animal y el hematocrito puede bajar hasta el 10 %
antes que el duefio empiece a sospechar un problema de enfermedad. Muchas veces el signo de presentacién
es letargo y taquicardia. En ocasiones el animal aparenta ser normal hasta que se lo exige o sufre un estrés,

entonces aparece taquipnea y dificultad respiratoria.

Diagndstico y diferenciacion de las causas de anemia

Una aproximacion sistematica a la anemia debe incluir anamnesis detallada, examen fisico completo, he-
mograma, recuento de reticulocitos, determinacién de proteinas plasmaticas y examen del frotis sanguineo. El
primer paso es determinar si la anemia es regenerativa o arregenerativa.

La médula responde a la anemia aumentando la produccion de eritrocitos. La regeneracion se denota
por la presencia de policromasia, reticulocitosis, macrocitosis e hipocromia. La regeneracion sugiere una causa
extramedular de anemia, bien sea por pérdida de sangre (hemorragia) o bien destruccion de eritrocitos (he-
molisis). Para detectar la regeneracion, no es necesario realizar un estudio de la médula ésea, pero si se hace,
observaremos una hiperplasia eritropoyética. La metodologia mas util actualmente en la clasificacion de la
anemia es determinar si existe o no evidencia de respuesta medular en la sangre, esto comprende determinar
si existe incremento en la cantidad absoluta de reticulocitos. El aumento de policromasia se presenta en este
tipo de anemias porque muchos reticulocitos se tifien de rojo azulado con los colorantes sanguineos de rutina.
Por el contrario los gatos con anemias leves pueden no liberar reticulocitos agregados desde la médula. Como
éstos no contienen cantidades suficientes de ribosomas para impartir una coloracioén azulada al citoplasma, las
anemias regenerativas leves felinas pueden carecer de policromasia en los extendidos sanguineos coloreados.

El aumento de la anisocitosis se debe a la presencia de grandes cantidades de eritrocitos inmaduros, aunque
también puede ser marcada en anemias arregenerativas.

Los cuerpos de Howell-Jolly a menudo se presentan en anemias regenerativas, son remanentes nucleares
que aparecen tanto en eritropoyesis acelerada o tras una esplecnectomia .

La presencia de reticulocitosis compensatoria indica que la anemia se origina ya sea por hemorragia o por
un incremento en la destruccién de los eritrocitos. Varios factores deben ser recordados cuando se interpreta la
magnitud de la respuesta reticulocitaria. Los animales con un hematocrito reducido deberian tener porcentajes
de reticulocitos mas elevados. El primer motivo es porque cuando la anemia es mas marcada, provoca un mayor
estimulo para incrementar la produccién de eritrocitos y, el segundo, los animales con anemias mas intensas
tienen recuentos inferiores de eritrocitos.

Dado que los recuentos de reticulocitos son medidos como un porcentaje de los eritrocitos totales, el por-

centaje reticulocitario (PR) sera mas elevado en un animal anémico que en otro normal, incluso, si es similar
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la cantidad absoluta de reticulocitos circulantes. En consecuencia, se recomend6 determinar el recuento de
reticulocitos absolutos o que el valor de PR sea corregido por el hematocrito en relaciéon con el valor de refe-
rencia promedio para la especie obteniéndose el porcentaje de reticulocitos corregido (PRC). Por ultimo en la
anemia pronunciada, los reticulocitos pueden ser liberados desde la médula con menor desarrollo que lo normal,
estos reticulocitos de “estrés” voluminosos en apariencia se mantienen en la circulacién mas tiempo que otros
reticulocitos antes que la maduracion se complete. Por lo tanto el PRC es ajustado nuevamente dividiéndolo
por el lapso de vida probable en dias en circulacién denominandose indice reticulocitario (IR). Asi se expresa
en el canino para diferenciar las anemias regenerativas (IR> 2) de las anemias arregenerativas (IR < 2). En
el caso de los felinos es muy dificil determinar el lapso de vida de los reticulocitos es por ello que en esta

especie se expresa como PRC.

Clasificacion

1) La clasificacion de mayor aplicacion fisiopatoldgica es aquella que divide a las anemias de acuerdo al
funcionamiento de la medula 6sea a través del recuento de reticulocitos; como ya se menciond, entonces se
las clasifica en:

- Anemia Regenerativa.

Es aquella en que la medula 6sea responde debidamente con una mayor produccion de eritrocitos. Este
tipo de anemia son las anemias por pérdida de sangre (hemorragias) o por destruccién de eritrocitos
(hemoliticas). Se produce un aumento de la eritropoyesis con un incremento en el nimero de células jovenes
(reticulocitos). Estos aparecen en la circulacién a los 2- 4 dias de producirse la pérdida de sangre o hemodlisis,
con un pico de produccion entre los 4 a 7 dias.

« Anemia No Regenerativa o Arregenerativa

Las anemias arregenerativas se caracterizan por una disminucion o deficiencia en la produccion de gldbulos

rojos por la médula dsea por lo tanto el numero de reticulocitos circulantes es menor.

2) El estudio de los indices hematimétricos nos permite también caracterizar a las anemias.

El volumen celular medio (VCM) es el valor hematocrito x 10 / nimero de eritrocitos se expresa en micras
cubicas y nos informa sobre el tamafio del eritrocito.

Asi cuando el VCM esté elevado hablamos de macrocitosis (anemia macrocitica) lo cual nos indica la
presencia de eritrocitos jévenes en circulacion. Esto puede ir acompafiado de policromasia y reticulocitosis
cuando se trata de una regeneracion medular adecuada. La excepcion en el gato es la anemia asociada al virus
de la leucemia felina (ViLeF) donde el VCM esta elevado y la anemia no es regenerativa. La disminucion del
VCM nos estaria indicando microcitosis (anemia microcitica) y la mayoria de las veces es por deficiencia de
hierro.

La concentracion corpuscular media de (HCM) es el valor de la hemoglobina x 100/ hematocrito. Es el in-
dice eritrocitario mas seguro, porque se calcula a partir de los dos valores mas fiables del hemograma realizado

en forma manual.
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Los descensos de la concentraccion corpuscular media de hemoglobina CHCM son sindnimos de hipocromia
y estan frecuentemente asociados a una deficiencia de hierro por pérdida cronica de sangre.

Si bien tanto el VCM como la CHCM son indices empleados en la clasificacion morfolégica de las anemias
se debe tener en cuenta que debe existir una gran cantidad de eritrocitos macrociticos, microciticos o hipocro-
micos en circulacion para que estos indices se modifiquen, por lo que éstos, no son suficientemente sensibles
para detectar cambios moderados o iniciales en el desarrollo de una anemia.

El hematocrito (VCA) es el parametro hematolégico mas facil de utilizar para detectar una anemia.
Siempre se debe interpretar su valor teniendo en cuenta el estado de hidratacién del animal y la presencia de
contraccion esplénica. Es por ello que conviene medir las proteinas plasmaticas con un refractémetro, cuando
solo se realiza un hemograma, sin determinaciones bioquimicas.

En caninos: un VCA de 30-36 % indica anemia leve, un VCA de 18-29 % indica anemia moderada y un
VCA < 18 % indica anemia intensa.

3) Otro criterio, es de acuerdo al Ancho de distribucién eritrocitaria (RDW).

En las ultimas décadas, la utilizacién de contadores hematolégicos permite obtener graficas de
distribucién de los elementos celulares contados, conocidos como histogramas de distribucion, de acuerdo al
numero y tamafo de las distintas células (globulos rojos, blancos y plaquetas). En estas gréficas se
representan la distribucién de cada tipo celular en funciéon de su tamafio. Esta curva de distribucién de la
poblacién celular es la base para la construccion del ancho de distribucion eritrocitaria también denominado
RDW por red cell distribution width o indice de anisocitosis. EI RDW es un parametro exclusivo del hemograma
electrénico y representa el coeficiente de variacion, expresado en porcentaje del tamafio de los eritrocitos y
con menor frecuencia como desvio estandar (Buttarello, 2016). EI RDW se calcula a partir de la distribucién de

volumenes de glébulos rojos medidos por contadores celulares utilizando la siguiente férmula:

RDW= Desviacién estandar del volumen de glébulos rojos / VCM x100

Con poblaciones de gldbulos rojos pequenos y grandes el histograma es mas ancho por lo que el valor
RDW es mas alto. Al contrario, con un tamano de glébulos rojos homogéneos, el histograma es mas estrecho,
por lo que el RDW es mas bajo. El intervalo de referencia para RDW en caninos sanos se encuentra en 15,6 %
(Neiger y col., 2002).

En medicina humana, el RDW es necesario para la clasificacion morfolégica de las anemias de acuerdo
con la clasificacién de Bessman. Esta clasificacion se basa tanto en el VCM como en el RDW y contempla dos
poblaciones de eritrocitos, la homogénea (con RDW normal) y la heterogénea (con RDW incrementado). En la
primera se incluye anemia hipoproliferativa, aplasia medular y heterocigosidad de talasemia; mientras que la
ultima incluye anemias nutricionales (deficiencia de hierro, cobalamina y acido félico) y anemia sideroblastica.
En caninos, existen escasos estudios de estos parametros en lo que respecta a su potencial para diferenciar
entre anemias regenerativas y no regenerativas como también su mayor sensibilidad diagndstica en casos de

anemia en comparacion con el VCM.

La magnitud de la anemia por lo usual se correlaciona con su patogenia. Cuando se evalua el VCM, el plasma
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debe examinarse por la evidencia de ictericia 0 hemolisis. En cuanto a la clasificacion de anemias regenerativas o
arregenerativas hay discrepancias en la bibliografia por la consideracién del porcentaje del indice reticulocitario
en caninos y el porcentaje reticulocitario en felinos, eso podria deberse a partir de cuando se realizo el conteo
de reticulocitos, si fue en una anemia leve, moderada, o intensa. Cuanto mas grave es la anemia el indice o

porcentaje de reticulocitos va a ser mayor (1 0 2 %) para considerar la diferenciacion entre ambas (Tabla 9).

Tabla 9 de Clasificacion de anemias

Anemia

Regenerativa | No regenerativa

indice reticulocitario (PRC) >2 <2

Algoritmo de Anemias Regenerativas

Anemias
Regenerativas
Reticulocitosis .
Eritrocitos
VCM microciticos
Por lo usual aumentado
pero puede ser normal al
comienzo
Anemia crénica
1 con deficiencia
de hierro

Proteina sérica

Sugiere hemorragia

externa.

(coagulopatia, trombocitopenias,
Normal o aumentada parisitos)

Destruccién eritrocitaria

Hemorragia 7

en cavidad

corporal

Acantocitos Cuerpos de Microorganismos
(hemangio mas, Esferocitos Heinz (Babesias, Mycoplasmas)

enfermedad (toxicidad por
hepitica, CID) sustancias quimicas,

toxicidad vegeta)
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Anemias hemorragicas

La pérdida de sangre se puede producir en forma aguda debido a traumas; cirugias; deficiencias en la coa-
gulacion ya sea por deficiencia de vitamina K, intoxicacién con raticidas, coagulacion intravascular diseminada o
deficiencias hereditarias de factores coagulantes; o bien en forma crénica debido a parasitos; hemorragias gas-
trointestinales o cavitarias; neoplasias gastricas incluyendo carcinomas, leiomiosarcomas, carcinomas de células
de transicién de la vejiga urinaria y hemangiosarcoma con sangrado dentro de cavidades corporales y tejidos.

En la pérdida aguda de sangre solo se puede valorar el grado de anemia transcurridas 12-24 horas (es
cuando hay pase de liquido extravascular a la circulacién), ya que al principio se pierden igual cantidad de
elementos formes y plasma, también se debe considerar la que contraccién esplénica libera en forma compen-
satoria, importantes cantidades de eritrocitos a la circulaciéon incrementando de forma temporal el hematocrito.

Transcurridas 48-72 horas aparecen signos de regeneracion eritrocitaria en el frotis sanguineo tefido con
May-Grundwal-Giemsa como policromasia, macrocitosis e hipocromia. Si el frotis es tefiido con coloracion su-
pravital ( Azul brillante de cresil) se observa un aumento del IR (caninos) o PRC ( felinos). Estos signos alcanzan

el maximo al cabo de una semana de haberse producido la hemorragia.

En hemorragias externas la volemia total esta reducida, pero el hematocrito y la concentracién de protei-
nas en plasma son normales inmediatamente después de una hemorragia aguda sustancial, porque existe una
pérdida balanceada de eritrocitos y plasma. Después de varias horas el hematocrito y las proteinas plasmaticas
disminuyen porque el organismo moviliza el liquido desde los espacios extravasculares hacia la circulacion
intentando estabilizar la volemia. Si no hay hemorragia adicional la concentracion plasmatica de proteinas se
normalizara dentro de los 5 a 7 dias. En consecuencia la concentracion plasmatica de proteinas reducida con
anemia sugiere la existencia de un hemorragia reciente o activa.

En las hemorragias cronicas, el valor hematocrito puede alcanzar un valor bajo antes de que el animal
presente sintomas clinicos, puesto que el organismo tiene tiempo de adaptarse a la situacion. Aparece también
una respuesta medular regenerativa aunque menos intensa que en las pérdidas agudas. Debido a la cronicidad,

las reservas de hierro pueden acabarse y generar una anemia por carencia de hierro.

Anemias hemoliticas

Pueden estar producidas por microorganismos (Mycoplasma haemofelis, M. canis, Cytauxzoon felis,
Babesia canis y B. gibsoni), por dafio oxidativo (cuerpos de Heinz), dafios inmunomediados o hemodlisis
microangiopatica .

Todas las formas de hemolisis causan una disminucién de la vida media eritrocitaria y la anemia se desarrolla
cuando la destruccion eritrocitaria supera a la demanda. Normalmente, la regeneracion eritrocitaria (reticulocito-
sis) es mas pronunciada en la hemdlisis respecto a la hemorragia (la hemdlisis proporciona mas hierro para le
produccion de eritrocitos que la pérdida de sangre total) .

Las anemias hemoliticas pueden ser intra o extravasculares. Si bien la mayoria de las anemias son el
resultado de una combinacién de ambas, siempre hay uno que predomina siendo interesante conocer el lugar

donde se produce la destruccion celular, puesto que esto orienta hacia la causa de la hemdlisis.
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En la hemdlisis intravascular, los eritrocitos son destruidos dentro de la circulacion, liberando hemoglobina
al plasma donde es eliminado bien por el higado o bien es excretada por los rifiones. Hay signos de regenera-
cion que se observan al cabo de 2 a 3 dias, hemoglobinemia, por la coloracion rojiza del plasma y un aumento
de la concentracién media de la hemoglobina corpuscular, hemoglobinuria al cabo de 12 a 24 horas, cuando
la cantidad de hemoglobina libre supera la haptoglobina disponible y se excede la capacidad de reabsorcion
tubular renal; hiperbilirrubinemia, si se excede la capacidad del higado de eliminar la hemoglobina del plasma
y excretarla por bilis.

Los disturbios donde a veces ocurre una hemdlisis intravascular significativa incluyen anemias inmunome-
diadas en las que se involucran IgM, babesiosis, dafio oxidativo y alteraciones microangiopaticas. En la mayo-
ria estas condiciones, no obstante, la destruccion de los glébulos rojos toma lugar primariamente mediante el

incremento de la fagocitosis.

Dano oxidativo

En este caso la hemdlisis se produce por una desnaturalizacion de la molécula de hemoglobina, que se
produce por un fallo oxidativo en los eritrocitos, debido al desequilibrio entre el estrés oxidativo y los mecanismos
antioxidativos (los eritrocitos se protegen de la exposicion de los oxidantes diarios a través del glutation reducido
y de la metahemoglobina reductasa, que mantiene el hierro en un estado reducido, evitando la acumulacién de
la metahemoglobina).

Esto produce la precipitacion de la hemoglobina en forma de acimulos denominados cuerpos de Heinz. El
gato tiene la caracteristica de tener un porcentaje relativamente alto en condiciones de normalidad (> 5%), esto
obedece a que su molécula de hemoglobina tiene de 8 a 10 grupos sulfhidricos, en lugar de 4 como en el resto
de las especies.

Las causas de formacién de cuerpos de Heinz pueden ser farmacoldgicas, alimentarias (azul de metileno,
vitamina K en altas dosis), cebolla, Zinc, benzocaina, lidocaina, propilenglicol o bien estar asociada a otras

enfer- medades como ocurre en el gato (hipofosfatemia, cetoacidosis, hipertiroidismo, linfoma).

Alteraciones microangiopaticas

Se producen como consecuencia de una coagulacién intravascular diseminada, neoplasias vasculares,
vasculitis o filarias. Los eritrocitos son escindidos debido a los bordes de fibrina depositada en los pequefios

vasos. En las extensiones de sangre y ante la sospecha de ésta hay que buscar la presencia de fragmentocitos.

Anemia hemolitica inmunomediada

Se produce por la fijacion de anticuerpos y/o complemento a los antigenos de la membrana eritrocitaria.
La eliminacién de una parte de la membrana del eritrocito causa la formacién de esferocitos, lo que disminuye
la vida media circulante de éstas células. Se genera aglutinacion que puede ser macro o microscopica por la

union de la Ig fijadas a la superficie eritrocitaria.
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Se presenta con mas frecuencia en perros adultos y se caracteriza clinicamente por la presencia de una

anemia de aparicion aguda, debilidad, hemoglobinuria e ictericia.

Estas se pueden producir por:

» Medicamentos (cefalosporinas, trimetoprimas/sulfas)

< Anticuerpos producidos ante infecciones, que reaccionan de forma cruzada con ciertos antigenos eritro-
citarios normales.

< Anticuerpos dirigidos frente a los antigenos propios, incluyendo la de los eritrocitos tras una estimulacion
inmune no especifica.

< Anticuerpos frente a transfusiones incompatibles.En las anemias hemoliticas extravasculares, los eritro-
citos dafiados son secuestrados a nivel de las células del sistema mononuclear fagocitario (SMF) del higado y
bazo, donde, en ocasiones éstas células eliminan parcialmente la membrana del eritrocito (fragmentos) y otras
veces causan la destruccion total celular o acortan su vida media .

No se evidencia hemoglobinemia ni hemoglobinuria, hiperbilirrubinemia solo aparece cuando la magnitud
de la hemdlisis es suficiente como para exceder la capacidad del higado de captar, conjugar y excretar la he-
moglobina por el higado. Puede aparecer esplenomegalia por la mayor actividad de los macréfagos y también

por una hematopoyesis extramedular

Se asocia con:
< Problemas inmunomediados bien por Ac o por C3 .
< Agentes infecciosos (Haemoplasmas)

» Defectos intrinsecos de los eritrocitos.

Mycoplasmas hemotréficos:

Son microorganismos que aparecen en forma de cocos, bacilos o formas de “donut’ en la superficie del
eritrocito. En ocasiones en que la sangre ha sido almacenada, refrigerada o expuesta mucho tiempo al
anticoagulante puede causar el desprendimiento de éste microorganismo al realizar el frotis sanguineo, lo cual
puede interpretarse como ausencia del mismo, pero hay que tomar en consideracion que la infeccion ocurre
intermitentemente y que frecuentemente esta ausente en gatos con anemia aguda . Mycoplasma haemofelis
puede ser causante de anemia hemolitica primaria o bien ser un agente oportunista que existe en gatos sanos y
produce la enfermedad cuando el gato se estresa por otras enfermedades.

En infecciones experimentales la anemia se desarrolla en el transcurso de varias semanas. La infeccion
ocurre en episodios ciclicos durante los cuales los eritrocitos infectados incrementan gradualmente por dias para
luego desaparecer rapidamente en el transcurso de varias horas. La repentina ausencia de la infeccion detecta-
ble es atribuida a la rapida eliminacién de los eritrocitos por los macréfagos en el bazo, higado y médula, lo cual
contribuye a la anemia progresiva. Durante los periodos de infeccion minima o ausente, el hematocrito puede
incrementar transitoriamente, presumiblemente debido a la liberacion esplénica de los eritrocitos secuestrados

después de la remocién de los organismos por los macrofagos.
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Es también interesante la posible interrelacion de la Mycoplasma haemofelis y el virus de leucemia felina.
En el canino Mycoplasma canis tan solo causa problemas cuando el animal esta esplenectomizado y en perros
que estan recibiendo tratamientos con drogas inmunosupresoras. En estas circunstancias los perros son
susceptibles a una infeccion latente preexistente o a una infeccion transmitida por una infecciéon sanguinea. El
Mycoplasma canis no es patdégena para perros que no estén esplenectomizados aun cuando han sido
inoculados experimentalmente. La infeccién es persistente durante la fase aguda y usualmente es detectable en
los frotis periféricos. En ellos se observan varios microorganismos dentro de cada eritrocito que pueden ser
cocos o bacilos basofilicos (0,5 um de diametro), que forman cadenas que se pueden ramificarse y formar
acumulos sobre la superficie del eritrocito.

Babesiosis canina

La Babesia canis y la Babesia gibsoni causan anemia hemolitica y trombocitopenia en perros y canidos
salvajes. La anemia se puede producir tanto por mecanismos extravasculares e intravasculares. La B.canis es
grande con piroplasmas (3 x 5 ym) que aparece como una inclusion oval a piriforme, en pares o cuadruples.
En las tinciones de Romanowsky el piroplasma se observa con citoplasma levemente basofilico y un nucleo
excéntrico. Los eritrocitos infectados tienden a concentrase cerca del borde en forma de pluma del frotis y en los
eritrocitos que se encuentran justo debajo de la capa flogistica en el hematocrito. La sangre capilar colectada de
la piel de la oreja contiene un porcentaje mayor de eritrocitos infectados que la sangre de muestras de sangre
venosa. B. gibsoni es mucho mas pequefa (1 x 3 um), con piroplasmas de apariencia redonda a piriforme que
ocurren simples o en parejas (rara vez en forma tetramero) en los eritrocitos; usualmente infecta a un porcentaje
mas bajo de eritrocitos que la otra especie, ademas que solo esta presente en Asia, Egipto y EE.UU.

Babesiosis felina

La Babesia cati, B.felis, B.herpailuri, B.pantherae afectan a lo gatos domésticos y félidos salvajes, son
pequefias (1 x 2,5 ym) que aparecen tanto en formas simples como piriformes. La hemoglobinuria y la ictericia
son poco comunes. Es endémica para Sur América, Africa e India.

Cytauxzoon felis

Es un protozoo sanguineo con una etapa extraeritricitica e intraeritrocitica, produce una anemia hemolitica
fatal en el gato doméstico. En los frotis sanguineos se observan uno a dos piroplasmas (1 x 2 ym) en menos del
5% de los eritrocitos. Existen dos formas de anillos, los anillos redondos con nucleo excéntrico y otro de forma
oblonga con nucleo bipolar. Produce una anemia no regenerativa, trombocitopenia, neutropenia con desvio a la
izquierda degenerativo y se observa ictericia en los gatos antes de la muerte.

Se pueden observar macréfagos que contienen esquizontes y merozoitos en frotis sanguineo, en médula,

bazo, higado y nédulos linfaticos.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS UNLP 79



ATLAS DE HEMATOLOGIA VETERINARIA — M. S. ARAUZ, C. F. SCODELLARO Y M. E. PINTOS (COORDINADORES)

Algoritmo de Anemias arregenerativas

Anemias Arregenerativas

|

IR <1
L
Mormocitica
| |
Hipoplasia Mieloptisis
eritroide Anemia
| apldsica
Anemia de laenfermedad
cranica
|
1. Inflamatorios, neopldsicas| | 1. Estrdgenas Desérdenes
2. Deficiencias enddcrinas 2. Infecciones mieloproliferativos
(tircides, adrenal) (ViLeF, Ehrlichia) Desdrdenes
3. Enfermedad renal 3. Drogas linfoproliferativos
4. Intoxicacioncon plomo (fenilbutazona,
si aumentan los Trimetoprima -
eritrocitos nucleados sulfadiazina, agentes
y/o tienen puntillado antineopldsicos) Diognosticar conexamen
bascfilo 4. Radiacicn de médula dsea
5. Aplasia eritrocitaria 5. Inmunomediadas
selectiva
Confirmar con examen
medular, anamnesis,
serologia, niveles de
estrogencs séricos
VCM reducida VCM aumentada

1. Deficiencia de hierro
[anemia leve)
2. Anastomosis

L

Gatos VileF-positives

2. Desordenes

mieloproliferativos

portosistémica
3. Diseritropoyesis (caninos)
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En las anemias no regenerativas existe una respuesta anormal de la médula ésea que no puede mantener
la eritropoyesis. El fallo medular puede ser primario o secundario a causas extramedulares y quedar limitado a
la serie eritroide o bien afectar a otras lineas celulares.

Las anemias arregenerativas pueden producirse por afecciones medulares o extramedulares, como la hi-
poproliferacion eritroide, enfermedad inflamatoria créonica y enfermedad renal crénica. Aunque tradicionalmente
las anemias por deficiencia de hierro se clasificaron como arregenerativas, muchos caninos con hemorragia
cronica que lleva a deficiencia de hierro desarrollan un grado leve (a moderado) de regeneracion.

Con la excepcion de la anemia de la enfermedad crénica (AEC), las anemias arregenerativas no son de
presentacion clinica tan frecuente como las regenerativas en los caninos, mientras que lo contrario ocurre en
los felinos.

Se reconocen cinco formas de anemia arregenerativa en gatos y perros aunque, como se mencionara con
anterioridad, la anemia por deficiencia de hierro (ADH) puede ser leve a moderadamente regenerativa. La mayoria
de las anemias arregenerativas en gatos y perros son de caracter crénico, permitiendo la adaptacion fisiolégica a
la reduccion de la masa eritrocitaria. Estos tipos de anemias pueden detectarse de manera incidental durante la
evaluacion rutinaria de un paciente que es asintomatico para su propietario ya que en muchos casos la anemia
es leve y la sintomatologia escasa.

En general los eritrocitos en los perros y gatos con anemias arregenerativas son normociticos y normocroé-
micos, aunque suelen ser macrociticos y normocrémicos en los gatos con anemias hipoproliferativas inducidas
por Virus de la Leucemia Felina (ViLeF) o Virus de la Inmunodeficiencia Felina (VIF) y microciticos e
hipocromicos en los gatos y perros con ADH.

La evaluacion clinica del perro o gato con anemia arregenerativa difiere de aquella del paciente con las for-
mas regenerativas, porque la ausencia de regeneracion suele reflejar las anormalidades primarias o secundarias
de la médula 6sea (anemias hipoproliferativas, AEC). En consecuencia después que se descartan las causas

extramedulares, esta indicada la aspiracion o biopsia medular.

Anemia de las enfermedades crénicas (AEC)

Constituye la forma mas corriente de anemia arregenerativa en los perros. Durante la inflamacién los ma-
crofagos liberan interleucina 1 que inicia diversos procesos entre los que se encuentra el secuestro de hierro por
parte de los macréfagos, de manera que es menos accesible, disminuye la sideremia y restringe la disponibilidad
de hierro para los rubricitos en desarrollo. En el laboratorio se observa disminucién del hierro sérico, disminucion
total de la capacidad de conjugacién del hierro (TIBC), aumento del hierro en los macréfagos medulares y una
anemia de leve a moderada .

Este tipo de anemia es secundaria a una variedad de condiciones inflamatorias crénicas, degenerativas
0 neoplasicas y debido a su magnitud, no suele cursar con signos clinicos. Los eritrocitos son normociticos y
normocromicos y el hemograma puede reflejar el proceso primario (leucocitosis, neutrofilia, monocitosis, hiper-
proteinemia resultante de una gammapatia policlonal). Sin embargo algunos gatos presentan indices hemati-

métricos microciticos-hipocréomicos.
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En muchos gatos con AIC, los valores del VCA varian de altos a medios, mientras que en los perros lo ha-
cen de medios a bajos, la concentracién sérica de hierro y capacidad ligadora total de éste por lo general estan
disminuidas, al igual que la saturacion de Hb.

La AIC por lo usual se excluye en gatos y perros con VCA menores del 20 %. La diferencia entre AEC y
ADH no es tan marcada como en humanos, por eso para diferenciarlas se evalian los depésitos de hierro

medulares mediante la coloracién con azul de Prusia.

Anemia de la enfermedad renal (AER)

En esta entidad el desarrollo de la anemia es multifactorial como consecuencia de la disminucién en la
produccion de eritropoyetina (por disminuir la masa funcional renal) y una inhibicién de esta hormona circulante,
ocurriendo entonces una eritropoyesis inefectiva asi como un acortamiento en la vida media de los eritrocitos.

Los VCA en los perros y gatos con AER suelen estar en el rango de 20-30 %, aunque son comunes los

valores por debajo del 20 %.

Anemia por deficiencias endécrinas:

Algunas hormonas, probablemente actuan incrementando el numero de colonias eritroides formadas y
modulando la fraccion de células progenitoras eritroides que ingresaran a la diferenciacion terminal. Ciertas afec-
ciones como hipopituitarismo, hipoadrenocorticismo e hipotiroidismo pueden causar anemia arregenerativa leve.

Las hormonas tiroides poseen un efecto directo sobre los precursores eritroides medulares y estimulan la

produccion de eritropoyetina.

Anemias hipoproliferativas

Aplasia-hipoplasia de la médula ésea. Esta alteracion se caracteriza por la aplasia o hipoplasia de todas
las lineas celulares medulares (aplasia-hipoplasia medular o pancitopenia aplasica) o de los precurso- res
eritroides (aplasia-hipoplasia eritrocitaria). El diagndstico se confirma mediante el examen hisopatoldgico de la
médula ésea.

Aplasia eritrocitaria pura (AEP): los perros y gatos presentan un VCA menor al 15 % y por lo tanto son
sin- tomaticos. Se observa macrocitosis en ausencia de reticulocitos, esto es un hallazgo constante en los gatos
con AEP relacionada con VileF o VIF.

El gran volumen eritrocitario en tales casos se atribuye a la displasia eritroide o diseritropoyesis inducida
por el virus. En ocasiones los perros con AEP tienen esferocitos circulantes, sugiriendo una base inmune para
la anemia. La reaccion de Coombs directa también es positiva en algunos de estos casos y la anemia responde
a la terapia inmunosupresora. Los gatos y perros con aplasia-hipoplasia de la médula 6sea son pancitopénicos.

Entre las posibles causas también podemos mencionar, estrégenos ya sea enddgenos (tumor de células

de Sértoli) o exdgenos. Drogas antiinflamatorias no esteroides pueden causar aplasia medular.
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Anemia por deficiencia de Hierro (ADH)

La ADH suele clasificarse como arregenerativa, aun cuando los perros por lo regular exhiben regeneracion
leve a moderada. Esta forma de anemia esta bien caracterizada en los perros con hemorragia crénica. En los
gatos, la ADH sélo esta bien caracterizada en los gatitos lactantes, en los cuales la suplementacidon de hierro
lleva a la rapida resolucion de las anormalidades clinicas y hematoldgicas. La ADH es rara en los gatos adultos.

La hemorragia cronica que lleva a la deplecion de hierro es comun en los perros con sangrado gastroin-
testinal causado por ulceraciones gastricas, neoplasias o endoparasitos (por ej. anquilostomiasis). Las anemias
por hemorragia comienzan como anemias muy regeneativas pero se transforman en arregenerativas cuando se
produce déficit de hierro.

La mayoria de los frotis sanguineos de caninos con ADH presentan eritrocitos microciticos-hipocrémicos
y reticulocitosis leve, con trombocitosis. Cuando se utilizan contadores celulares obtenemos otro dato que es
el ancho de distribucion eritrocitaria (RDW) que en este caso estaria elevado. Las concentraciones séricas de
hierro TIBC (transferrina) estan reducidas. Se presenta también el porcentaje de saturacion reducido en extremo
(por lo usual menor del 10 %), baja concentracion sérica de ferritina y dépositos de hierro disminuidos en la
médula ésea. La médula ésea es hipercelular, con un numero desproporcionado de metarrubricitos y rubricitos,
debido a que el nivel critico de hemoglobina necesario para detener la division celular no se alcanza y aparecen
divisiones extras.

La presencia de eritrocitos fragmentados y formas eritrociticas anormales (poiquilocitosis) son hallazgo

corriente en los frotis de pacientes con este tipo de anemia.
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CAPITULO 7

Estudio de médula 6sea

La evaluacién de la puncién medular se indica ante transtornos hematopoyéticos. Sin embargo, todo de-
pende de una apropiada técnica de extraccién medular y manejo de la misma. Por lo tanto la evaluacion de la
médula ésea siempre debe ir precedida por un analisis de sangre completo. La evaluacion e interpretacion de la
citologia medular en conjuto con el hemograma, permitira llervarnos a emitir un diagnostico y pronéstico.

Se indica ante las siguientes situaciones:

» Anemia arregenerativa.

* Leucopenia y trombocitopenia.

* Policitemia, leucocitosis o trombocitosis inexplicables.

* Neoplasia hematopoyética.

* Hiperproteinemias con gammapatia monoclonal o policlonal (por ejemplo como en los casos de mielomas,

linfomas, leishmaniasis y ehrlichiosis).

* Hipercalcemia inexplicable.

» Como estudio complementario para determinar los diferentes estadios de linfoma y evaluar el

pronéstico y tratamiento.

» Determinacion de depdésitos de hierro sérico, en casos de hipoferremia.

» Determinacion de agentes infecciosos (como la leishmania).

Nota: deberia evitarse la puncién de médula 6sea ante una Coagulacion Intravascular Diseminada (CID)

o falla hepatica severa.

Toma de muestra de médula désea

Se conocen dos técnicas para la obtencién de medula dsea:

* Aspiracion.

* Biopsia.

Las diferencias entre una y otra son el costo, la facilidad de obtencién como ocurre con la aspiracién en
la cual apreciamos la morfologia celular en forma individual, pudiéndose determinar la relacion
mieloide/eritroide y la rapidez en su posterior examen.

En el caso de la biopsia, se aprecia la estructura de la médula 6sea (MO) en conjunto, se la indica
cuando la médula esta hipocelular (sospecha de hipoplasia o aplasia) o mielofibrosis, lleva mas tiempo de
procesamiento y su observacién es hecha por un patélogo.

En este texto solo se hara referencia a la aspiracion de médula.
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Materiales para la extraccion

* Antiséptico.

* Anestésico local.

* Agujas 18G 1” (25/12) (Foto 53).

» Agujas de aspiracion/biopsia medular (tipos Jamshidi,Jamshidi-Illinois 0 Rosenthal) (Foto 54).

« Jeringas descartables de 5-10 ml para la aspiracion.

* Portaobjetos.

Opcionalmente, para evitar la coagulacion de la muestra aspirada se afiade una gota de EDTA a la jeringa
de aspiracion.

Otra forma de prepararla es adicionar 10 ml de solucién fisiolégica a un tubo estéril que contenga 0,25-0,3 ml
de EDTA quedando una solucion al 2,5-3 %. Se toma de esta solucién 0,5 ml en una jeringa (Foto 54).

Las zonas anatémicas indicadas para realizar la toma de muestra son: cresta iliaca y epifisis proximales
del fémur y hiumero para aspiracion, aunque también permiten la biopsia. En el esternén y costillas se realiza la

aspiracion de la médula y la cantidad que se obtiene de muestra es menor.

Técnica

Colocar al animal en decubito lateral cuando se elija puncion esternal, la epifisis proximal del hiumero o del
fémur o en decubito lateral o ventral cuando se va a obtener de la cresta iliaca.

Preparar asépticamente la zona mediante depilacidon y antisepsia de un area de aproximadamente 6 cm
de diametro.

Infiltrar el tejido subcutaneo, musculos adyacentes y periostio del lugar donde se va a insertar la aguja con
anestésico local (lidocaina al 2 % de 0,5 -1 ml). Luego de infiltrar volver a realizar la antisepsia de la zona.

Normalmente no es necesario sedar al animal, excepto en el felino que siempre se hace bajo una ligera

sedacion.

Sitio de puncién

a) en la epifisis proximal de humero:

v

Foto 53. Aguja para puncion de médula en Foto 54. Agujas de puncion medular (Jamshi-
caninos y felinos 18G1”( 25/12) di/lllinois)
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Estabilizar el humero sujetando el codo y flexionando el brazo hasta palpar un area aplanada entre el tu-
bérculo mayor y la cabeza del humero.

Insertar la aguja hasta hacer contacto con el hueso y realizar movimientos de rotacion a derecha e izquierda
dirigiendo la aguja hacia el codo y manteniéndola siempre paralela a la cafia del humero. La aguja se introduce
de 2 a 4 cm segun la talla del animal. Para asegurar su correcta colocacion hay que flexionar y extender la arti-
culacién escapulo-humeral y la aguja debe seguir los movimientos del humero

b) En la cresta iliaca.

Este sitio se utiliza especialmente en animales adultos delgados, en cachorros y en felinos.

Fijar el ala del ilion sujetando sus vértices dorsal y ventral. Palpar la porcion mas ancha y dorsal de la cresta
iliaca e introducir la aguja en direccidén perpendicular a la misma, mediante movimientos de rotacién a derecha
e izquierda. Algunos autores recomiendan la introduccién de la aguja en direccion paralela al eje longitudinal
del ala del ilion.

c) En las costillas y el manubrio del esternén

Es una de las mas utilizadas aunque en pacientes obsesos o de talla muy pequefia presenta una
dificultad mayor. Se realiza en la unién condro costal, cerca del 1/3 medio del esternén. La extraccion realizada

en el fémur no se considera de primera opcion por lo tanto no sera descripta.

Procedimiento

Dependiendo del sitio anatémico elegido, la maniobra se hace bajo una sedacién. Una vez que se
introduce la aguja hasta contactar con la superficie ésea, se avanza con ésta en forma de tirabuzon. En este
caso se usa la aguja medular, en perros se prefiere una aguja calibre 18 lllinois o Rosenthal, una vez que
llegamos a la médula se retira el estilete y se acopla una jeringa, muchas veces se recomienda embeber la
jeringa y la aguja medular con EDTA antes del procedimiento. Nunca emplear heparina debido a que produce
alteracioén tanto en la morfologia celular como en la coloracion.

Cuando aparezca muestra en la jeringa debe eliminarse el vacio pues sucesivas aspiraciones pueden
provocar hemodilucion de la muestra por ruptura de capilares medulares.

La muestra suele aparecer lentamente en la jeringa, si lo hace rapidamente es probable que esté hemodi-
luida. Es suficiente obtener 1-1,5 ml de aspirado. Si la aguja esta bien colocada en la cavidad medular, el animal
suele mostrar un ligero dolor al realizar la aspiracion apesar de la sedacion.

En caso de no obtener muestra al realizar el vacio con la jeringa en repetidas ocasiones, lo mas aconse-
jable es volver a colocar el fiador estilete debido a que puede haberse obstruido la aguja con una espicula de
hueso. Entonces se debe retirar la aguja e introducirla nuevamente, asegurandose del correcto funcionamiento.

También, teniendo en cuenta la practicidad y el menor costo, se realiza de rutina en caninos, en el medio

del manubrio del esterndn con anestesia local y aguja 25/12; en cambio en felinos en la cresta iliaca.
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Procesamiento de las muestras

La muestra de médula 6sea obtenida por aspiracion con anticoagulante se coloca en una placa de Petri
y se evalla si se obtuvo contenido medular a través de la observacion macroscépica de espiculas que se ven
como pequefios “granos blancos”. Luego se toman las mismas con un microhematocrito, se depositan sobre un
portaobjetos para realizar los extendidos medulares. Este procedimiento debe realizarse dentro de los 10 min
de extraida la muestra ya que las células de médula 6sea son muy fragiles y se deterioran rapidamente.

Otra forma de procesar es colocando una muestra obtenida sin anticoagulante en un vidrio de 10x10 cm
el cual debera estar ligeramente inclinado y del mismo se toma la muestra con otro porta desde la superficie y
se hacen extendidos sobre otros portaobjetos como la tecnica del frotis. El inconveniente es que de esta forma,
se debe procesar antes de 3 minutos. Cualquiera sea la forma de obtencién de los extendidos se deja secar a

temperatura ambiente previo a la coloracion.

Posibles complicaciones

Las complicaciones en el paciente por la técnica de aspiracion de médula 6sea son poco frecuentes, pero
pueden presentarse reacciones adversas al sedante y/o anestésico empleado, al igual que dafos en los tejidos

circundantes por el paso de la aguja, como asi también el sangrado en el sitio de puncién.

Métodos de tincidon

Las preparaciones de muestras aspiradas, una vez secas, se tifien con las mismas técnicas que las em-
pleadas para frotis sanguineos. Pueden utilizarse, por tanto, tincién de Giemsa, May-Griinwald-Giemsa o una
tincion rapida como es la T15 o similar.

Para el estudio de los depdsitos de hierro en ambos tipos de muestras se requiere una tincion especifica

como la de Pearls o Azul de Prusia.

Observacion microscépica del extendido de medula ésea

Para la observacion de médula ésea se necesita de un entrenamiento previo. La evaluacion de la médula
consiste en:

1) Examen microscépico a menor aumento (10x)

* Muestra adecuada

* Estimacion de la celularidad

» Evaluacion de los megacariocitos

2) Examen microscoépico a mayor aumento (100x) contando 500 células.

« Diferenciar grupos celulares mieloide y eritroide

« Estimar la relaciéon mieloide: eritroide (M:E)

 Evaluar otros tipos celulares

Por lo tanto, debemos considerar como muestra ideal para la evaluaciéon de M.O. observando con un objetivo
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de 40X a efectos de verificar si existen particulas de médula (estroma y células asociadas), si estan presentes
los osteoblastos, los osteoclastos y los megacariocitos. Una celularidad inadecuada y la ausencia de particulas,
normalmente nos indica una técnica de aspiracion con contaminacion sanguinea. Para una buena valoracién
se debe observar el mayor numero posible de particulas, pues la celularidad puede variar en cada area. La
celularidad normal presenta variaciones con la edad del animal, la médula de animales muy jovenes contiene
muy pocas células adiposas, en ellos aparece un 25 % de adipocitos y un 75 % de células hematopoyéticas. En
los adultos, la proporcion es del 50 % y en animales gerontes la proporcién es de 75 % de adipocitos y 25 % de

células hematopoyéticas.

Citologia normal de medula 6sea

En la serie eritroide:

Pronormoblastos: son células de 12 -20 um con un citoplasma de basofilia marcada , presencia de arco-
plasma (aparato de Golgi) y en el nucleo se ve un nucléolo evidente.

Normoblasto baséfilo: miden entre 10-15 pym, tienen basdfilia marcada del citoplasma , en el nucleo ya
no se ven nucléolos, y presentan una cromatina en grumos.

Normoblasto policromatoéfilo: mide 10-12 ym, tamafo similar al normoblasto basofilo, presenta distinta
basofilia a medida que va reduciendo el tamafio, ndcleo con cromatina mas compacta, es el ultimo estadio en
el que se produce la divisidon mitdtica.

Normoblasto ortocromatico: mide 8-10 um, se observa menor cantidad de citoplasma, de color grisaceo,

nucleo picnoético. Madura a reticulocito (al perder el ndcleo).

En la serie mieloide:

Mieloblasto: mide de 15-20 ym, célula redonda, con nucleo irregular, cromatina nuclear laxa, con uno o
mas nucléolos, el citoplasma es grisaceo, carece de granulaciones.

Promielocito: mide 16-25 ym, es una célula redonda de mayor tamano, nucleo excéntrico, rara vez se ven
nucléolos, citoplasma con granulaciones azurdfilas caracteristicas.

Mielocito: mide 12-18 um, célula redonda, con nucleo de cromatina condensada, citoplasma que varia de
color segun el granulo predominante, se identifica como neutréfilo o eosindfilo.

Metamielocito: mide 12-18 pm, el citoplasma es igual al mielocito, solo varia en el nucleo que adquiere
forma de haba o de rifion.

Neutroéfilo en banda / eosinéfilo: miden 12-18 ym se observan en el citoplasma granulos anaranjados
(en el caso de eosindfilos) o de color azul claro (en el caso de neutrdfilo) y el nucleo tiene forma de herradura.

Segmentado neutréfilo / eosinoéfilo: miden 12-18 um y es el estadio final de los granulocitos, el nucleo
esta segmentado (multilobulado), con predominio de granulos naranja en el caso de eosindfilo o azul claro en

el caso de neutrdfilos.
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Fotos de los distintas células halladas en extendido de médula 6sea normal

Sal =g

"
~ | Pronormoblasto
L

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 89



ATLAS DE HEMATOLOGIA VETERINARIA — M. S. ARAUZ, C. F. SCODELLARO Y M. E. PINTOS (COORDINADORES)
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Normoblasto policromatéfilo

: Normoblasto ortocromatico
Pronormoblasto
Promielocito

Pronormoblasto eritroide

Metamielocito neutréfilo
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Normoblastos ortocromaticos
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A.Alteraciones o cambios cuantitativos de la médula 6sea

En general y en condiciones normales la produccion de células de la serie eritroide es aproximadamente
igual a la de las células de la serie mieloide y por tanto la relacion mieloide-eritroide (M:E) se encuentra alrededor
de 1,5 (2:1). Este indice nos da una relacidon de la hematoyesis mieloide y eritroide y debe ser interpretado en
relacion al numero absoluto de eritrocitos y granulocitos sanguineos. El indice esta aumentado cuando existe
hiperplasia mieloide o hipoplasia eritroide y esta disminuido cuando existe hipoplasia mieloide o hiperplasia
eritroide. Los resultados del hemograma son usados para determinar qué lineas celulares estan aumentadas o
disminuidas y qué desvios del indice M:E van a causar.

Los megacariocitos se identifican facilimente, aunque constituyen menos del 5 % del total de las células

nucleadas.
A.1.Condiciones hiperplasicas

Hiperplasia eritroide

La hiperplasia eritroide es caracteristica de las anemias regenerativas (hemorragias o hemdlisis).
Hiperplasia granulocitica

Se asocia con estados inflamatorios crénicos. En estos casos todos los tipos celulares de la serie, incluyendo
las formas mas inmaduras, se encuentran en niumero superior al normal. Suele acompanarse de una disminucion
en la actividad eritroide la cual se traduce en una ligera anemia que se desarrolla en los estados inflamatorios
cronicos debido fundamentalmente a una interferencia en el metabolismo del hierro.
Hiperplasia megacariocitica

Se produce cuando existe trombocitopenia debida a situaciones que conlleven consumo, destruccién o
secuestro de plaquetas como ocurre en la CID, trombocitopenia inmunomediada, esplenomegalia y algunas
enfermedades croénicas inflamatorias. Por lo tanto el examen de médula ésea sera definitivo para distinguir, por

tanto, la trombocitopenia por causas hipoproliferativas o por causas destructivas.
A.2.Condiciones hipoplasicas

Son aquellas en las que disminuye el numero de componentes de algun tipo celular o de todos en su
conjunto. Casi siempre aparecen como hipoplasias medulares generalizadas, es decir, que afectan a todas las
series celulares. En ciertos casos puede darse Unicamente una hipoplasia eritroide como la que se observa en
la insuficiencia renal, anemia de enfermedad inflamatoria y/o endécrinas.

Las hipoplasias granulocitica o megacariocitica no se presentan como entidades separadas.

Las causas mas frecuentes de hipoplasia generalizada de M.O. son la ehrlichiosis, toxicidad por estrége-
nos, infeccién por VILeF, efecto de drogas citotoxicas, necrosis medular, mielofibrosis, tumores
hematopoyéticos. Todas cursan con cierto grado de citopenia en sangre periférica.

La aplasia de médulo 6sea implica una pérdida total en la produccion de células hematopoyéticas, este
trastorno conlleva a una pancitopenia en sangre periférica.

Esta entidad se ha asociado con el uso de ciertas drogas a dosis toxica como: estrégenos, trimetoprim-

sulfadiazina, febendazol, albendazol y azatioprina en perros. También se ha descrito en ciertas enfermedades
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infecciosas como ehrlichiosis o VILeF. Alguna de estas causas puede originar una aplasia pura de células eritroides.
Tanto en la hipoplasia como en la aplasia medular la aspiracion medular es inutil y el diagnéstico sélo puede
realizarse por evaluacion histoldgica de biopsias.
Mielofibrosis
La mielofibrosis se caracteriza por la sustitucion del tejido hematopoyético normal por tejido fibroso, colageno
y fibroblastos proliferantes. Esta fibrosis de la M.O. se acompafia de hematopoyesis extramedular (metaplasia
mieloide) del higado y del bazo.
La aspiracion medular en la mayoria de las veces resulta inutil y el diagnéstico debe basarse en el estudio

histologico de biopsias.

B. Alteraciones en la maduracion

Deficiencia de hierro

Deficiencia de Vitamina B12 y acido fdlico.
C. Alteraciones neoplasicas hematopoyéticas

C.1.Alteraciones linfoproliferativas

Leucemia linfoblastica aguda

La LLA es una enfermedad de curso rapido caracterizada por la infiltracién maligna de la médula ésea y de
organos linfoides por células blasticas linfoides poco diferenciadas. En el perro su etiologia se desconoce,
mientras que en el gato el 80 % de las veces esta asociada a ViLeF.
Leucemia linfoide cronica

La leucemia linfoide crénica (LLC) es una enfermedad de larga evolucion que se caracteriza por la prolife-
racion maligna de linfocitos pequefios de aspecto morfoldgico similar a los linfocitos normales. Es mas frecuente
en el perro que en el gato y éstos generalmente seroldgicamente son FelLV negativos.
Linfoma

Es una enfermad sistémica progresiva debido a la proliferacion maligna y descontrolada de células del
sistema linfoide. Existen diferentes clasficaciones basadas en la localizacién anatémica, criterios histolégicos,
caracteristicas de inmuno fenotipaje y molecular. La presentacion mas creciente en caninos es una linfoadeno-
patia generalizada y los signos clinicos son muy variables o pueden no presentarse.

Puede ser dificil diferenciar una LLC del estiadio V de linfoma en el que hay compromiso medular. Es por
ello que el estudio de méduloa 6sea permite observar las siguientes diferencias: presencia de blastos en linfoma y
presencia de linfocitos maduros > 13 % en LLC.
Mieloma multiple

El mieloma multiple o plasmocitoma es la proliferacion neoplasica de plasmocitos (células linfoides tipo B)
en la médulo 6sea caracterizada por la produccion de una inmunoglobulina monoclonal (gammapatia
monoclonal) y por lesiones osteoliticas que corresponden a “nidos” de plasmocitos tumorales.

El diagnéstico del mieloma multiple lo obtendremos al encontrar una plasmocitosis al menos superior al 5 %
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en el medulograma, aunque se considera mas caracteristica la existencia de porcentajes superiores al 30 %.
Junto con la evaluacion de la M.O. se debe considerar la presencia de lesiones osteoliticas en huesos largos asi
como la presencia de una gammapatia monoclonal a través del proteinograma o proteinuria de Bence-Jones,

siendo esta Ultima menos constante.

C.2.Alteraciones mieloproliferativas

Leucemia mieloide aguda
El hemograma en la LMA se caracteriza por una leucocitosis extrema con presencia de blastos circulantes,
acompafado de anemia severa y trombocitopenia, de curso rapido caracterizadas por un medulograma en el

que mas del 30 % de las células son blastos.

Leucemia mieloide cronica

La leucemia mieloide crénica (LMC) se produce por la proliferacion de la serie granulocitica. El medulogra-
ma muestra una médula hipercelular debida a la extrema hiperplasia mieloide en la que se respeta la piramide
de maduracién. Por tanto, el medulograma por si solo no nos permite el diagnéstico pues Unicamente informa
de una intensa proliferacion mieloide en todos los estados de maduracion. Para su identificacion se utiliza una
técnica citoquimica fosfatasa alcalina leucocitaria, que marca los granulos de los granulocitos tumorales (Foto
55).

Trombocitemia esencial

Es un sindrome mieloproliferativo, que se caracteriza por presentar en sangre periférica un recuento de
plaquetas mayor a 800.000/ul , con anemia y leucopenia, en la citologia medular se observa distintos grados
de maduracion de los megacariocitos.
Policitemia vera

Es un sindrome mieloproliferativo caracterizado por un aumento exacerbado de glébulos rojos con una
independencia a la presencia de eritropoyetina siendo los mismos afuncionales. Se caracteriza por presentar
hematocritos mayor a 60 %, su diagndstico es dificil a través de la puncién de medula 6sea, debido que solo se

observa una hiperplasia eritroide.

Foto 55. Técnica citoquimica de fosftasa alcalina leucocitaria
positiva en LMC canina.
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Caso clinicon®1

ESPECIE: Felino RAZA: Siamés SEXO: Macho EDAD: 2 afios

MOTIVO DE CONSULTA: Decaimiento e inapetencia.

ANTECEDENTES: El paciente fue adquirido de un refugio ubicado en la provincia de Buenos Aires hace
8 meses. En el momento de ingreso al lugar le realizaron la cirugia de castracion. Convive con dos gatas
esterilizadas desde cachorras. Tiene acceso al exterior.

HALLAZGOS EN EL EXAMEN FIiSICO: Actitud deprimida, baja condicién corporal, mucosas palidas, ta-
quipnea y debilidad.

MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 14 24-45
Hemoglobina g/di 4,7 8-15
Recuento glébulos rojos 10/l 1,7 5-10
VCM fl 82,4 34-55
HCM pg 27,6 12,5-17,5
CHCM g/dl 33,6 30-36
Leucocitos Jul 7000 5500-19500
Neutrofilos en banda ul 0 0 0-3 % <585
Neutrdfilos segmentados ul 72 5040 35-75 % 1000-1400 /pl
Eosindfilos Jul 5 350 2-12 % 100-2500 /pl
Basofilos ul 0 0 0-3 % <150 /ul
Linfocitos Jul 20 1400 20-55 % 1100-10000 /pl
Monocitos ul 3 210 1-4 % 50-800 /pl
Recuento plaquetario Jul 320000 200.000-500.000
Reticulocitos Corregidos (PRC) % 3 1,5-2

Observaciones:

Serie Roja: Anisocitosis, policromasia, presencia de células en diana, presencia de estructuras basdfilas
con forma de coco o bastén sobre la superificie de los glébulos rojos compatibles con Mycoplasma spp.
Serie Blanca: Sin particularidades

MANEJO DEL CASO CLINICO:

Los antecedentes, examen fisico y hallazgos de laboratorio permitieron arribar al diagndstico
presuntivo de micoplasmosis felina, el cual fue confirmado mediante la técnica de PCR especifica para
micoplasmas hemotroficos. Se realizé ademas la prueba para antigenos del virus de la leucemia felina
(VILeF) y anticuerpos para el virus de la inmunodeficiencia felina (VIF) siendo esta ultima positiva. La
micoplasmosis es la causa mas frecuente de anemia hemolitica infecciosa en felinos. Los animales
afectados generalmenten cursan con un cuadro hemolitico debida a la destruccion de los glébulos rojos
infectados por el sistema inmune. En este paciente, la respuesta regenerativa frente a la anemia se
evidencia por el resultado del PRC > a 2 y ademas en el frotis se pudo observar anisocitosis y
policromasia. La observacion de estructuras cocobacilares basoéfilas menores a 1 um, sobre la superficie de
los glébulos rojos aproximan al diagndstico aun mas la sospecha de esta enfermedad. El paciente fue
tratado con oxitetraciclina (20 mg/kg) cada 8 horas durante 21 dias. Luego de este lapso el animal presento
mejoria clinica y se repitié el examen hematoldgico no encontrandose alteraciones en el mismo.
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Caso clinico n® 2

ESPECIE: Canino RAZA: Labrador SEXO: Hembra EDAD: 6 afios

MOTIVO DE CONSULTA: Decaimiento, vémitos.

ANTECEDENTES: Control de la reproduccion mediante progestagenos.

HALLAZGOS EN EL EXAMEN FiSICO: Depresién, inapetencia, descarga vulvar purulenta, temperatura 40 °C
MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 48 37-55
Hemoglobina g/dl 16 12-18
Recuento glébulos rojos 10/l 7,2 5,5-8,5
VCM fL 66,7 60-77
HCM o]] 22,2 19-24,5
CHCM g/dl 33,3 32-36
Leucocitos ul 35000 6000-17000 /ul
Neutroéfilos en banda ul 10 3500 0-3 % <510 /ul
Neutrofilos segmentados ul 80 28000 60-77 % 3600-13100 /pl
Eosindfilos Jul 0 0 2-10 % 120-1700 /ul
Basofilos ul 0 0 0-1 % <150 /ul
Linfocitos Jul 8 2800 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos ul 2 700 3-10 % 180-1700 /ul

Observaciones:

Serie Roja: Normocitosis, normocromia.

Serie Blanca: Leucocitosis con neutrofilia y desvio a la izquierda. Presencia de neutrofilos toxicos.

MANEJO DEL CASO CLINICO:

Los antecedentes, datos del examen fisico y hallazgos de laboratorio aproximan el diagndéstico a una
piémetra, el cual fue confirmado mediante la observacién de colecta uterina en los estudios radiolégicos y
ultrasonograficos realizados.

La presencia de leucocitosis con neutrofilia y desvio a la izquierda sugiere un proceso inflamatorio/infeccio-
so. Los cambios téxicos (citoplasma basofilo y vacuolizacion del citoplasma de los neutrdéfilos sugieren una
infeccion bacteriana o un proceso inflamatorio grave y generalmente se asocian con un prondéstico reservado.
En este paciente se implementd un tratamiento de sostén para estabilizacion hemodinamica y del equilibrio
hidroelectrolitico y luego un tratamiento quirdrgico (ovario-histerectomia).
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Caso clinicon® 3

ESPECIE: Canino RAZA: Boxer SEXO: Hembra EDAD: 4 afos

MOTIVO DE CONSULTA: Decaimiento, inapetencia.

ANTECEDENTES: Administracion de estrégenos por servicio no deseado.

HALLAZGOS EN EL EXAMEN FiSICO: Mucosas palidas, descarga vulvar hemorragica, retardo del tiempo
de llenado capilar, pulso 160/min, frecuencia cardiaca 160/min, presencia de petequias en la cara interna
del pabellon auricular, sangrado de encias.

MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma y con anticoagulante
citrato de sodio para realizar el coagulograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 10 37-55
Hemoglobina g/di 3.9 12-18
Recuento glébulos rojos 108/ul 1,5 5,5-8,5
VCM fL 66,6 60-77
HCM pg 23,5 19-24,5
CHCM g/dl 39 32-36
Leucocitos ful 4000 6000-17000 /pl
Neutrdfilos en banda ul 5 200 0-3 % <510 /ul
Neutrofilos segmentados ful 75 3000 60-77 % 3600-13100 /pl
Eosindfilos ul 0 0 2-10 % 120-1700 /ul
Basofilos ful 0 0 0-1 % <150 /ul
Linfocitos ful 20 800 12-30 % 700-5100 /ul
Monocitos ful 0 0 3-10 % 180-1700 /ul
Recuento plaquetario ul 30.000 200.000-500.000
indice reticulocitario (IR) 0,4 1,5-2
Tiempo de Protrombina (TP) segundos | 10 <12
Tiempo de tromboplastina parcial activada (KPTT) | segundos | 21 <21

Observaciones:
Serie Roja: Anemia normocitica normocrémica. Serie Blanca: Leucopenia, neutropenia.

MANEJO DEL CASO CLINICO

Los antecedentes de la administracion de estrogenos, datos del examen fisico y hallazgos del laboratorio
(anemia no regenerativa, leucopenia y trombocitopenia) sugieren la presencia de aplasia medular por
intoxicacion estrogénica.

En este paciente el tratamiento incluyé terapia de fluidos y transfusiones de sangre entera y plasma rico
en plaquetas.
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Caso clinicon® 4

ESPECIE: Canino  RAZA: Cocker SEXO: Macho EDAD: 6 meses

MOTIVO DE CONSULTA: Decaimiento, inapetencia y orina con sangre.

ANTECEDENTES: EIl paciente reside en una casaquinta y no convive con otros animales. La propietaria
manifiesta haber colocado cebos para combatir roedores en un galpén al cual la mascota tiene acceso.
HALLAZGOS EN EL EXAMEN FiSICO: Mucosas palidas, sangrado de encias, petequias y equimosis en piel.
Se observa sangrado leve por ollares y ano.

MUESTRAREMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma. Ademas se envié sangre
con anticoagulante Citrato de sodio para realizar coagulograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades % Valor hallado Valor de referencia

Hematocrito % 12 37-55
Hemoglobina g/di 4,5 12-18
Recuento glébulos rojos 108/ul 1,8 5,5-8,5
VCM fL 66,7 60-77
HCM pg 25,0 19-24,5
CHCM g/dl 37,5 32-36
Leucocitos ul 8000 6000-17000 /pl
Neutrofilos en banda ul 0 0 0-3 % <510 /ul
Neutrofilos segmentados /ul 66 5280 60-77 % 3600-13100 /pl
Eosindfilos ul 2 160 2-10 % 120-1700 /pl
Basofilos ul 0 0 0-1% <150 /pl
Linfocitos ul 28 2240 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos ul 4 320 3-10 % 180-1700 /ul
Recuento plaquetario /ul 100000 200000-500000
indice Reticulocitario (IR) 1 1,5-2

Tiempo de Protrombina (TP) segundos 20 12

Tiempo de tromboplastina parcial activada (KPTT) segundos 17 21

Observaciones:
Serie Roja: Anemia normocitica normocrémica. Serie Blanca: Sin particularidades.

MANEJO DEL CASO CLINICO

Los datos de la anamnesis, los signos clinicos y el examen fisico permiten arribar a la aproximacion
diagnéstica de intoxicacion con rodenticidas que producen trastornos en la coagulacion.

Los hallazgos hematologicos disminucion de glébulos rojos, hematocrito y concentracién de
hemoglobina y trombocitopenia leve son compatibles con la anemia por pérdida de sangre debido al
trastorno de la coagulacién. Ademas, el resultado de un tiempo de protrombina (TP) prolongado, que
indica una disminucion en la concentracion de los factores de la via extrinseca (principalmente del Factor VI
por su corta vida media) en conjunto con un resultado de tromboplastina parcial (KPTT) normal permiten
arribar a un diagndstico presuntivo de intoxicacion con derivados warfarinicos.

En este paciente el tratamiento consistié en realizar una transfusion de sangre entera y administracion de
vitamina K. Una vez finalizado el tratamiento se realizaron controles de laboratorio para verificar la
normalizacion de los valores.
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Caso clinicon®5

ESPECIE: Canino  RAZA: Déberman  SEXO: Macho EDAD: 10 afios

MOTIVO DE CONSULTA: Anorexia, pérdida de peso, apatia y distensién abdominal.

ANTECEDENTES: Lo tienen desde cachorro con plan sanitario al dia y sin acceso al exterior. La propietaria
relata que hace unas semanas nota que ha perdido peso y disminuyd el apetito.

HALLAZGOS EN EL EXAMEN FIiSICO: Actitud deprimida, pérdida de estado corporal, linfoadenopatia
periférica generalizada, temperatura 40 °C.

MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 43,5 37-55
Hemoglobina g/dl 17 12-18
Recuento glébulos rojos 10/l 6,64 5,5-8,5
VCM fL 65,5 60-77
HCM pg 25,6 19-24,5
CHCM g/dl 39,1 32-36
Leucocitos ul 25000 6000-17000 /pl
Neutrdfilos en banda ul 0 0 0-3 % <510 /ul
Neutrofilos segmentados ul 85 21250 60-77 % 3600-13100 /pl
Eosindfilos ul 0 0 2-10 % 120-1700 /ul
Basofilos ul 0 0 0-1 % <150 /ul
Linfocitos ul 15 3750 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos ul 0 0 3-10 % 180-1700 /ul
Recuento plaquetario ul 200000 200000-500000 /pl

Observaciones:
Serie Roja: Anemia normocitica normocrémica.
Serie Blanca: Leucocitosis con neutrofilia.

MANEJO DEL CASO CLINICO

Los datos del examen fisico (agrandamiento de los linfonédulos) hacen sospechar de la presencia de
linfoma. Por lo tanto, se solicita el estudio citoldgico de la puncién/ aspiracion con aguja fina de los ganglios
preescapular y popliteo.

Los resultados del examen citolégico del ganglio mostraron abundante celularidad representada por células
neoplasicas de estirpe linfoide con nucléolos evidentes. En base a estos hallazgos se indicé la biopsia para
estudios inmunohistoquimicos a efectos de clasificar el tumor y establecer un prondstico.
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Caso clinicon® 6

ESPECIE: Canino RAZA: Caniche SEXO: Hembra EDAD: 5 meses
MOTIVO DE CONSULTA: Diarrea hemorragica, vomitos, decaimiento.
ANTECEDENTES: Fue adquirida en un criadero

HALLAZGOS EN EL EXAMEN FiSICO: Deshidratacién 6%, mucosas palidas, hipotermia.
MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.
HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 17 37-55
Hemoglobina g/dl 5,6 12-18
Recuento glébulos rojos 10/l 2,25 5,5-8,5
VCM fl 75,4 60-77
HCM o]] 24.8 19-24,5
CHCM g/dl 32,9 32-36
Leucocitos ul 18000 6000-17000 /pl
Neutrofilos en banda ful 3 540 0-3 % <510 /ul
Neutréfilos segmentados ul 57 10260 60-77 % 3600-13100 /pl
Eosindfilos ful 20 3600 2-10 % 120-1700 /pl
Basofilos ul 0 0 0-1% <150 /pl
Linfocitos ful 15 2700 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos ul 5 900 3-10 % 180-1700 /ul
indice Reticulocitario (IR) 1 1,5-2

Observaciones:
Serie Roja: Anemia normocitica normocrémica.
Serie Blanca: Leucocitosis con neutrofilia, desvio a la izquierda y eosinofilia.

MANEJO DEL CASO CLINICO

De acuerdo a los antecedentes, examen fisico y hallazgos de laboratorio se arribd a un diagnéstico
presuntivo de gastroenteritis hemorragica de origen parasitario. Por lo mencionado se solicitdé un
analisis de materia fecal en el cual se observaron huevos de Ancylostoma spp., que confirmaron el
diagndstico y se instauré el tratamiento antihelmintico.
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Caso clinicon®°7

ESPECIE: Canino RAZA: Mestiza SEXO: Macho EDAD: 8 afos

MOTIVO DE CONSULTA: Anorexia e intolerancia al ejercicio.

ANTECEDENTES: Reside en una casa de fin de semana en la ciudad riberefia. Plan sanitario completo.
Los propietrios relatan que el paciente comenzo a estar decaido y con disminucién del apetito.
HALLAZGOS EN EL EXAMEN FiSICO: Condicion corporal regular, mucosas palidas, temperatura corporal
39 °C, deshidratacion 6 %, taquipnea, ascitis.

MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 33 37-55
Hemoglobina g/di 10 12-18
Recuento glébulos rojos 108/ul 4.9 5,5-8,5
VCM fL 67,3 60-77
HCM pg 20 19-24,5
CHCM g/dl 30 32-36
Leucocitos Iyl 23000 6000-17000 /pl
Neutrofilos en banda /ul 5 1.150 0-3 % <510 /ul
Neutrodfilos segmentados /ul 59 13.570 60-77 % 3600-13100 /pl
Eosindfilos /ul 15 3.450 2-10 % 120-1700 /pl
Basofilos Jul 0 0 0-1% <150 /ul
Linfocitos /ul 14 3220 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos Jul 5 1.015 3-10 % 180-1700 /ul
indice Reticulocitario (IR) 1,2 1,5-2

Observaciones:

Serie Roja: Anemia normocitica normocrémica.

Serie Blanca: Leucocitosis con neutrofilia, desvio a la izquierda y eosinofilia.

MANEJO DEL CASO CLINICO:

En base a la anmanesis, examen fisico y resultados de laboratorio se sospechd de
dirofilariasis. Por lo tanto, se solicitd la prueba inmunocromatografica para detectar antigeno de

Dirofilaria inmitis y la prueba de Knott modificada para detectar microfilaremia. En ambas
pruebas se obtuvo un resultado positivo confirmando el diagnéstico.
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Caso clinicon® 8

ESPECIE: Canino RAZA: Mestizo SEXO: Hembra EDAD: 5 afios

MOTIVO DE CONSULTA: Control de tratamiento quimioterapico por padecimiento de Tumor Venéreo
Transmisible (TVT).

ANTECEDENTES: El paciente presenté un diagndstico de TVT por el cual esta recibiendo su tercera dosis
(aplicacion semanal) de Vincristina.

HALLAZGOS EN EL EXAMEN FiSICO: Neoformacién vulvar en remision.

MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 37 37-55
Hemoglobina g/dl 12,3 12-18
Recuento glébulos rojos 10/l 55 5,5-8,5
VCM fL 67,2 60-77
HCM pg 22 19-24,5
CHCM g/dl 33,9 32-36
Leucocitos /ul 6000 6000-17000 /pl
Neutrdfilos en banda Jul 0 0 0-3 % <510 /ul
Neutrofilos segmentados /ul 70 4200 60-77 % 3600-13100 /pl
Eosinofilos Jul 5 300 2-10 % 120-1700 /ul
Basdfilos /ul 0 0 0-1 % <150 /ul
Linfocitos Jul 20 1200 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos /ul 5 300 3-10 % 180-1700 /ul
Recuento plaquetario ul 620.000 200000-500000 pl

Observaciones:

Serie Roja: Sin particularidades. Serie Blanca: Sin particularidades.

MANEJO DEL CASO CLINICO

Este paciente concurre a control quimioterapico, por lo cual se realizaron pruebas hematologicas
para evaluar los posibles efectos adversos mielosupresores de la Vincristina (leucopenia). Los
resultados del analisis demostraron valores dentro del rango de referencia. Se recomendé continuar
con el tratamiento semanal. El recuento leucocitario, si bien esta dentro del rango normal para la
especie, se encuentra en el limite inferior y se observa trombocitosis, esto es debido a la accion de la
droga sobre los megacario- citos, que produce liberacién plaquetaria (trombocitosis transitoria).
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Caso clinicon®9

ESPECIE: Canino RAZA: Fox Terrier SEXO: Macho EDAD: 6 afos

MOTIVO DE CONSULTA: Decaimiento, inapetencia, marcha rigida y descarga prepucial sanguinolenta
independiente de la miccion.

ANTECEDENTES: En un examen fisico realizado anteriormente se hallé la préstata aumentada de tama-
fo, de consistencia, forma y sensibilidad dentro de los parametros normales. El diagndstico presuntivo fue
hiperplasia prostatica benigna.

HALLAZGOS EN EL EXAMEN FiSICO: Actitud deprimida, mucosas congestivas, temperatura 40 °C. En
el examen reproductivo se examina prepucio, pene y testiculo no observandose alteraciones. Al examen
prostatico por palapacion digital se evidencia aumento de tamario y dolor.

MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 38 37-55
Hemoglobina g/dl 13 12-18
Recuento glébulos rojos 10%/ul 57 5,5-8,5
VCM fL 66,7 60-77
HCM pg 22,8 19-24,5
CHCM g/dl 34,2 32-36
Leucocitos /ul 40000 6000-17000 /pl
Neutrofilos en banda /ul 6 2400 0-3 % <510 /ul
Neutréfilos segmentados ful 85 34000 60-77 % 3600-13100 /ul
Eosindfilos /ul 0 0 2-10 % 120-1700 /pl
Basdfilos /ul 0 0 0-1% <150 /ul
Linfocitos /ul 2 800 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos /ul 7 2800 3-10 % 180-1700 /pl

Observaciones:
Serie Roja: Sin particularidades.
Serie Blanca: Leucocitosis con neutrofilia, desvio a la izquierda y monocitosis.

MANEJO DEL CASO CLINICO:

Analizando los antecedentes y correlacionandolos con los hallazgos al examen clinico, se llega a un
diagndstico presuntivo de prostatitis aguda posiblemente de origen bacteriano. Los resultados de las
pruebas hematoldgicas se corresponden con un proceso inflamatorio/infeccioso agudo que se evidencia
por la presencia de leucocitosis neutrofilica con desvio a la izquierda y monocitosis. Por lo cual se
decide enviar una muestra de orina para urocultivo debido a que esta contraindicada la obtencién de
eyaculado por la posibilidad de causar septicemia, y luego instaurar terapia antibiética.
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Caso clinicon® 10

ESPECIE: Canino  RAZA: Ovejero Aleman  SEXO: Macho EDAD: 7 afos

MOTIVO DE CONSULTA: Depresion, anorexia.

ANTECEDENTES: El paciente ingres6 a una clinica de urgencias con un cuadro temblores, mucosas palidas,
taquipnea y depresién marcada. Como antecedentes relevantes los propietarios mencionan que el animal
recibié transfusiones sanguineas por un cuadro de hemorragia post-traumatica.

HALLAZGOS EN EL EXAMEN FiSICO: Mucosas palidas, hipotermia, pulso débil , taquicardia y taquipnea.
MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 12 37-55
Hemoglobina g/di 4.5 12-18
Recuento glébulos rojos 108/ul 1,25 5,5-8,5
VCM fl 96,0 60-77
HCM pg 36,0 19-24,5
CHCM g/dl 37,5 32-36
Leucocitos ful 10000 6000-17000 /pl
Neutrdfilos en banda ul 0 0 0-3 % <510 /pl
Neutrofilos segmentados ful 70 7000 60-77 % 3600-13100 /pl
Eosindfilos ful 3 300 2-10 % 120-1700 /pl
Basofilos ful 0 0 0-1 % <150 /pl
Linfocitos ful 24 2400 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos ful 3 300 3-10 % 180-1700 /pl
Indice Reticulocitario (IR) 2.5 1,5-2

Observaciones:
Serie Roja: Anisocitosis, policromasia Serie Blanca: Leucograma normal.

MANEJO DEL CASO CLINICO:

Los signos clinicos compatibles con anemia y el antecedente de la transfusion realizada aproximan
el diagndstico a un cuadro de hemodlisis por incompatibilidad sanguinea. Debido a que no existen
anticuerpos naturales contra antigenos eritrocitarios caninos, la primera transfusion puede
realizarse sin pruebas de compatibilidad. No obstante, el riesgo reside en que el receptor se
sensibiliza a los antigenos y predispone al paciente a graves reacciones postransfusionales en
tratamientos posteriores.

En este paciente se instauré un tratamiento con cristaloides isoténicos, corticosteroides de
accion rapida via IV (metilprednisolona hasta 10 mg/kg, dexametasona 1 mg/kg),
antihistaminicos (difenhidramina 2-4 mg/kg o dexclorfeniramina maleato inyectable) y dopamina
(5-10 pg/kg/min).
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Caso clinico n° 11

ESPECIE: Canino RAZA: Breton SEXO: Macho EDAD: 5 afos

MOTIVO DE CONSULTA: Decaimiento, inapetencia, vomitos, rigidez al caminar.

ANTECEDENTES: Los propietarios notaron que desde hace aproximadamente dos dias presenta vomitos,
inapetencia, reticencia a moverse y decaimiento. No quiere comer y solo toma mucha agua pero la vomita.
Presenta el plan sanitario incompleto. Tiene contacto con animales de produccién y silvestres ya que es
utilizado para actividades de caceria de aves en la temporada de caza.

HALLAZGOS EN EL EXAMEN FIiSICO: Actitud deprimida, temperatura corporal 40 °C. Mucosas
hiperémicas, dolor a la palpacién abdominal coincidente con region renal y secrecion conjuntival purulenta.

MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia

Hematocrito % 36 37-55

Hemoglobina g/di 13 12-18

Recuento glébulos rojos 10/l 5,35 5,5-8,5

VCM fL 67,3 60-77

HCM pg 24,3 19-24,5

CHCM g/l 36,1 32-36

Leucocitos Jul 38000 6000-17000 /ul
Neutrofilos en banda /ul 8 3040 0-3 % <510 /ul
Neutrofilos segmentados Jul 89 33820 60-77 % 3600-13100 /ul
Eosindfilos ul 0 0 2-10 % 120-1700 /ul
Basdfilos Jul 0 0 0-1 % <150 /ul
Linfocitos ul 2 760 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos ul 1 380 3-10 % 180-1700 /ul
Observaciones:

Serie Blanca: Leucocitosis. Neutrofilia con desvio a la izquierda. Linfopenia. Presencia de neutréfilos

toxicos.

Biogquimica sanguinea: Uremia: 200 mg/dI, Creatinina: 5 mg/dl.

MANEJO DEL CASO CLINICO
Los antecedentes epidemioldgicos, el cuadro clinico y los hallazgos hematoldgicos y bioquimicos
hicieron sospechar de un proceso renal agudo de origen inflamatorio-infeccioso. El principal
diagnostico diferencial en este paciente fue leptospirosis por lo cual se remitieron muestras de suero
para realizar la prueba de microaglutinacion. Mediante la misma, se obtuvo un titulo de anticuerpos de
1:6400 para Leptospira interrogans serovar Canicola y de 1:800 para Leptospira borgpetersenii serovar
Castellonis. El animal fue tratado con antibioticos, fluidos y antiémeticos logrando la remision del
cuadro. A los 15 dias se envié una segunda muestra de suero obteniéndose titulos mas bajos

(seroconversion inversa).

Los hallazgos hematoldgicos (leucocitosis con neutrofilia y desvio a la izquierda) y bioquimicos
(azotemia) en estos casos se deben a que la bacteria causa una afeccion sistémica con afectacion de

la funcion renal.
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Caso clinicon® 12

ESPECIE: Canino RAZA: Siberian Huski SEXO: Macho EDAD: 7 meses

MOTIVO DE CONSULTA: Vémitos, diarreas y convulsiones.

ANTECEDENTES: Lo compraron en un criadero con plan sanitario completo. El animal reside en una casa
quinta y viaja con el propietario eventualmente a una fabrica de baterias para autos. En el momento de
la consulta los propietarios relatan que el paciente ha presentado una crisis convulsiva intensa, vomitos y
diarreas.

HALLAZGOS EN EL EXAMEN FiSICO: Resistencia a la palpacién abdominal, hiperexitacién, temblores.
MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 38 37-55
Hemoglobina g/di 14 12-18
Recuento glébulos rojos 10/l 57 5,5-8,5
VCM fL 66,7 60-77
HCM pg 24,6 19-24,5
CHCM g/dl 36,8 32-36
Leucocitos ul 8000 6000-17000 /pl
Neutrofilos en banda /ul 0 0 0-3 % <510 /ul
Neutrofilos segmentados Jul 75 6000 60-77 % 3600-13100 /ul
Eosindfilos ul 3 240 2-10 % 120-1700 /ul
Basofilos Jul 0 0 0-1 % <150 /ul
Linfocitos ul 20 1600 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos ul 2 160 3-10 % 180-1700 /ul

Observaciones:
Serie Roja: Presencia de un 4% de gldbulos rojos nucleados y puntillado basdfilo.
Serie Blanca: Leucograma normal.

MANEJO DEL CASO CLINICO:

Considerando los antecedentes del paciente, el cuadro clinico neuroldgico y la presencia de glébulos
rojos nucleados y con puntillado basofilo se pudo aproximar el diagnéstico presuntivo de intoxicacion
con plomo. Se realizé una prueba terapéutica mediante la administracion de EDTA calcico (agente
quelante del plomo, que aumenta su excrecion renal). La repuesta satisfactoria al tratamiento y la
medicion de plomo en sangre superior a 60 ul/dl confirmé el diagndstico.
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Caso clinicon®13

ESPECIE: Canino RAZA: Chihuahua SEXO: Hembra EDAD: 7 afos
MOTIVO DE CONSULTA: control anual.

ANTECEDENTES: La tienen desde cachorra con plan sanitario completo. Le realizan un control anual de
valores hematoldgicos y bioquimicos como medida preventiva.

HALLAZGOS AL EXAMEN FiSICO: Al examen fisico no se observan particularidades. Durante la extraccién
de sangre el paciente manifiesta nerviosismo y excitacion.

MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 37 37-55
Hemoglobina g/dl 12 12-18
Recuento glébulos rojos 10/l 55 5,5-8,5
VCM fl 67,3 60-77
HCM o]] 21,8 19-24,5
CHCM g/dl 32,4 32-36
Leucocitos ul 20100 6000-17000 /pl
Neutrofilos en banda ul 0 0 0-3 % <510 /ul
Neutréfilos segmentados ul 73 14673 60-77 % 3600-13100 /pl
Eosindfilos ul 0 0 2-10 % 120-1700 /pl
Basofilos ul 0 0 0-1% <150 /pl
Linfocitos ul 26 5226 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos ul 1 201 3-10 % 180-1700 /ul

Observaciones:
Serie Roja: Normocitosis, normocromia.
Serie Blanca: Leucocitosis con neutrofilia madura. Linfocitosis.

MANEJO DEL CASO CLINICO:

En este paciente los antecedentes del examen fisico sin particularidades y el dato de excitacién y miedo
al momento de la extracciéon permiten confirmar que los hallazgos de la serie blanca del hemograma
se tratan de una Pseudoneutrofiia o Neutrofilia fisiolégica. En estos cuadros suele observarse una
leve leucocitosis con neutrofilia sin desvio a la izquierda y linfocitosis debida a la liberacién de
epinefrina. Se habla de una pseudoneutrofilia porque en realidad el numero total de leucocitos en sangre
no varia ya que no hay liberacion desde la médula 6sea y el mecanismo que origina la leucocitosis es una
redistribucion de las células desde el compartimiento marginal al circulante.
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Caso clinico n®° 14

ESPECIE: Canino RAZA: Maltés SEXO: Macho EDAD: 17 afos

MOTIVO DE CONSULTA: Vémitos, decaimiento, polidipsia.

ANTECEDENTES: Lo adoptaron desde cachorro. Plan sanitario al dia. Acceso al exterior sélo con los
propietarios. Hace 6 meses comenzd un tratamiento por insuficiencia cardiaca congestiva debido a falla de
la valvula mitral. Al momento presenta pérdida de peso, polidpsia-poliuria, vémitos y anorexia.
HALLAZGOS AL EXAMEN FIiSICO: Actitud deprimida, pérdida de condicién corporal, temperatura 38 °C,
mucosas palidas, tiempo de llenado capilar retardado. A la palpaciéon abdominal se evidencia dolor en la
region epi-mesogastrica. A la inspeccion de la cavidad bucal se observan ulceras.

MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 20 37-55
Hemoglobina g/dl 6 12-18
Recuento glébulos rojos 10/l 3 5,5-8,5
VCM fl 66,7 60-77
HCM pg 20 19-24,5
CHCM g/dl 20,0 32-36
Leucocitos ul 9000 6000-17000 /pl
Neutrdfilos en banda /ul 0 0 0-3 % <510 /ul
Neutrofilos segmentados ful 76 6840 60-77 % | 3600-13100 /pl
Eosindfilos ul 0 0 2-10 % 120-1700 /pl
Basofilos ul 0 0 0-1 % <150 /pl
Linfocitos Jul 24 2160 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos ul 0 0 3-10 % 180-1700 /ul
indice reticulocitario 0,8 1,5-2

Observaciones:
Serie Roja: Anemia normocitica normocrémica no regenerativa (indice reticulocitario 0,8).

Serie Blanca: Leucograma normal.

MANEJO DEL CASO CLINICO:

En este paciente se solicitaron estudios de laboratorios adicionales para evaluar la funcion renal. Los
mismos permitieron confirmar la sospecha clinica de insuficiencia renal crénica secundaria
probablemente al cuadro de insuficiencia cardiaca congestiva. La anemia normocitica, normocrémica no
regenerativa presente en este paciente se correlaciona con la deficiencia de eritropoyetina existente
como consecuencia de la falla renal.
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Caso clinicon® 15

ESPECIE: Canino RAZA: Déberman SEXO: Hembra EDAD: 3 afos
MOTIVO DE CONSULTA: Decaimiento, anorexia y debilidad.

ANTECEDENTES: El paciente reside en una casa quinta en las afueras de la ciudad. Al comenzar la época
estival los propietarios notaron la presencia de gran cantidad de ectoparasitos.

HALLAZGOS AL EXAMEN FiSICO: Actitud deprimida, temperatura corporal 40 °C, mucosas palidas y
taquipnea. A la palpacién abdominal se evidencia organomegalia.

MUESTRA REMITIDA: Sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 32 37-55
Hemoglobina g/dl 10,6 12-18
Recuento glébulos rojos 10/l 4.8 5,5-8,5
VCM fl 66,6 60-77
HCM pg 22 19-24,5
CHCM g/dl 33,1 32-36
Leucocitos /ul 5000 6000-17000 /pl
Neutrdfilos en banda Jul 0 0 0-3 % <510 /ul
Neutrofilos segmentados /ul 70 3500 60-77 % 3600-13100 /pl
Eosindfilos ul 0 0 2-10 % 120-1700 /ul
Basofilos /ul 0 0 0-1 % <150 /ul
Linfocitos Jul 29 1450 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos /ul 1 50 3-10 % 180-1700 /ul
indice Reticulocitario (IR) 24 1,5-2
Recuento Plaquetario /ul 120000 200000-500000 pl

Observaciones:

Serie Roja: Anisocitosis y policromasia. Se observaron estructuras piriformes de a pares dentro de
los eritrocitos compatibles con merozoitos de Babesia spp.
Serie Blanca: Leucopenia. Trombocitopenia.

MANEJO DEL CASO CLINICO:

Teniendo en cuenta los antecedentes, hallazgos clinicos y resultados de laboratorio, se arrib6 al
diagndstico de babesiosis. Con respecto a la determinacion de la especie involucrada en el cuadro
clinico, se envid una muestra de sangre con anticoagulante EDTA para caracterizacion molecular
obteniendo un resultado de Babesia gibsoni.

La anemia en este paciente era regenerativa por lo cual en el extendido se observd anisocitosis y
policromasia y se obtuvo un indice reticulocitario >2. De acuerdo a su causa la anemia fue de origen
hemolitico debido a que los eritrocitos infectados exponen antigenos en su superficie conduciendo a la
destruccion inmunmediada por el sistema fagocitico mononuclear. Mientras que la presencia de
trombocitopenia es un hallazgo frecuente en caninos con babesiosis y se postula que también es debida
a un proceso inmunomediado.

Las anormalidades de los glébulos blancos en los casos de babesiosis canina son variables,
pudiéndose observar leucopenia con neutropenia (como en este paciente) o leucocitosis neutrofilica con o
sin desvio a la izquierda.

El animal fue tratado con un protocolo especifico para endo y ectoparasitos y se le indicé control
clinico y hematolégico durante y al finalizar el tratamiento.
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Caso clinicon® 16

ESPECIE: Canino RAZA: Mestizo SEXO: Macho EDAD: 5 afios

MOTIVO DE CONSULTA: decaimiento, dificultad para incorporase y letargia.

ANTECEDENTES: El paciente fue adoptado de la calle hace un mes. En ese momento se encontraba
con alta infestacion de ectoparasitos y baja condicion corporal. Fue llevado a una clinica veterinaria en donde
comenzaron a realizar el plan sanitario (antiparasitarios externos e internos) y una dieta a base de alimento
balanceado.

HALLAZGOS AL EXAMEN FiSICO: Baja condicién corporal (5/9), temperatura 39,5 °C, actitud deprimida,
mucosas palidas, paresia del tren posterior y dolor a la palpacién de los musculos paraespinales.

HALLAZGOS HEMATOLOGICOS:

MUESTRA REMITIDA: sangre con anticoagulante EDTA para realizar hemograma

Unidades | % | Valor hallado Valor de referencia
Hematocrito % 30 37-55
Hemoglobina g/dl 9,7 12-18
Recuento glébulos rojos 10%/pl 4,5 5,5-8,5
VCM fl 66,6 60-77
HCM pg 21,5 19-24,5
CHCM g/dl 39 32-36
Leucocitos ful 25000 6000-17000 /pl
Neutréfilos en banda ul 3 750 0-3 % <510 /pl
Neutrofilos segmentados ful 81 20250 60-77 % | 3600-13100 /pl
Eosindfilos ul 4 1000 2-10 % 120-1700 /ul
Basofilos ul 0 0 0-1% <150 /ul
Linfocitos ul 10 2500 12-30 % 700-5100 /pl
Monocitos ful 2 500 3-10 % 180-1700 /ul
Recuento Plaquetario ful 250.000 200000-500000
indice reticulocitario 0,7 1,5-2

Observaciones:

Serie Roja: Anemia normocitica, normocromica.

Serie Blanca: Leucocitosis. Leucocitosis con neutrofilia y desvio a la izquierda. Se observaron estructuras
en forma de habano dentro del citoplasma de los neutréfilos compatibles con gamontes de
Hepatozoon spp.

Los métodos complementarios para evaluar lesién en la columna vertebral resultaron no mostraron
alteraciones.

MANEJO DEL CASO CLINICO:

Los antecedentes, datos del examen fisico, y resultados de laboratorio confirman el diagnéstico de
Hepatozoon spp.

El hallazgo de anemia normocitica normocrémica no regenerativa es frecuente en pacientes con
hepatozoonosis canina debida a la inflamacion cronica. Mientras que la presencia de leucocitosis con
neutrofilia y desvio a la izquierda, presente en la mayoria de los caninos infectados con altas cargas
parasitarias se debe principalmente al desarrollo de gran cantidad de merozoitos en tejidos como
linfonédulos, médula 6sea, higado, bazo, pulmén y rifidn.

El paciente fue tratado con farmacos especificos (Toltrazuril) y se le indicaron controles post-tratamiento
mediante hematologia y pruebas moleculares (PCR o PCR en tiempo real) para evaluar la eficacia del
tratamiento.
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