Libros de

Citologia en caninos y felinos
Herramientas para la interpretacion diagnostica

Mariana Alejandra Machuca, Adriana Raquel Massone
y Maria Alejandra Quiroga

FACULTAD DE

n CIENCIAS VETERINARIAS
o f g \% UNIVERSIDAD

b 498 1 NACIONAL
*‘7@%*’ DE LA PLATA

EDITORIALDELAUNLP T

naturales




CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS

HERRAMIENTAS PARA LA INTERPRETACION DIAGNOSTICA

Mariana Alejandra Machuca
Adriana Raquel Massone
Maria Alejandra Quiroga

Facultad de Ciencias Veterinarias

Y,
2R UNIVERSDAD
RSk NACIONAL

SWe?/ DE LA PLATA

wie

EDITORIAL DE LA UNLP




Este libro esta dedicado a la Dra. Maria Cecilia Castellano y al Dr. Julio Idiart, profesores de nuestra
Facultad, quienes emprendieron un largo camino para el desarrollo y la difusién de la Citologia como
herramienta diagnéstica. Ellos supieron guiarnos a través de sus conocimientos, excelente labor y
dedicacion. No nos olvidamos los buenos momentos de las experiencias compartidas.

A ellos que nos han ensefiado tanto jgracias!

Maria Cecilia Castellano sigue presente en nuestros corazones a través de las innumerables anéc-

dotas que nos llenan de alegria y nostalgia.



Agradecimientos

Los autores agradecen a las histotecndlogas Carolina Aralda, Analia Catucci, y Lorena Diaz
y a los técnicos Cecilio “Quique” Castro, Paulo Castro, Oscar Caceres, Yamila Caceres y Franco
Molfesa, del Laboratorio de Patologia Especial Veterinaria, cuya labor ha contribuido a la reali-
zacion de este libro.

También deseamos expresar nuestro mas profundo agradecimiento a los colegas de nuestra
Facultad y de la actividad privada por confiar en nosotros y ser la fuente de esta valiosa informa-
cién que hoy estamos compartiendo con ustedes.

“Ninguna cadena es méas fuerte que el mas débil de sus eslabones”



Indice

Introduccioén

Capitulo 1

Citologia: obtencién, preparacién y envio de muestras

Maria Cecilia Castellano®, Luciano Casas y Ana Guzman Loza

Capitulo 2
Evaluacion microscépica general del preparado citoloégico

Maria Alejandra Quiroga, Mariana Machuca, Nicolas Guido y Adriana Massone

Capitulo 3

Tincién de preparados citoldgicos

Maria Alejandra Quiroga, Mariana Machuca

Capitulo 4
Descripcion e interpretacion general de células inflamatorias y neoplasicas

Adriana Massone, Maria Alejandra Quiroga y Mariana Machuca

Capitulo 5
Identificacion de agentes infecciosos

Adriana Massone

Capitulo 6
Estudio citologico de la piel

Mariana Machuca, Luciano Casas y Adriana Massone

Capitulo 7

Estudio citologico de los linfonddulos

Ana Guzman Loza, Maria Cecilia Castellano’ y Adriana Massone

10

17

20

31

41

56

86



Capitulo 8
Estudio citoldgico de la cavidad nasal

Gonzalo Madariaga y Sebastian Iveli

Capitulo 9
Estudio citologico de las cavidades oral y orofaringea

Nicolas Guido, Sebastian Iveli, Natalia Caggiano y Mariana Machuca

Capitulo 10

Estudio citoldgico del sistema urinario

Mariana Machuca y Alicia del Amo

Capitulo 11

Estudio citoldgico de la glandula mamaria

Gonzalo Madariaga

Capitulo 12

Estudio citoldgico de la tiroides

Gonzalo Madariaga

Capitulo 13

Estudio citoldgico del sistema musculoesquelético

Natalia Caggiano, Maria Alejandra Quiroga, Adriana Massone y Mariana Machuca

Capitulo 14
Estudio citoldgico del aparato genital femenino

Maria Alejandra Stornelli y Maria Cecilia Stornelli

Capitulo 15

Estudio citoldgico del aparato genital masculino

Maria Alejandra Stornelli y Maria Cecilia Stornelli

Capitulo 16
Estudio citoldgico de los fluidos toracico, abdominal y pericardico

Natalia Caggiano, Alicia del Amo y Mariana Machuca

Capitulo 17

Estudio citolégico de la médula ésea

Lorena Fontana y Romina Pretti

100

108

115

119

123

129

147

171

180

209



Capitulo 18

Inmunocitoquimica 215

Carolina Aspitia, Mariana Machuca y Adriana Massone

Autores 226




Introduccion

La citologia es una de las muchas ramas de la Biologia cuya finalidad es el estudio morfolé-
gico y funcional de la célula. El diagnéstico, en Patologia, es un juicio establecido sobre la natu-
raleza de la enfermedad. Entonces la Citologia diagndstica es una herramienta de gran utilidad
en el complejo proceso del diagnéstico.

Para hacer un poco de historia, recordamos a Papanicolaou, un apellido muy conocido mun-
dialmente y asociado a un método utilizado en Ginecologia, desde hace 80 afos. Desde que
George Papanicolaou, en 1941, descubrié un método de coloracion para el diagndstico de afec-
ciones del cuello uterino y para la busqueda de células cancerosas en esputos, lavados bron-
quiales y gastricos, la Citologia comenzé a recorrer, en sus inicios, un lento camino, para luego
ser reconocida y aplicada en medicina humana y veterinaria.

En la década del 70 se publicaron los primeros trabajos sobre esta disciplina aplicada a la
medicina veterinaria. La Facultad de Veterinaria de la Universidad de California Davis, fue pio-
nera en el uso de la biopsia por puncién aspiracion con aguja fina en Medicina Veterinaria, y
segun algunos autores esta ciencia ha evolucionado como una extension de la hematologia. Los
doctores Cowell y Tyler fueron autores en 1979 de un libro para el diagndstico citoldgico del perro
y el gato, del que ya se han publicado cinco ediciones, siendo la ultima en 2020.

Uno de sus grandes impulsores, en EE. UU., fue el Prof. “Bernie” Feldman, quien, en 1984,
dicté el Primer Curso de Citologia Clinica en Medicina Veterinaria, en Buenos Aires, al que asistié
el grupo de docentes de la Catedra de Patologia Especial de la FCV, UNLP. Con el manual de
dicho curso y los cientos de copias de las diapositivas que generosamente nos cedid, comenza-
mos en nuestra Facultad a incursionar en esta apasionante especialidad con los colorantes que
nos hiciera llegar el Dr. Guillermo Couto, muy conocido por los colegas dedicados a la Clinica de
Pequefos Animales.

Con la incorporacion de la Citologia al Servicio de Anatomia Patoldgica, los jévenes docentes
alcanzaron un 6ptimo entrenamiento, en estrecha relacién con algunos profesionales de la Ca-
tedra de Clinica de Pequefios Animales y, también, de la practica privada.

Surgio asi, una creciente demanda, no solamente de nuestros servicios mediante el uso de
este método rapido, simple, econémico y facilmente aplicable a la practica clinica en nuestro
medio, sino, también, de cursos y otras actividades educativas de posgrado.

Nuestro primer curso para graduados sobre Citologia Diagnéstica en Pequefios Animales se
concreto en el afio 2002. En ese momento se conformd nuestro grupo de trabajo integrado por

docentes de Patologia Especial Veterinaria y Clinica de Pequefos Animales. Hoy muchos de
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nosotros somos los autores de este libro, pero no podemos dejar de participar en esta edicion a
la Dra. Maria Cecilia Castellano, Profesora de la Catedra de Clinica de Pequefios Animales, FCV
UNLP. La Dra. Castellano fue nuestra maestra, docente y guia en esta aventura compartida de
implementar una nueva técnica diagndstica hace mas de dos décadas. Es por ello que van a ver
su nombre como autora en algunos de nuestros capitulos, porque aunque hace tiempo que no
esta con nosotros, sus ensefianzas siguen hoy vigentes en cada uno de los autores de este libro.
Desde entonces se realizaron, hasta 2022, mas de 20 cursos y, ademas, muchas otras activida-
des y conferencias en facultades de veterinaria de Argentina y otros paises de América Latina,
como asi también en numerosas asociaciones profesionales de nuestro pais.

En 1993, junto con el cambio de nombre de la asignatura, Patologia Especial, fueron incorpo-
rados algunos contenidos en el nuevo programa, con el objeto de darlos a conocer e interesar a
los estudiantes de grado en este tema.

Este libro surge, entonces, de la necesidad de brindar a nuestros estudiantes, y a disciplinas
afines, un material de consulta que resume nuestra experiencia y hace publico parte del material
que hemos registrado y documentado en estos, apenas, 35 afos.

Es nuestro deseo que el mismo resulte también de utilidad para los numerosos colegas que,
a diario, brindan sus servicios a la comunidad, en la compleja y no siempre bien reconocida

especialidad de la Clinica de Pequefios Animales.
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CAPITULO 1
Citologia: obtencidn, preparacion y envio
de muestras

Maria Cecilia Castellano’, Luciano Casas y Ana Guzman Loza

La evaluacién citolégica de diversos 6rganos, tejidos y fluidos puede contribuir a la definicion
del diagndstico y a la formulacion del prondstico. Sin embargo, sus resultados deben ser siempre
interpretados en el contexto de cada caso clinico (Meinkoth 2020 y Meyer 2016).

El caudal de informacién que puede reunirse mediante el examen citoldgico depende, en gran
medida, de la calidad del material estudiado. Es por ello, que la obtencion y la preparacion de las

muestras son procedimientos para los que el clinico debe estar adecuadamente entrenado.

Técnicas de muestreo

Existen distintas modalidades para la toma de muestras para citologia. La seleccion de las
mismas depende del tipo y de la localizacién de la lesion o del 6rgano en estudio (Meinkoth 2020,
Meyer 2016).

Puncioén aspiracién con aguja fina

La puncidn aspiracion con aguja fina (PAAF) puede utilizarse para tomar muestras de masas
en localizaciones diversas, de linfonddulos y de érganos internos. La preparacion de la zona
consiste en rasurado y antisepsia. Si fuera a realizarse la aspiracion en una cavidad corporal
(toracica, peritoneal, etc.) la zona debe prepararse como para cirugia. Se sujeta firmemente la
masa u érgano en estudio, se introduce en el mismo una aguja seca 22-25 g; se la desplaza 7 u
8 veces dentro del mismo, siguiendo un trayecto recto y se la retira. Se llena de aire una jeringa
seca, se adosa la misma a la aguja y se expulsa el material contenido en la aguja sobre un
portaobjetos limpio, seco y desengrasado. Si no se obtiene material, se introduce la aguja ado-
sada a una jeringa de 10-12 cc y se aspira mientras se desplaza la aguja en distintas direcciones;
se deja de aspirar, se desacopla la jeringa de la aguja, se llena de aire la jeringa, se adosa la
jeringa a la aguja y se expulsa el material sobre el portaobjetos. Es conveniente realizar varios
preparados (Meinkoth 2020).
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Puncién con aguja fina

La puncién con aguja fina (PAF) se debe realizar bajo las mismas condiciones en las que se
realiza la aspiracion por aguja fina, con la diferencia de que no se debe acoplar una jeringa y

aspirar. Esta técnica no puede utilizarse para aspirar masas intratoracicas (Meinkoth 2020).

Raspado

Los raspados pueden ser utilizados para el muestreo de lesiones ulceradas o de la superficie
de corte de muestras obtenidas mediante cirugia o en la necropsia. Se utiliza una hoja de bisturi,
el borde de un portaobjetos o bien una espatula y se raspa varias veces sobre la superficie pre-
viamente secada. El material obtenido se extiende sobre un portaobjetos limpio y desengrasado
(Meinkoth 2020).

Hisopado

Esta técnica puede utilizarse para el muestreo del conducto auditivo externo, cavidad nasal,
vagina, lesiones ulceradas y de tractos fistulosos. En general se la realiza cuando no puede
recurrirse a los otros procedimientos. Se utilizan hisopos estériles de algodon previamente hu-
medecidos con solucion fisioldgica estéril excepto en aquellos casos en los que la lesidon sea muy
exudativa. El material obtenido se extiende sobre un portaobjetos haciendo rodar suavemente el

hisopo sobre su superficie (Meinkoth 2020).

Impronta

Se utiliza en lesiones ulceradas o para tomar muestras a partir de la superficie de corte de
material obtenido mediante cirugia o en la necropsia. Se presiona con un portaobjetos sobre la
superficie la que, previamente, ha sido secada con un material absorbente (ej.: papel de filtro).
Para el muestreo de Ulceras es conveniente hacer improntas antes de limpiar la superficie y
nuevas improntas luego de la limpieza de la misma. Puede realizarse una o varias improntas
sobre un mismo portaobjetos. No obstante, es aconsejable hacer improntas en mas de un por-
taobjetos para la realizacion de coloraciones especiales si fuera necesario. En general, con esta
técnica se obtiene un menor nimero de células que con el raspado y una mayor contaminacion
de la muestra que con la AAF (Meinkoth 2020).
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Preparacién de los extendidos de aspirados de masas sélidas
y de linfonédulos

Los extendidos del material obtenido pueden realizarse mediante distintas técnicas. La selec-
cion de las mismas depende de las caracteristicas de la muestra y de las preferencias del ope-

rador. Por lo general, en todos los casos, los preparados son secados al aire (Meinkoth 2020).

Técnica de compresion

Se expulsa el aspirado en la parte media de un portaobjetos, se coloca perpendicularmente
al primero un segundo portaobjetos sobre el material y se lo desliza suavemente como se indica
en la figura 1.1 (Meinkoth 2020).

Una modificacion de esta técnica consiste en colocar el segundo portaobjetos perpendicular-

mente al primero, rotarlo 45° y luego levantarlo (Figura 1.2).
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Técnica combinada

Se expulsa el aspirado en la parte media de un portaobjetos limpio (Figura 1.3 A). Se coloca
un segundo portaobjetos apoyandolo sobre el primero, de modo tal que un tercio de la muestra
quede por debajo (Figura 1.3 B). Se desliza el segundo portaobjetos suavemente hacia el ex-
tremo del primero. Queda un extendido por compresion de aproximadamente un tercio del as-
pirado (Figura 1.3 C). Luego se apoya el borde de un tercer portaobjetos sobre el borde opuesto
de la muestra (Figura 1.3 D). Este tercer portaobjetos se desliza suavemente hacia el otro
extremo, quedando asi un extendido delgado (Figura 1.3 E y F). El tercio medio del aspirado
no es extendido y contiene una gran cantidad de células. Si la muestra fuera poco celular, esta
porcion del preparado resultara la de mayor utilidad (Figura 1.3 F, sector 2). Si el aspirado
tuviera un elevado ndmero de células agrupadas, dificiles de extender, probablemente se las
reconocera dentro del sector correspondiente al extendido por compresion (Figura 1.3 F, sector
1). Finalmente, el sector restante del aspirado (Figura 1.3 F, sector 3), extendido en una lamina
muy delgada y con una técnica que provoca minima destruccion celular sera, probablemente,
el que contenga la mayor cantidad de células intactas por lo que, si las células fuesen muy
fragiles, sera este sector el que brindara mayor informacién (Meinkoth 2020).

Figura 1.3. Preparacion de extendidos mediante la técnica combinada.

P72 T DI T T
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Extendido con aguja

El aspirado es expulsado en la parte media del portaobjetos y es distribuido con la punta de

la aguja en varias direcciones, en forma centrifuga (Figura 1.4).

Figura 1.4. Preparacion de extendidos mediante la técnica con aguja.

Preparacién de los extendidos de aspirados de fluidos

Los extendidos deben realizarse inmediatamente después de haber obtenido la muestra. Pue-
den realizarse directamente a partir del liquido o a partir del sedimento de la muestra centrifu-
gada. Si el liquido fuera coagulable debe recolectarse en tubos con EDTA. A continuacion, se
describen las técnicas que pueden utilizarse. A ellas debe agregarse la de compresién antes
descripta. Esta ultima es de utilidad cuando las muestras son viscosas o cuando contienen ma-
terial particulado (Meinkoth 2020).

Técnica del frotis sanguineo

Se coloca una gota del liquido a aproximadamente 1,5 cm del extremo de un portaobjetos.
Se coloca un segundo portaobjetos a 45 ° del primero y se pone en contacto su borde con el
borde de la gota. Luego se lo desliza suave y rapidamente a lo largo del mismo, de modo tal que
el extensor arrastre el liquido (Figura 1.5). El extremo final del frotis adquiere una forma similar a
la de una pluma. Con esta técnica suele lograrse una buena distribucién de material y resulta Gtil

cuando la muestra es muy celular (liquidos opacos) (Meinkoth 2020).
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Figura 1.5. Preparacion de extendidos mediante la técnica del frotis sanguineo.

Técnica de concentracion

Se procede en forma similar a la anterior, pero, cuando con el segundo portaobjetos se han
recorrido aproximadamente dos tercios de la distancia necesaria para realizar la técnica anterior,
se lo levanta (Figura 1.6). De este modo, en el extremo final se produce una concentracién de
células. Es por ello que esta modalidad es util cuando la muestra tiene poca o moderada celula-
ridad (liquidos translucidos), en cuyo caso, es preferible su centrifugacion y extendido del sedi-
mento (Meinkoth 2020).
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Figura 1.60 Preparacion de extendidos mediante la técnica de concentracion.

AR g S i

Para lograr una mayor concentracion de células presentes en un fluido, se debe centrifugar
el mismo, usualmente a 1000-1500 rpm durante 5 minutos. Se separa el sobrenadante y se re-
suspende el sedimento con unas gotas del mismo. Luego se realizan varios extendidos mediante

una o varias de las técnicas descriptas.

Remision de las muestras

Si las muestras son remitidas a un laboratorio de diagnéstico deben rotularse en un extremo
del portaobjetos con un marcador indeleble. No deben colocarse en recipientes que contengan
muestras con formol. Deben estar acompafnadas por una historia clinica que incluya la resefa
del paciente, los antecedentes, hallazgos clinicos, descripcion del tejido del que se obtuvo la
muestra (localizacion, tamafo, fijacion a tejidos vecinos, etc.) y una lista de diagnésticos diferen-
ciales. Toda esta informacion resulta imprescindible para interpretar los hallazgos citoldgicos. De

otra manera, soélo se podra aportar una descripcion morfoldgica (Meinkoth 2020, Meyer 2016).

Referencias

Meinkoth J, Cowel RL, Tyler RD, Morton RJ. (2020). Sample Collection and Preparation. En Va-
lenciano AC y Cowell RL. Cowell and Tyler’s. Diagnostic Cytology and Hematology of the Dog
and Cat (1-17). Fifth edition. St. Louis, USA: Elsevier.

Meyer DJ. (2016). The acquisition and management of citology specimens. En Raskin RE y
Meyer DJ, Canine and Feline Cytology, A color atlas and interpretation guide (1-15). Third
edition. St. Louis, USA: Elsevier.
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CAPITULO 2
Evaluacidon microscopica general del preparado
citolégico

Maria Alejandra Quiroga, Mariana Machuca, Nicolas Guido

y Adriana Massone

Luego de que el preparado ha sido tefido y secado, la evaluacién microscopica comienza
utilizando los objetivos de bajo aumento 4X y 10X. De este modo, se determina si todas las areas
estan tefiidas adecuadamente. Si el preparado ha quedado mal tefido, de ser posible, se repite
la tinciéon. De todos modos, no es necesario que todo el preparado quede adecuadamente tefido.
En muchos casos, por ejemplo, en preparados muy gruesos, solo algunas areas se tifien bien y
resultan suficientes para su evaluacién. Ademas de células, pueden identificarse cristales, cuer-
pos extrafios, parasitos, bacterias y algunos hongos. Para la adecuada evaluacién individual y
para la comparacion de las células se utiliza el objetivo 40X. Si se considera necesario, también
se utiliza el objetivo de inmersion, colocando aceite de inmersion sobre el portaobjetos. Esto
resulta de utilidad para una mejor observacion de microorganismos, de inclusiones y de algunos
detalles celulares (Meinkoth 2020, Raskin 2016).

El examen citolégico resulta una herramienta muy Util para el veterinario clinico. Si bien no
siempre es posible formular un diagndstico final, usualmente permite reconocer, en pocos minutos,
las caracteristicas generales del proceso de enfermedad (inflamacién, neoplasia, etc.). De este
modo posibilita una mejor seleccion de métodos complementarios (por ejemplo: cultivo, biopsia,
radiografia). La evaluacion del preparado citolégico deberia insumir unos pocos minutos. Si los
cambios citolégicos no son tan evidentes como para arribar rapidamente a un diagnéstico confiable,
la/s muestra/s deberian enviarse al laboratorio de patologia para su interpretacion y, mientras tanto,
recurrir a algun procedimiento diagndstico alternativo (Meinkoth 2020, Raskin 2016).

La muestra citoldgica se estudia de acuerdo con los siguientes parametros:

- Descripcion
a) Calidad de la preparacién
1- Tincidn:
- Indicar la coloracién utilizada

- Observar la intensidad de la tincion y cantidad de colorante
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3-

- Determinar la presencia de precipitados (pueden confundirse con bacte-
rias, hongos, parasitos intracelulares)
Densidad celular: el concepto de densidad celular es muy subjetivo y de-
pende del origen de la muestra. Puede expresarse como escasa, moderada
o gran cantidad de células o indicar la cantidad en porcentajes La presencia
de elementos de la sangre se consigna en forma separada (ver d)
Células: observar la integridad celular (defectos de fijacion, ruptura celular

por fallas en la realizacion de la técnica, autolisis)

b) Poblacién de células mononucleares

Tipo celular
Cantidad de células
Detalle celular (nucleo, citoplasma)

Organizacion

Observar si la poblacion es homogénea o heterogénea. Cuando es mixta, describir primero

la poblaciéon mas numerosa y luego los otros tipos celulares. Considerar si las células se presen-

tan aisladas o en grupos. En este caso, detallar si existe algun tipo de organizacion (en racimo,

en roseta, en hilera). Comparar una célula con otra (tamafio, forma, relaciéon nucleo citoplasma).

Describir las células (detalle nuclear, nucléolo, citoplasma).

c) Poblacion de células polimorfonucleares

Se aplican los mismos criterios de observaciéon que en b.

Tipo celular
Cantidad de células
Detalle celular (nucleo, citoplasma)

Organizacion

d) Sustancia de fondo

Eritrocitos

Proteinas, mucus

Organismos

Granulos, productos secretorios

Restos celulares

Se debe intentar describir mas que asignar un nombre a las sustancias o material forme

observados.
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- Interpretacién

El objetivo principal del examen citolégico es definir si la poblacion celular observada
presenta caracteristicas de normalidad, hiperplasia, neoplasia benigna, neoplasia maligna o
de respuesta inflamatoria.

Los parametros a evaluar se consignan en forma esquematica en la figura 2.1.

Figura 2.1. Interpretacion de muestras citologicas.

Muestra citologica

¥ N

Poblacidn de células inflamatorias Poblacion de células NO inflamatorias

Poblacion celular mixta
Inflamatorias + otras células

Neoplasia
Aguda v Cronica Células propias del tejide
Subaguda
Hiperplasia/neoplasia benigna Neoplasia con inflamacién

con inflamacion

Referencias

Meinkoth J, Cowel RL, Tyler RD. (2020). Cell Types and Criteria of Malignancy, En Valenciano
AC y Cowell RL. Cowell and Tyler’s. Diagnostic Cytology and Hematology of the Dog and Cat
(18-43). Fifth edition. St. Louis, USA: Elsevier.

Raskin RE. (2016). General categories of cytologic interpretation. En Raskin RE y Meyer DJ,
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CAPITULO 3
Tincion de preparados citologicos

Maria Alejandra Quiroga y Mariana Machuca

La observacién a simple vista del preparado citolégico antes de su tincién puede brindar algun
dato en cuanto a la calidad y caracteristicas de la muestra. Por ejemplo, frecuentemente el pre-
parado obtenido luego de la aspiraciéon de un lipoma permanece hiumedo y evidencia pequefias
gotitas traslucidas. En ocasiones se aprecia que algunas muestras exhiben un color rojo intenso
indicando la presencia de abundante sangre o puede evaluarse que la distribucion del material
obtenido sobre el portaobjetos ha dado lugar a una capa irregular o gruesa. Independientemente
de que podamos registrar algunas caracteristicas previas, las muestras citolégicas para su eva-

luacién microscopica necesitan ser coloreadas.

Tincién de preparados: técnicas basicas en citologia

Las tinciones se pueden clasificar como simples y diferenciales. En las tinciones simples
se utiliza un unico colorante que tifie la muestra de un solo color. Las tinciones diferenciales
se basan en el uso de dos o mas colorantes o reactivos complementarios que facilitan la
identificacion de estructuras celulares diferentes y la diferenciacién entre tipos celulares
(Gonzalez Cruz 2019).

Son varias las técnicas que se utilizan para tefir preparados citolégicos. La mayoria de ellas
corresponden a dos tipos de tinciones: 1- coloraciones tipo Papanicolaou y 2- coloraciones
tipo Romanowsky (Wright, May Grinwald/Giemsa, Diff-Quick, Hemacolor®, Tincién 15®, Color
Fast®) (Meinkoth 2020).

Coloraciones tipo Papanicolaou

Este método fue publicado por el Dr. George N. Papanicolaou, considerado el padre de la
citopatologia, en 1942 y es una tincion citologica rutinariamente utilizada en citopatologia hu-
mana, principalmente para la evaluacion de frotis cervicales, pero también Gtil para muestras no
ginecoldgicas obtenidas por citologia exfoliativa de superficies epiteliales del cuerpo (Dey 2018).

Se trata de una tincion policromatica que pone en evidencia variaciones en la morfologia celular,
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permitiendo evaluar el grado de madurez celular y de actividad metabdlica. El uso de la tincién
de Papanicolaou da como resultado una excelente coloracion nuclear (Dey 2018).

No obstante, no colorea muchos microorganismos, y no tifie bien el citoplasma celular. Por
otro lado, es una tinciéon que cuenta con numerosos pasos, insume un tiempo considerable y los
reactivos son dificiles de preparar y conservar. Ademas, requiere fijacion previa de los prepara-
dos antes de que el material se seque (fijados humedos). Usualmente se utilizan fijadores citolo-
gicos en aerosol o se sumergen los portaobjetos en etanol 95%, metanol o isopropanol, inme-
diatamente después de la obtencion de la muestra. En este Ultimo caso, es conveniente cubrir
los portaobjetos (previo a su uso) con una pelicula de albumina para facilitar la adherencia del
material. Dadas estas caracteristicas es un método de coloracién que practicamente no se utiliza

en citologia veterinaria (Meinkoth 2020)

Coloraciones tipo Romanowsky

Las tinciones de tipo Romanowsky son muy utilizadas en el laboratorio de hematologia para
la coloracion de frotis sanguineo. Se basan en el uso de azul de metileno y sus productos de
oxidacién (azul B) y de eosina Y (Diaz Méndez 2013).

En las tinciones de Romanowsky las estructuras celulares de caracter basico fijan los colo-
rantes acidos (eosina) y las de caracter acido fijan los colorantes basicos (azul de metileno).
De este modo, los componentes basofilos presentes en el nicleo o en el citoplasma se colo-
rean de azul, mientras que otros componentes acidofilos, se observan de color rosado (Gon-
zalez Cruz 2019).

Estas coloraciones son sencillas de preparar, conservar y utilizar. Ademas, son econémicas
y faciles de conseguir. Existen en el mercado numerosos equipos comerciales de tincion, ya
preparados y listos para usar. Con estos colorantes se tifen muy bien el citoplasma celular y los
microorganismos. Si bien los detalles de nucleos y nucléolos no se perciben tan claramente como
con las técnicas tipo Papanicolaou, resultan suficientes para diferenciar células inflamatorias de
aquellas neoplasicas. Ademas, permite evaluar, en las células neoplasicas, el potencial de ma-
lignidad (criterios de malignidad). Por otro lado, son coloraciones permanentes, por lo que los
preparados pueden almacenarse a fin de revisarlos posteriormente o buscar otra opinion de con-
siderarse necesario.

Para la aplicacion de estas técnicas los preparados deben secarse al aire. No se utilizan so-
luciones fijadoras. Mediante el secado al aire, las células se adhieren al portaobjetos, evitandose
su arrastre por los colorantes y logrando una correcta preservacion de su estructura.

Las tinciones de Romanowsky pueden ser de base acuosa o alcohdlica (metanol). Las colo-
raciones de Wright y Giemsa son de base metanol y colorean muy bien los granulos de las células
cebadas. Mientras que algunas de las tinciones rapidas (por ejemplo, Diff Quick) son de base
acuosa y no colorean los granulos de los mastocitos pudiendo llevar a errores en el diagnéstico

de una neoplasia tan frecuente como es el mastocitoma.
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Cada técnica requiere su propio procedimiento y éste debe modificarse (sobre todo en los
tiempos de contacto con las soluciones colorantes) teniendo en cuenta el tipo y el espesor del
preparado, asi como la concentracién de proteinas en los preparados elaborados a partir de
muestras fluidas. En general, los preparados mas gruesos requieren de mayor tiempo de expo-
sicion a los distintos colorantes. (Meinkoth 2020, Meyer 2010, Radin 1998).

Tincién de Wright

Se trata de una tincién panéptica diferencial que se realiza en un solo paso (Figura 3.1). Re-
quiere un tiempo de incubacién con la solucion colorante de alrededor de 15 minutos. El colorante
esta compuesto de azul de metileno y eosina disueltos en metanol, por lo que no es necesario el
paso previo de fijacion.

Preparacion: solucion colorante ya preparada. Procedimiento: cubrir el preparado (*) con 30
gotas de la solucion, durante 1 minuto. Sin volcar, agregar igual cantidad de gotas de agua des-
tilada. Dejar actuar durante 10 a 15 minutos. Lavar por agitacion en un pequefio recipiente con
agua destilada o bajo chorro de agua corriente. Secar al aire o cerca de una llama. Si se desea,

se puede montar con balsamo (**). Coloracién duradera (Diaz Méndez 2013).

Figura 3.1. Tincién de Wright.

Células redondas con ntcleo con patrén de cromatina reticular y moderado citoplasma de bordes netos,
celeste palido y en ocasiones con vacuolas traslucidas. Notese que los eritrocitos se observan colorea-
dos. Tumor venéreo transmisible en canino. Obj. 40X.

Tincién de May Griinwald/Giemsa
Se trata de soluciones preparadas a base de colorantes de acentuado poder policromatoéfilo

y metacromatico. Se utiliza para tinciones citolégicas y hematologicas. Requiere un tiempo de
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realizacion de alrededor de 20 minutos, debiendo adaptarse el tiempo de incubacién con la so-
lucién de Giemsa segun la intensidad de coloracion deseada. Con estos colorantes los nucleos
celulares se observan de color rojo purpura. El color del citoplasma varia con el tipo celular: rojo
purpura intenso para el neutrofilo, naranja parduzco para el eosindfilo, rojo negruzco para el ba-
sofilo, azul grisaceo para el monocito, azul para los linfocitos, pardo anaranjado para los eritroci-
tos y rojo purpura para los granulos (Figura 3.2).

Preparacion: solucion de May Grinwald (MG): viene lista para usar. La solucién de Giemsa
(G) se prepara mezclando la solucién stock comercial con agua desmineralizada o solucién sa-
lina tamponada pH 7,2. Se mezclan en la siguiente relacion: 1 gota de G por cada ml de buffer.
Se prepara inmediatamente antes de usar.

Procedimiento: se coloca el preparado (*) sobre una grilla y se cubre con solucion de MG
durante 3 minutos. Sin volcar el MG se agregan 25 gotas de buffer y se dejan actuar durante 2
minutos. Se vuelca y se cubre el preparado con solucion de G. Se deja actuar durante 25 minutos.
Se lava por agitacion con agua destilada o buffer. Se seca al aire o cerca de una llama. Colora-

cion de duracion limitada si no se monta (**) (Biopack, Dey 2018)

Figura 3.2. Tincién de May Griinwald/Giemsa.
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Células de limites citoplasmaticos imprecisos con vacuolas y ntcleo redondo a oval, basdfilo violeta/pur-
pura. Grandes gotas de lipidos libres en el fondo del preparado. Liposarcoma en canino. Obj. 20X.

Tincién de Giemsa

La tincion de Giemsa emplea como colorante fundamental, una mezcla de tiacinicos cato-
dicos, como el azur A, B y azul de metileno, que colorean el nacleo; mientras que la eosina se
utiliza para teir el citoplasma (Figura 3.3). Estos compuestos se encuentran disueltos en al-

cohol metilico.
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En este caso se trabaja solo con la solucién de Giemsa comercial que debe prepararse al
10% en agua desmineralizada o solucién tamponada de fosfatos a pH 7,2 inmediatamente
antes de usar.

Procedimiento: se cubre la muestra con solucion de Giemsa al 10% durante 20 minutos.
Luego se lavan los preparados con la solucion buffer y se deja secar al aire (Biopack, Diaz
Méndez 2013).

Figura 3.3. Tincién de Giemsa.

Células de limites citoplasmaticos imprecisos con abundantes vacuolas y nucleo redondo a oval baséfilo. Gran-
des gotas de lipidos libres en el fondo del preparado. Liposarcoma en canino. Obj. 20X.

A partir de la tincién de Wright surgieron variantes que llevaron al desarrollo de técnicas de
coloracion rapida. Es asi que distintas firmas comerciales ofrecen equipos de coloracion de muy

facil uso y que no requieren de contar con reactivos o soluciones accesorias.

Diff Quick™

Es una variante modificada de la tincion de Wright que consta de tres pasos: fijacion en
metanol, tincién con eosina y, por ultimo, tincién con azul de metileno. Luego, los preparados
se secan al aire o cerca de una llama. El procedimiento es muy rapido, tomando menos de 20
segundos para su realizacion, si bien los tiempos pueden variar en funcién del espesor de la
muestra. Raramente las muestras pueden resultar exageradamente tefiidas y en el caso que,

por el contrario, el preparado quede débilmente coloreado, se puede solucionar por reinmer-
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sién en el azul de metileno. Si bien esta técnica se desarrollé originariamente para la evalua-
cion de frotis sanguineos, resulta util en el diagnéstico citolégico rapido. Coloracién duradera

(Medion Diagnostics).

Tincion 15® (Biopur), Color Fast® (Biopack)

Se trata de reactivos comerciales para coloracién de extendidos. Cada equipo de tincién
estd compuesto por 3 soluciones: solucion de fijacion y dos soluciones colorantes: solucion
colorante acida (solucién xanténica - roja) y solucién colorante basica (solucién tiazinica - azul).
La aplicacion de esta técnica insume unos 15 segundos y consiste en inmersiones sucesivas
que se realizan con movimientos suaves ascendentes y descendentes, en cada uno de los
reactivos. Entre una y otra solucion se escurre el exceso sobre papel absorbente para terminar
con un lavado final en agua destilada o corriente. Luego, los preparados se secan al aire o
cerca de una llama. Si se prefieren tinciones con tendencia eosinofilica o basofilica se aumenta
el nimero de inmersiones en una u otra solucién colorante. Coloracion duradera (Biopur, Bio-
pack) (Figuras 3.4 y 3.5).

Figura 3.4. Tincién 15 ®.

£.%°06°° g o o " 0o 0%
20 e lese " |

pins PR £
& v A .- o . 3 ~ ~ .‘@
Rats o™ .. eg°~. . . --

Células redondas con ntcleo con patron de cromatina reticular y moderado citoplasma de bordes netos,
basofilo suave. Tumor venéreo transmisible en canino. Obj. 20X.
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Figura 3.5. Color Fast ®.
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Células redondas con nucleo con patrén de cromatina grueso y escaso a moderado citoplasma de bordes
poco definidos basdfilo suave. Destaca una célula con abundantes granulos gruesos negros intracito-
plasmaticos (melanina). Melanoma en canino. Obj. 40X.

Otras coloraciones

Nuevo azul de metileno (Fisher Scientific)

Para complementar las coloraciones tipo Romanowsky se suele utilizar la tincién nuevo azul
de metileno. Se trata de una solucién soluble en agua que se puede aplicar directamente sobre
preparados citolégicos secados al aire, fijados (*) o hiumedos, luego de lo cual se aplica un cu-
breobjetos y se observa inmediatamente al microscopio. La coloracién no es duradera y desapa-
rece en horas. Si bien tifie débilmente el citoplasma, brinda excelentes detalles nucleares, per-
mitiendo una adecuada evaluacién de los cambios asociados a procesos neoplasicos. En el caso
de las células cebadas, su reconocimiento se ve facilitado por el color purpura oscuro que toman
los granulos. Por tratarse de una tinciéon de base acuosa no disuelve las grasas, por lo que facilita
la observacion de los lipidos asociados a lipomas o a quistes infundibulares foliculares. Por otro
lado, como los eritrocitos no se tifien con esta técnica, puede utilizarse en preparados donde los
glébulos rojos enmascaran las células nucleadas. No sélo es una coloracién util para la observa-
cion de células nucleadas sino también para la deteccion de bacterias (que se colorean de azul
oscuro), hongos y levaduras. Ademas, si la solucion es correctamente filtrada, es ideal para la
deteccion de Micoplasma haemofelis (Haemobartonella sp), cuya silueta se ve resaltada frente

a la “invisibilidad” de los eritrocitos.
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Preparacién: nuevo azul de metileno: 500 mg; agua destilada: 100 ml; formol puro: 1 ml. Esta
solucion stock se debe conservar refrigerada. Para su uso se separa un pequefio volumen en un

frasco gotero, previamente filtrado (Meyer 2010, Radin 1998).

Azul de toluidina
Coloracién de un solo paso que permite resaltar los granulos de las células cebadas (Figura 3.6).
Preparacion: 1 g de azul de toluidina en 100 ml de agua destilada.
Procedimiento: cubrir el preparado (*) con la soluciéon durante 1 minuto. Lavar por agitacion
en un pequenio recipiente con agua destilada y luego dejar secar (**). La coloracién es duradera,

al igual que la solucion.

Figura 3.6. Azul de toluidina.

Células redondas de limites bien definidos con moderada cantidad de granulos finos intracitoplasmaticos
purpura. Mastocitoma en canino. Obj. 20X

Coloraciones de Gram, PAS, Ziehl-Neelsen y Warthin-Starry

Estas técnicas habitualmente utilizadas en estudios histolégicos y/o microbiolégicos, pue-
den aplicarse sobre preparados citolégicos. En estos casos es posible obtener una clasifica-
cion general de los agentes infecciosos (por ej.: bacterias u hongos) y, en determinadas cir-
cunstancias, permite la identificacion del microorganismo presente (por ej: Helicobacter pylori,
Cryptococcus neoformans). No obstante, para una clasificacion definitiva se requiere de estu-

dios microbiolégicos.
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- Lavado de portaobjetos: utilizar detergente al 1%, aproximadamente, en agua corriente. Su-

mergir los vidrios por unos pocos minutos. Lavar luego con abundante agua corriente circulante
algunos minutos mas. Colocar en un recipiente con tapa conteniendo una mezcla de alcohol 96%
y éter sulfurico, en partes iguales. En el momento de usar retirar los que se necesitan y secar

con papel.

- Buffer (solucion de buffer fosfato, pH 7,2-7,4)

- Fosfato dibasico anhidro 11,49

- Fosfato monobasico dihidro 3,39

(si se trabaja con fosfato monobasico anhidro utilizar 2, 54 g)
- Agua destilada 1000 ml

Nota: en cualquiera de las coloraciones consignadas puede reemplazarse el buffer por

agua destilada.

(*) Los preparados son previamente secados al aire. Pueden fijarse con calor (no a la
llama directa) o mediante inmersién en alcohol metilico (metanol) durante aproximadamente

5 segundos.

(**) Los preparados pueden montar con balsamo, previo pasaje rapido por alcohol 96%, al-
cohol 100% vy xilol.

Problemas de tincion

La mayoria de los problemas que conducen a una pobre calidad de tincién pueden evitarse
trabajando con portaobjetos nuevos, soluciones buffer y de tincién frescas y, segun se requiera,
bien filtradas. Por otro lado, es importante colorear los preparados lo mas pronto posible después
de su obtencion y secado, cuidando de no tocar la superficie del vidrio. En la tabla 3.1 se pre-
sentan los problemas mas frecuentes que pueden ocurrir con las tinciones tipo Romanowsky y

sus posibles soluciones.
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Tabla 3.1. Soluciones posibles a problemas con las tinciones tipo Romanowsky.

Problema y causas potenciales

Solucion

Excesiva coloracion azul

-Prolongado contacto con el colorante
-Lavado con poca cantidad de agua
-Preparado muy grueso

-Alcalinidad del colorante, diluyente, buffer o
agua

-Fijacion humeda en etanol o formol
-Fijacion tardia

-Exposicion a vapores de formalina

-Superficie alcalina del portaobjetos

-Reducir el tiempo de tincion

-Prolongar los tiempos de lavado

-Realizar preparados mas finos

-Controlar y corregir el pH de las soluciones

-Secar los preparados al aire antes de su fijacion
-Fijar los preparados lo mas pronto posible
-Evitar el contacto de las muestras con los
frascos que contienen muestras en formol
-Utilizar portaobjetos limpios

Excesiva coloracion rosada

-Excesivo tiempo de inmersion en la solu-
cion roja

-lnadecuado tiempo en la solucion azul
-Lavado excesivo

-Colorante o diluyente demasiado acidos
-Montaje del preparado antes del completo
secado

-Reducir el tiempo de inmersién

-Prolongar el tiempo de inmersion

-Reducir el tiempo de lavado

-Controlar y corregir el pH

-Dar tiempo a que el preparado esté completa-
mente seco previo a su montaje

Tincion débil

-Insuficiente contacto con alguna de las solu-
ciones colorantes

-Soluciones envejecidas

-Otro portaobjetos cubriendo la muestra du-
rante la tincion

-Aumentar el tiempo de tincion

-Cambiar las soluciones colorantes
-Colorear los preparados por separado

Tincion despareja

-Variaciones del pH en diferentes areas del
portaobjetos (portaobjetos mal lavados o ma-
nipulados inadecuadamente)

-Preparados con restos de agua después de
la tincién y del lavado

-Utilizar portaobjetos limpios y evitar tocar su
superficie

-Colocar los portaobjetos en posicion vertical
para el secado o secarlos con un ventilador

Presencia de precipitados

-Inadecuada filtracién de los colorantes
-lnadecuado lavado de los preparados des-
pués de tenidos

-Portaobjetos sucios

-Secado del colorante durante el proceso de
tincién

-Filtrar o cambiar las soluciones

-Lavar bien los portaobjetos después de tefii-
dos

-Utilizar portaobjetos limpios

-Utilizar suficiente colorante y evitar un con-
tacto muy prolongado con las soluciones

Otros problemas

-Preparados tefiidos en exceso
-Artefactos refractiles sobre los eritrocitos
(usualmente debido a fijador hidratado)

-Desteniir con metanol 95% y volver a tefir
-Cambiar la solucién fijadora

Nota: adapatado de: Same posible solutions to problems seen with commin Romanowsky-type stains, Meinkoth, J.H. y
col. 2020, Cowell and Tyler’s Diagnostic Cytology and Hematology of the Dog and Cat.
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CAPITULO 4
Descripcion e interpretacidon general de células
inflamatorias y neoplasicas

Adriana Massone, Maria Alejandra Quiroga

y Mariana Machuca

Citologia de la inflamacién

Para determinar el tipo de lesién inflamatoria deben evaluarse la abundancia y proporcion
de las distintas células inflamatorias. En un proceso inflamatorio, las células predominantes
son: neutrofilos, eosindfilos, células plasmaticas, linfocitos, células cebadas, macréfagos ti-
sulares, células epitelioides y células gigantes. Los procesos inflamatorios pueden clasifi-
carse teniendo en cuenta su evolucién (agudos, subagudos, croénicos activos, crénicos) o sus
caracteristicas celulares (supurativos, granulomatosos, reacciones de hipersensibilidad eo-
sinofilica). Para calificar la severidad de la reaccion pueden utilizarse los términos leve, mo-
derada o severa. A continuacién, se describen, en forma esquematica, las caracteristicas y
predominio de células observables en los diversos procesos de inflamacién, considerando
criterios de orientacion relacionados con la evolucién y posible causa del proceso (Meinkoth
2020, Raskin 2016).

- Inflamacion aguda aséptica:
- mas del 70% de neutrdfilos no degenerados
- procesos alérgicos: mas eosinofilos, células plasmaticas, linfocitos y células cebadas
- procesos virales: predominio de linfocitos y células plasmaticas
- Inflamacioén aguda séptica:
- neutrdfilos degenerados (Figura 4.1)
- presencia de bacterias u otros organismos intra y extracelulares
- material proteinaceo
- procesos toxicos marcados: cariolisis, cariorrexis, vacuolizacion, citoplasma azul
claro y granulacion téxica
- procesos toxicos moderados: cariorrexis, picnosis e hipersegmentacion. Cambios ci-
toplasmaticos no muy pronunciados
- Inflamacién subaguda:

- 50% o mas de neutrofilos
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- 30 a 50 % de células mononucleares: monocitos, macréfagos activos, linfocitos v,
dependiendo del estimulo, células plasmaticas (Figura 4.2)
- en procesos de base inmune, predominio de linfocitos y células plasmaticas
- Inflamacion crénica:
- mas del 50% de células mononucleares
- predominio de macréfagos activos
- Inflamacion granulomatosa:
- células epitelioides, células gigantes y macréfagos activos. En algunos casos se
acompafian estas células de neutrdfilos (inflamacion piogranulomatosa) (Figura 4.3)

- material extrafo (cristales, fibras vegetales, microorganismos especificos, etc.)

En general, la célula que se observa con especial atenciéon en un proceso inflamatorio es
el neutrdfilo. Los neutréfilos pueden exhibir cambios nucleares y citoplasmaticos indicadores
de la severidad de la lesion. En reacciones agudas no degenerativas, los neutrofilos se ob-
servan intactos. En reacciones agudas degenerativas, se refleja la accién de toxinas sobre
el neutréfilo. Algunas bacterias elaboran toxinas que destruyen los neutrdéfilos tisulares. Las
toxinas microbianas inducen cambios morfoldgicos, los que pueden interpretarse como una
evidencia indirecta de infeccion. Estos cambios pueden ser téxicos o degenerativos. Los
cambios téxicos reflejan defectos de maduracion en la médula 6sea y son indicativos del
efecto de un proceso inflamatorio sistémico sobre este tejido. Los cambios celulares mas
severos se observan en casos de sepsis, endotoxemia o necrosis tisular y son mas faciles
de detectar durante la evaluacion de frotis sanguineos. Los neutrofilos pueden presentar
basofilia, vacuolizacién citoplasmatica y granulacioén toxica caracterizada por pequefios gra-
nulos citoplasmaticos rojo/rosados, observandose, en ocasiones, neutrofilos gigantes (Figura
4.2). La identificacién de neutréfilos hipersegmentados indica que esas células han perma-
necido en la circulacion por un periodo prolongado antes de migrar a los tejidos. Los cambios
degenerativos involucran a los neutréfilos que migraron a un foco infeccioso con exposicion
a las toxinas elaboradas. Se produce degeneracion hidrépica con tumefaccion celular. Por lo
tanto, los neutrofilos degenerados son mas grandes que los normales, con una lobulacion
nuclear menos evidente y cromatina menos condensada (es rosada mas que purpura) (Mein-
koth 2020, Raskin 2016).

En la figura 4.4 se presenta en forma esquematica la interpretacion de las poblaciones

inflamatorias.
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Figura 4.1. Inflamacién aguda.

Neutrofilos con cambios degenerativos e hipersegmentados. Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.

Figura 4.2. Inflamacién subaguda.

Macrofagos y neutréfilos. Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.
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Figura 4.3. Inflamacién piogranulomatosa.
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Macrofagos y neutroéfilos. Tincién 15, Biopur®. Obj. 20X.

Figura 4.4. Interpretacion de las poblaciones inflamatorias.

5i- Probable infeccidn bacteriana: investigar
1 microorganismos

S5i- Meutrdfilos presentan cambios
degenerativos
. *

No o escasos neutrofilos presentan cambios
degenerativos

]

Posible infeccion bacteriana. Considerar también hongos,
cuerpos extrafios, injuria inmunomediada, quimica o
traumética

Marcado predominio

Considerar procesos alérgicos, granuloma eosinofilico, hongos,
de neutrdfilos (>85%) P TEICos, § co, hongo

cuerpo extraio, necrosis del coldgeno

1

| MNumero aumentado de eosindfilos |

1

No- con presencia de otras células inflamatorias

'lr | | Considerar inflamacion activa cronica

- /ﬁ » . - Pl " .

=15 % son macrofagos yfo 3 Considerar inflamacion crdnica, inflamacion
células gigantes en etapa de resolucion

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 34



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Citologia de las neoplasias

Los procesos neoplasicos son inicialmente diagnosticados cuando esta presente una pobla-
cion de células monomorficas y células inflamatorias escasas que son presumiblemente secun-
darias al proceso neoplasico. La divisidén entre neoplasias benignas y malignas se realiza sobre
la base de las caracteristicas citomorfoldgicas.

Las células de las neoplasias benignas son uniformes en tamafio, relacién nucleo citoplasma
y otras caracteristicas nucleares.

Las células neoplasicas malignas presentan 3 o mas criterios de malignidad que se detallan
mas adelante y se presentan en la tabla 4.1. La presencia de mas de 3 criterios de malignidad
nuclear en un alto porcentaje de células tumorales es una fuerte evidencia de malignidad.
Cuando se observan entre 1y 3 criterios de malignidad, la neoplasia puede ser benigna o maligna
y debe efectuarse un estudio histopatolégico para su clasificacion definitiva. Si no se distinguen
criterios de malignidad, la neoplasia puede ser clasificada como benigna. Existen ciertos tumores
malignos que muestran pocos o ningun criterio de malignidad, como por ejemplo el carcinoma
de glandula tiroides de los caninos (Meinkoth 2020, Raskin 2016).

El pleomorfismo celular denota variaciones en el tamario, forma y otras caracteristicas celu-
lares entre las células individuales en una poblacion de un tipo celular particular. El pleomorfismo
celular es mas frecuentemente identificado cuando se observa anisocitosis (variacion en el ta-
mano celular) dentro de una poblacién celular. Una poblacién celular normal, o una poblacién
neoplasica benigna, o maligna pero bien diferenciada, solamente exhibe variaciones leves a
moderadas en los tamafos celular y nuclear. Por el contrario, las poblaciones celulares malig-
nas presentan muy marcadas variaciones en los tamanos celular y nuclear. El pleomorfismo ce-
lular es el criterio de malignidad mas frecuentemente observado en las neoplasias malignas
(Meinkoth 2020, Raskin 2016).

Los cambios citoldgicos nucleares mas comunes observados en las neoplasias malignas son
las macrocariosis, los nucléolos grandes, angulares o multiples y los nucleos multiples. Los gran-
des nucleos observados en la macrocariosis superan los 10 ym. Estos nucleos a menudo poseen
una cromatina gruesa o acordonada, con numerosos grumos de color purpura claro dispersos
sobre un fondo levemente coloreado. Solo deben ser tenidos en cuenta los nucleos de las células
intactas. Los nucleos de las células rotas o los nucleos aislados se hinchan, distorsionandose su
tamafio, el aspecto de la cromatina y la estructura nucleolar. Los nucleos de las células malignas,
asi como aquellos de las no malignas, pueden tener nucléolos evidentes. Sin embargo, los nu-
cléolos de las células normales poseen bordes suavemente redondeados y son pequefos. Los
nucléolos grandes, con bordes planos o angulares, se observan en las células neoplasicas ma-
lignas. Las neoplasias malignas pueden estar asociadas con nucléolos multiples y, particular-
mente, con cantidades variables de nucléolos por nucleo (Meinkoth 2020, Raskin 2016).

Las células multinucleadas pueden ser observadas tanto en poblaciones malignas como nor-
males. Los nucleos multiples constituyen un hallazgo normal en ciertos tipos celulares (osteo-

clastos y células gigantes), o bien un cambio no neoplasico observado en otros tipos celulares
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(células mesoteliales). La anisocariosis, dentro de una célula multinucleada, es una forma abe-
rrante de multinucleacion observada en células malignas. El aumento de figuras mitéticas es una
particularidad de algunas neoplasias malignas. Sin embargo, ocasionalmente se observan figu-
ras mitéticas en preparaciones citolégicas de ciertos tejidos (linfonddulos y médula ésea). Las
mitosis anormales, con alineamiento incorrecto de los cromosomas, se observan en las células
neoplasicas malignas (Meinkoth 2020, Raskin 2016).

Los cambios citoplasmaticos asociados con las neoplasias malignas, no son tan fiables ni tan
notables como los cambios nucleares. Por lo tanto, el diagnéstico de malignidad se basa, funda-
mentalmente, en los cambios nucleares. La basofilia citoplasmatica (coloracién azul intensa) se
debe a la tincién de la gran cantidad de ARN e indica un activo metabolismo celular. La vacuoli-
zacioén es una caracteristica citoplasmatica observada en ciertas células malignas. El tamafo de
las vacuolas puede variar desde muy pequefio a muy grande. En las células muy vacuoladas, el
citoplasma aparece menos basdéfilo y algunas células pueden presentar forma de anillo de sello.
La vacuolizacion no es una propiedad especifica de las células malignas; los macréfagos, células
mesoteliales, hepatocitos o células epiteliales glandulares pueden presentar un citoplasma va-
cuolado (Meinkoth 2020, Raskin 2016).

Evaluacion de los tipos celulares

En las observaciones citolégicas, los tumores se agrupan, segun sus principales caracteristi-
cas citolégicas, en epiteliales, mesenquimaticos (células fusiformes), de células redondas y de
nucleos desnudos. Estas caracteristicas incluyen su tamafio, forma y la manera en que se des-
prenden (tendencia a disponerse en forma individual o en grupos o la tendencia a desprenderse
grandes o escasas cantidades de células). Algunos tumores no presentan caracteristicas que
permitan clasificarlos segun el tipo celular.

En las neoplasias epiteliales, las células tienden a observarse en grupos, aunque algunas
pueden observarse individualmente. Las neoplasias epiteliales pobremente diferenciadas pre-
sentan células que pierden la capacidad de cohesion. Pueden observarse dispuestas en forma
acinar o ductal, lo que permite clasificar a las neoplasias como adenomas o adenocarcinomas.
Las células son grandes, con citoplasma moderado o abundante y nucleos redondos. Los nu-
cleos poseen la cromatina finamente dispersa o agrupada en gruesos cordones segun el poten-
cial de malignidad del tumor. Los nucléolos son evidentes. En las neoplasias malignas, las célu-
las, los nacleos y los nucléolos muestran variaciones de tamafo y forma. Estas modificaciones
son mas evidentes cuando se presentan en el mismo grupo celular. Estas células muestran un
marcado incremento en la relacion nucleo citoplasma (N:C). Las células epiteliales provenientes
de neoplasias benignas presentan caracteristicas similares a las normales del tejido, con eviden-
cia de algun incremento en la actividad celular. Los nucléolos pueden presentarse mas promi-
nentes, el citoplasma ligeramente mas basofilo y la relacion N:C puede aumentar ligeramente
(Meinkoth 2020, Raskin 2016).

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 36



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Las inflamaciones locales u otras irritaciones pueden acompafiarse de células epiteliales dis-
plasicas. Los cambios morfolégicos de estas células son similares a los observados en las células
neoplasicas, pero mas moderados. En estos casos es recomendable realizar una biopsia por
escision (Meinkoth 2020, Raskin 2016).

En las neoplasias mesenquimaticas, usualmente denominadas de células fusiformes, las
células tienden a observarse en forma individual. Las células fusiformes presentan “colas” o “pro-
longaciones” que se dirigen desde el ndcleo en una o dos direcciones. Su tamafio es pequefio o
mediano, con escaso citoplasma azulado, generalmente de bordes poco definidos. El nicleo de
las células mesenquimaticas es redondo u oval con cromatina finamente granular. Solo ocasio-
nalmente se observan nucléolos. Cuando el potencial de malignidad aumenta, los nucléolos se
tornan evidentes, la cromatina se dispone en forma de gruesos cordones y se incrementan la
basofilia del citoplasma y la relacién N:C. Las células van perdiendo sus formas estrelladas, fu-
siformes, alargadas y sus prolongaciones. Los diferentes tumores mesenquimaticos son dificiles
de diferenciar mediante el estudio citologico. Ademas, el tejido de granulacion produce fibroblas-
tos jovenes que pueden confundirse con células mesenquimaticas anaplasicas. En estos casos,
es necesario un estudio histopatoldgico para formular un diagnoéstico definitivo (Meinkoth 2020,
Raskin 2016).

Las inflamaciones u otras respuestas tisulares locales pueden acompanarse de células me-
senquimaticas displasicas. Los cambios morfoldgicos de estas células son similares a los obser-
vados en las células neoplasicas, pero mas moderados.

En los “tumores de células redondas”, las células son redondas, de mediano tamafio y
tienden a desprenderse como células aisladas. Aqui quedan incluidos los mastocitomas, linfo-
mas, histiocitomas, plasmacitomas y tumores venéreos transmisibles. Ocasionalmente, los me-
lanomas y los tumores de células basales pueden inclusive en esta categoria (Meinkoth 2020,
Raskin 2016).

Las neoplasias de “nucleos desnudos” se caracterizan por la presencia de nucleos libres
(sin citoplasma visible) y células separadas entre si por haber perdido su capacidad de adheren-
cia. Los extendidos citolégicos dan la apariencia de un artefacto relacionado con la fragilidad de
las células. Estas neoplasias se asocian con tumores endocrinos o neuroendocrinos. Las células
neoplasicas presentan bordes citoplasmaticos indefinidos, aunque, ocasionalmente, se observan
grupo celulares con contornos definidos. Las células son redondas o poligonales y los extendidos
son muy celulares.

El uso de estas cuatro categorias citomorfolégicas puede ayudar en la clasificacion de neo-
plasias por sus caracteristicas. Debemos recordar que estas categorias no siempre pueden apli-

carse a todas las neoplasias, tal es el caso de los tumores poco diferenciados.
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Tabla 4.1. Criterios citolégicos de malignidad.

Macrocitosis: aumento de tamano de las cé-
lulas (punta de flecha)

Anisocitosis: variacion en el tamaio de las
células (flecha)

Hipercelularidad por pérdida de adhesiéon de
las células

Pleomorfismo: variacién en el tamaio y
forma entre las células del mismo tipo

Macrocariosis: aumento de tamaio del nt-
cleo. Incremento de la relacion N:C

Anisocariosis: variacion en el tamaio nu-
clear (flechas)
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Multinucleacién: multiples niicleos en una
célula. Ademas, se debe considerar la varia-
cién en tamaiio nuclear

Incremento de las figuras mitéticas. Mitosis
atipicas o aberrantes

Amoldamiento nuclear Los nucleos adoptan
sus formas en el nucleo vecino o célula vecina

Macronucléolo: nucléolo aumentado de ta-
mano. Nucléolos multiples
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Anisonucleoliosis: nucléolos con formas
variadas. Nucléolos con bordes angulares
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CAPITULO 5
Identificacion de agentes infecciosos

Adriana Massone

En el presente capitulo se describen los criterios generales a tener en cuenta para la citologia
diagnostica en enfermedades infecciosas seleccionadas y se ilustran ejemplos representativos
de diferentes clases de microorganismos.

Los tipos de agentes infecciosos incluyen bacterias comunes, bacterias superiores, levadu-
ras, hifas fungicas, protozoos, parasitos y virus.

El tamafo, la forma y las caracteristicas de tincion son importantes en la identificacion citol6-
gica de los agentes infecciosos. Este capitulo contiene breves descripciones de los mismos, in-
cluyendo las tinciones utilizadas de rutina o especiales que permiten identificar agentes con par-

ticularidades de tincion.

Infeccion primaria e infeccion secundaria
o versus microbiota normal

Las bacterias intracelulares se observan en infecciones activas (primarias o secundarias),
mientras que las bacterias extracelulares pueden indicar una infeccidn activa, microflora normal
o contaminacién (Lane 2015).

Las bacterias intracelulares y extracelulares son indicativas de infeccién activa. También una
poblacion bacteriana monomodrfica (solo un tipo de bacteria presente) sugiere infeccion, mientras
que una poblacién mixta (cocos, bastones) puede indicar contaminacion, microflora normal o una
infeccion bacteriana mixta. Un proceso bacteriano mixto puede presentarse, por ejemplo, en in-

fecciones gastrointestinales, en heridas por mordeduras o en lesiones por cuerpos extrafios.

Bacterias

Cocos

Entre los procesos infecciosos incluimos, en primer lugar, a los abscesos bacterianos agudos

y piodermas. Estos procesos se ubican generalmente en el tejido subcutdneo y se observan
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como resultado de heridas causadas por mordeduras u otras heridas punzantes. También pue-
den observarse como manifestacion de enfermedades sistémicas. Macroscépicamente se ob-
servan como lesiones firmes a fluctuantes, eritematosas, calientes y dolorosas. Generalmente
se aprecia un exudado de color blanco amarillento.

La pioderma profunda se manifiesta como una inflamacién bacteriana que se extiende a la
dermis, con compromiso de los foliculos (foliculitis y furunculosis). La destruccién de la pared
folicular libera fragmentos de pelo y restos de queratina folicular en el tejido circundante, lo que
genera una reacciéon de cuerpo extrafo e inflamacién piogranulomatosa, con formacién de un
nodulo dérmico (Gross 2005, Raskin 2006).

Los principales agentes son cocos Gram positivos patégenos, de los géneros Staphylococcus
y Streptococcus.

Los estafilococos se presentan en grupos de 4 a 12, mientras que los estreptococos tienden
a formar cadenas cortas o largas. Estafilococos y estreptococos son aerobios. Cuando se iden-
tifican cocos en preparaciones citolégicas se deben realizar cultivos para aerobios y anaerobios,

como asi también las pruebas de sensibilidad (Figura 5.1 y 5.2).

Figura 5.1. Bacterias.

Abundantes cocos intracitoplasmaticos (flecha roja) y libres (flecha negra). Tincién 15, Biopur®. Obj. 20X.
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Figura 5.2. Bacterias.

o

AP D

Abundantes cocos intracitoplasmaticos (flecha roja) Tincion 15, Biopur®. Obj.60X.

Dermatophilus congolensis se replica por division transversal y division longitudinal, produ-
ciendo largas cadenas dobles de microorganismos cocoides azules, que se asemejan a pilas de
monedas. Estas bacterias colonizan la dermis superficial y producen lesiones costrosas. En el
material obtenido debajo de estas costras se observan facilmente estas cadenas, junto con abun-
dantes células epiteliales, restos de queratina y detritus celulares y muy escasos neutrdfilos (Al-
banese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Bastones

Actinomyces/Nocardia

La infeccién se presenta como lesiones subcutaneas tumefactas, las que posteriormente se
ulceran y exudan liquido pardo rojizo. Frecuentemente estan relacionadas con heridas penetran-
tes. Las infecciones pueden estar asociadas con signos sistémicos, incluido el piotérax.

Los microorganismos se reconocen como estructuras filamentosos caracteristicas. A menor
aumento, cuando estan presentes, los grupos de bacterias extracelulares se observan de color
azul o rojizo, inmersos en una respuesta inflamatoria compuesta por neutréfilos y macréfagos.

A mayor aumento se identifican como microorganismos filamentosos alargados, delgados

y ramificados.
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Actinomyces sp. son Gram positivos pero no acido alcohol resistentes, mientras que Nocardia
sp. son Gram positivos y variablemente acido alcohol resistente. Se recomienda realizar el cultivo
para arribar al diagndstico definitivo (Raskin 2016).

Mycobacterias

Las micobacterias son bacterias con forma de bastones, acido alcohol resistente, que se cla-
sifican en dos grandes grupos: patégenos obligados y patégenos facultativos, estos ultimos tam-
bién denominados micobacterias oportunistas o atipicas (Greene 2012).

Las bacterias del género Mycobacterium spp. no se tifien con las coloraciones de rutina (Fi-
gura 5.3). Por ello, los bastones con tincidon negativa se observan en el citoplasma de los macro-
fagos, macréfagos epitelioides y células gigantes. Ante la presencia de estas células en prepa-
rados citologicos, en las que, luego de una cuidadosa busqueda no se observan microorganis-
mos pero si imagenes negativas, deberia recurrirse a coloraciones para organismos acido al-
cohol resistentes como es la Tincion Ziehl Neelsen (Figura 5.4).

Debido a que, a menudo, son refractarios a la terapia con antibioticos y el cultivo puede de-
morar, la citologia resulta muy util para indicar rapidamente la presencia de estos microorganis-
mos (Lane 2015, Raskin 2016).

Figura 5.3. Mycobacterium spp.

Citoplasma de macrofagos con bacilos (imagenes negativas). Tincién Color Fast, Biopack®. Obj 100X.
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Figura 5.4. Mycobacterium spp.

Bacilos acido-alcohol resistentes (color rosa). Tincién Ziehl Neelsen, Britani®. Obj 100X.

Hongos

Los procesos infecciosos producidos por hongos (micosis) se caracterizan por producir lesio-
nes granulomatosas con presencia de neutrdéfilos, macréfagos, células epitelioides, linfocitos y
células plasmaticas. En algunas ocasiones, se observan solamente neutréfilos y eosindfilos.
(Gross 2005, Greene 2012).

Sporothrix schenckii

Sporothrix schenckii es un hongo dimérfico que a menudo se encuentra en forma de levadura
a temperatura corporal (37° C). La transmision es a través de la inoculacion directa por arafiazos
o mordeduras y, con menor frecuencia, por inhalacion (Greene 2012).

La respuesta inflamatoria es piogranulomatosa. En los gatos es frecuente hallar numerosas
levaduras, a diferencia de la escasa cantidad que se encuentran en caninos. Estos hongos pue-
den hallarse libres o en el interior de las células. Su forma es redonda u ovalada a fusiforme
(“forma de cigarro”), mide aproximadamente de 1 a 3 ym de ancho y de 3 a 9 ym de largo,
contienen citoplasma azul claro y pared celular delgada y transparente (Albanese 2017, Lane
2015, Raskin 2016).
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Histoplasma capsulatum

Histoplasma capsulatum es un hongo dimorfico de distribucidén mundial. EI microorganismo
crece en el suelo y material contaminado con excrementos de aves o murciélagos (guano). La
infeccion en personas y animales probablemente se produce por inhalacion de las esporas de la
fase micelial. Las infecciones pueden ser localizadas o diseminadas y los sintomas dependen
del tejido afectado. H. capsulatum se puede encontrar en la piel, linfonédulos, érganos internos,
articulaciones, médula ésea, sangre periférica, o, rara vez, en liquido cefalorraquideo (LCR).
(Greene 2012). La respuesta inflamatoria es piogranulomatosa con abundante cantidad de mi-
croorganismos en macrofagos y, ocasionalmente, en neutrdfilos.

Los microorganismos se describen como pequefias levaduras, de 2 a 4 ym de diametro y de
forma redonda a ovalada, con un nucleo excéntrico en forma de medialuna de color rosa a pur-
pura, con citoplasma azul claro y una pared celular delgada. Puede observarse un brote con un
cuello estrecho (Figuras 5.5, 5.6 y 5.7) (Albanese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Figura 5.5. Histoplasma spp.

Tincién 15, Biopur®. Obj 20X.
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Figura 5.6. Histoplasma spp.

Tincion 15, Biopur®. Obj.40X.

Figura 5.7. Histoplasma spp.
w T

Abundantes microorganismos intracitoplasmaticos en células gigantes multinucleadas. Tincién 15,
Biopur®. Obj 100X
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Blastomyces dermatitidis

Blastomyces dermaititidis es un hongo dimdrfico. La mayoria de los casos de blastomicosis
se deben a la inhalacién de esporas de la fase micelial.

Este hongo no puede transmitirse a través de aerosoles entre animales y humanos; sin em-
bargo, la inoculacion directa puede producir infecciones en humanos. La blastomicosis en perros
y gatos puede diseminarse y producir lesiones pulmonares, oculares, cutaneas y 6seas. Las
lesiones cutdneas se encuentran comunmente en la nariz y las extremidades y, por lo general,
estan ulceradas (Greene 2012).

La respuesta inflamatoria es piogranulomatosa, con variable cantidad de microorganismos.
Estos a menudo estan rodeados de neutréfilos o bien, mas raramente, pueden observarse en los
macrofagos. B. dermatitidis es de tamafio mediano, esféricos, de 5 a 20 ym de didmetro, color
azul oscuro, con una doble pared gruesa y refractaria y ocasionalmente se observa una gema-
cioén de base ancha (Albanese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Cryptococcus spp.

Las dos especies patégenas mas comunes son Cryptococcus neoformans y C. gattii. Estos
son hongos dimorficos que se encuentran en forma de levadura a 37° C, aunque rara vez se han
informado formas de hifas. C. neoformans se encuentra en todo el mundo, mientras que C. gattii
se encuentra principalmente en regiones tropicales y subtropicales.

La infeccidn de las vias respiratorias superiores es mas comun en los gatos y forma una masa
en la cavidad nasal que puede incluso invadir el seno frontal. Se pueden observar otitis media,
adenopatias mandibulares, lesiones orales y lesiones cutaneas. También puede alcanzar al sis-
tema nervioso central, ojos o incluso ser sistémico. Los perros a menudo desarrollan una enfer-
medad diseminada grave, con compromiso del sistema nervioso central, ojos, sistema urinario y
cavidad nasal. Los organismos pueden verse en aspirados de lesiones masivas y en liquido ce-
falorraquideo (Greene 2012).

En las muestras se observan principalmente macréfagos, linfocitos y neutréfilos. En el liquido
cefalorraquideo se observan eosindfilos.

Estos microorganismos poseen un polisacarido que no permite colorear la capsula o solo se
observa de un color rosa claro (“cubierta rugosa”). Es posible encontrar formas no encapsuladas.
Estos hongos son redondos, ovalados o alargados, miden aproximadamente de 4 a 15 ym sin
capsula, o de 8 a 40 uym con capsula y, ocasionalmente, se puede observar la gemacion (Figura
5.8 y 5.9) (Albanese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).
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Figura 5.8. Cryptococcus spp.

.
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Tincion 15, Biopur®. Obj.60X.
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Coccidioides spp.

La coccidioidomicosis es causada por Coccidiodes. immitis o C. posadasii. Son hongos di-
morficos que forman esférulas a 37° C, las que internamente se dividen para formar endosporas.

La enfermedad pulmonar es comun en los perros y puede diseminarse sistémicamente e in-
volucrar los huesos, ojos, corazon, pericardio, sistema nervioso central, bazo, higado y rifiones.
En los perros, las lesiones cutdneas supurativas se asocian con lesiones 6seas subyacentes. En
los gatos las lesiones 6seas son raras (Greene 2012).

La inflamacién caracteristica es piogranulomatosa y puede contener muy pocos microorga-
nismos. Estos se observan como estructuras redondeadas, azules, que miden aproximadamente
de 10 a 200 ym de diametro. Son de pared doble y contienen protoplasma finamente granular.
Las endosporas se pueden observar dentro de las esférulas, fagocitadas por neutroéfilos 0 ma-
crofagos y dispersas en el fondo. Las endosporas son pequenas, redondas u ovoides, de apro-
ximadamente 2 a 5 ym de diametro, contienen una pared delgada, citosol claro a azul claro a
purpura y nucleo exceéntrico. Las esférulas de tamafio pequefio a mediano pueden parecerse
morfolégicamente a B. dermatitidis. Sin embargo, la falta de gemacion, la variacién de tamafio
de las esférulas y la presencia de endosporas ayudan a identificar Coccidioides spp. (Albanese
2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Malassezia spp.

Malassezia spp. son un grupo de levaduras lipofilicas no micelioides, de las cuales M. pachy-
dermatis es un comensal y oportunista comun de la piel. Patégeno en perros y gatos. Los am-
bientes calidos y humedos de la piel, como como las orejas, el mentdn, las axilas, la ingle y los
pies, suelen verse afectados en los perros. (Gross 2005).

Estas levaduras son pequefias, Gram positivas, tipicamente en forma de mani o de huella
de bruja, puede ser globoso o elipsoidal (Figuras 5.10 y 5.11) (Albanese 2017, Lane 2015,
Raskin 2016).
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Figura 5.10. Malassezia spp

Abundante cantidad de microorganismos y células epiteliales queratinizadas. Tincién 15, Biopur®. Obj.20X.

Figura 5.11. Malassezia spp.

Tincion 15, Biopur®. Obj.60X
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Dermatofitos

Microsporum 'y Trichophyton spp. son hongos queratinofilicos que comunmente causan der-
matofitosis (tifia) en perros y gatos. La dermatofitosis es zoonética y se pueden observar lesiones
similares en humanos.

Las lesiones son costrosas, focales, escamosas y alopécicas y ocurren en la cabeza, patas y
cola de los animales. A partir de raspados en el borde de las lesiones activas se pueden visualizar
los dermatofitos. Se pueden identificar en preparaciones de inmersién en aceite sin tefir (con o
sin tratamiento con hidroxido de potasio al 10%), o extendidos secados al aire tefiidos con colo-
raciones de rutina. Se pueden utilizar también, para su identificacion, tincion de plata o reaccién
de acido periddico de Schiff (Gross 2005).

En algunas ocasiones puede observarse inflamacion piogranulomatosa e identificar al micelio
fungico y las artrosporas en la superficie de las células epiteliales, libres o en el interior de los
pelos (Trichophyton spp.) o en la superficie de los pelos (Microsporum spp.) (Gross 2005, Alba-
nese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Otros microorganismos

Muchos hongos y organismos similares a hongos que infectan a perros y gatos pueden formar
hifas en el tejido. Estos incluyen patégenos oportunistas (microflora comensal,por ejemplo Can-
dida albicans), y hongos saprofitos que causan zigomicosis, hialohifomicosis y eohifomicosis. Los
organismos fungicos a menudo inducen una respuesta inflamatoria granulomatosa y con muchos
eosinofilos. Aunque las caracteristicas de las hifas como el ancho, la ramificacion, tabiques, for-
macioén de pseudohifas, tincidn e imagenes negativas pueden sugerir un organismo especifico,

el diagnéstico definitivo requiere cultivo y evidencia histopatologica de invasion tisular.

Rhinosporidium seeberi

Rhinosporidium seeberi es un patégeno eucaridtico Mesomycetozoea (una clase entre hon-
gos y animales). Generalmente se encuentra en regiones tropicales y se asocia con ambientes
acuaticos (Greene 2012). La rinosporidiosis se caracteriza en perros y gatos por crecimientos
nasales polipoides con una superficie granular. Se diagnostica al encontrar endosporas maduras
redondas u ovales en exudados nasales o en improntas tisulares. Las endosporas maduras tie-
nen aproximadamente de 7 a 15 ym de diametro, se tifien de rosa brillante, con estructuras ro-
sadas intensos rodeadas de paredes celulares dobles. Pueden hallarse esporangios grandes de
100 a 450 pm (Figura 5.12 y 5.13) (Albanese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).
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Figura 5.12. Rhinosporidium seeberi.

Presencia de endosporas maduras (flecha roja) en el interior de esporangios (flecha negra). Tincién 15,
Biopur®. Obj.20X

Figura 5.13. Rhinosporidium seeberi.

Presencia de endosporas maduras. Tincién 15, Biopur®.0Obj.100X.
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Protozoos

Leishmania spp.

Los perros son el principal reservorio de Leishmania infantum (chagasi), que causa la leishma-
niasis visceral humana. Es endémica en la cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio y América del
Sur. Los flebétomos son el principal vector de transmision en areas endémicas, y solo un pequefio
porcentaje de perros infectados desarrollan la enfermedad clinica. Los organismos se pueden en-
contrar en cualquier tejido o liquido corporal. La infeccion produce lesiones cutaneas, linfoadeno-
megalia y esplenomegalia. Los amastigotes de Leishmania spp. se pueden ver en la impresién o
frotis de lesiones ulcerativas, aspirados de nédulos, linfonédulos, bazo o médula ésea, que a me-
nudo tienen inflamacion piogranulomatoso o granulomatoso (Greene 2012). Los amastigotes son
ovoides, de aproximadamente 2,5 a 5 ym de largo y de 1,5 a 2 um de ancho, y contienen un nucleo
ovalado de color rosa a purpura y un cinetoplasto pequefo, de color azul oscuro a purpura, en
forma de bastoncillo (Figura 5.14 y 5.15) (Albanese 2017, Lane 2015, Raskin 2016).

Figura 5.14. Leishmania spp.
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Presencia de amastigotes libres y en el interior de macréfagos. Tincion May Grunwald Giemsa.Obj.40X.
(Cortesia Dr. Ricardo Sanchez, ROSLAB Concordia, Entre Rios)
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Figura 5.15. Leishmania spp.
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Presencia de amastigotes en el interior de macréfagos. En esta imagen se hace visible el cinetoplasto. Tincién
May Grunwald Giemsa. Obj.100X. (Cortesia Dr. Ricardo Sanchez, ROSLAB Concordia, Entre Rios)
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CAPITULO 6
Estudio citologico de la piel

Mariana Machuca, Adriana Massone y Luciano Casas

En dermatologia veterinaria, la evaluacion citolégica es uno de los métodos complementarios
mas utilizados, pues nos permite definir procesos neoplasicos, inflamatorios e infecciosos y es-
tablecer su estirpe celular, orientando al clinico en la direccion diagnéstica apropiada. En ocasio-
nes es posible hallar agentes etioldgicos primarios, secundarios y oportunistas. Ademas, muchas
veces se puede confirmar o descartar un diagndstico presuntivo, controlar la evolucién del pro-
ceso y evaluar la eficacia del tratamiento.

La citologia cutanea habitualmente solo requiere la sujecion fisica del paciente, aunque, en oca-
siones, en pacientes inddciles o en lesiones con ubicaciones molestas para el animal, como por ejem-
plo la cara, es necesario realizar una sedacion previa a la toma de muestras. El estudio citologico de
la piel es un procedimiento incruento, rapido, sencillo de realizar, de bajo costo y que habitualmente
se utiliza en la consulta clinica diaria. Generalmente, aporta datos suficientes como para reducir la
lista de diagndsticos diferenciales y desarrollar un efectivo plan de diagndstico.

Las lesiones cutaneas son variadas, pudiendo incluir masas solidas o quisticas, erosiones,
Ulceras, pustulas, vesicula, tractos fistulosos, y procesos difusos con cambios secundarios diver-
sos. Cabe destacar que la citologia tendra valor diagndstico, solo cuando se evalua en forma
conjunta con el resto del examen fisico y otros estudios complementarios, tales como estudios

de sangre, ultrasonografias, ecografias, etc.

Preparacién de la zona y técnica de muestreo

La preparacion de la zona de la que se van a obtener las muestras y la eleccion de la téc-

nica mas adecuada, dependeran del tipo de lesion.

Tipos de lesiones

Masas

Previo a tomar una muestra se debe rasurar la zona, limpiar y desinfectar con alcohol etilico
al 70%, diacetato y gluconato de clorhexidina al 1-4% y/o iodopovidona. En masas de consisten-
cia firme se puede utilizar la puncién aspiracion con aguja fina (PAAF) con el fin de exfoliar mayor

cantidad de células. Otra opcion es realizar puncion con aguja fina (PAF). De las masas que
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contienen liquido, pueden hacerse extendidos en forma directa o bien enviarlos en un tubo con
EDTA para su citocentrifugacién y posterior extendido. Cuando una masa posee cavidades quis-

ticas y areas sélidas deben tomarse muestras de ambas (Fisher 2020).

Erosiones y ulceras

Se recomienda realizar improntas sobre la superficie de las lesiones ulcerativas o erosiones,
sin previa limpieza de la zona. A continuacion, se debera realizar una tricotomia de la zona en
animales de pelaje largo, limpiar la tlcera con solucion salina estéril, lavando secreciones y cos-
tras, para finalmente secar la lesidon con un material absorbente y tomar nuevas muestras me-
diante improntas o raspados. A diferencia de las improntas, los raspados de lesiones ulcerativas

permiten exfoliar una abundante cantidad de material (Fisher 2020).

Pustulas y vesiculas

Tanto en caninos como en felinos, es dificil encontrar pustulas o vesiculas intactas, pues son
fragiles y transitorias. Cuando se observa una vesicula, la biopsia se debe realizar de inmediato,
sin previa preparacion de la zona (tricotomia y limpieza). Con una aguja estéril, se debe punzar
la pustula o vesicula y realizar un extendido del material contenido en la aguja sobre un portaob-

jetos. Una vez realizada la punciéon, pueden hacerse improntas o raspados (Fisher 2020).

Trayectos fistulosos
Se recomienda introducir un hisopo seco o embebido en solucién salina estéril en el trayecto
fistuloso, dependiendo de si la fistula presenta o no algun tipo de secrecion. Luego se realizan

los extendidos, haciendo girar el hisopo sobre un portaobjetos limpio y seco (Fisher 2020).

Lesiones humedas o seborreicas
Las muestras se toman mediante raspados superficiales, improntas o hisopados, segun el

tipo de lesion presente (Fisher 2020).

Evaluacion citolégica

Desde el punto de vista de la citologia, las lesiones cutdneas pueden ser clasificadas como infla-
matorias (infecciosas y no infecciosas), con contenido fluido y neoplasicas. En la elaboracion de un
diagnéstico diferencial, resultan imprescindibles los datos aportados por una historia clinica completa
y, muchas veces, es de utilidad el razonamiento ordenado basado en algoritmos. Las lesiones in-
flamatorias infecciosas estan desarrolladas en el capitulo 5 (Agentes infecciosos).

Segun el o los tipos de células predominantes, las lesiones inflamatorias pueden ser primaria-
mente clasificadas como purulentas, piogranulomatosas, granulomatosas, eosinofilicas o linfoplas-

mociticas. Esta evaluacion inicial puede orientar en la busqueda de probables agentes etioldgicos.
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Lesiones inflamatorias no infecciosas

Respuesta a inyecciones, incluyendo vacunaciones

En muchos casos, la historia clinica es suficientemente orientativa, pero el examen citolégico
sirve para descartar procesos infecciosos o neoplasicos. En las muestras abundan las células mo-
nonucleares, con predominio de macréfagos o de linfocitos y células plasmaticas, segun su sitio de
extraccion. Lo mas caracteristico es la presencia de un material amorfo, homogéneo, brillante, de
color rosado intenso, tanto dentro como fuera de los macréfagos. También pueden observarse
células fusiformes reactivas, con caracteristicas citolégicas que pueden sugerir una neoplasia. Sin

embargo, su escasa cantidad es de ayuda en el diagnéstico diferencial (Fisher 2020).

Granulomas estériles de cuerpo extrano

Generalmente son piogranulomas con mezclas variables de neutréfilos y macréfagos (inclu-
yendo células epitelioides y gigantes). El cuadro citoloégico puede incluir proporciones menores
de eosindfilos, linfocitos y células plasmaticas. En algunos casos puede constatarse la presencia

de material refractario (Figura 6.1), sobre todo con el uso de luz polarizada (Fisher 2020).

Figura 6.1. Granuloma estéril de cuerpo extrafio.

Célula gigante multinucleada (flecha negra). Macréfagos y escasos neutrdfilos Material extrafio re-
fractario rodeado (flecha roja). Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.

Paniculitis

En la necrosis e inflamacion del tejido adiposo subcutaneo puede observarse una mezcla de
células adiposas, gotas lipidicas libres, macroéfagos, células gigantes y células fusiformes reacti-
vas. Las tres ultimas células pueden presentar vacuolas de tamafo variable, indicativas de in-
gestion de lipidos (Figura 6.2 A y B) (Fisher 2020).
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Figura 6.2 Ay B. Paniculitis.

A) Macréfagos y muiltiples gotas lipidicas (flechas negras). Tincién 15, Biopur®. Obj. 20X. B) Macréfagos
(flecha roja) y gotas lipidicas (flecha negra). Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.

Complejo eosinofilico
En las lesiones caracteristicas predominan los eosindfilos y granulos eosinofilicos libres,

como resultado de la ruptura celular. Los neutréfilos y macrofagos tienden a ser escasos, lo
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mismo que los fibroblastos, los que pueden presentar atipia celular, a veces marcada. En algunos
casos no se observan eosindfilos (Figura 6.3).

La presencia de gran cantidad de eosinodfilos también puede asociarse con reacciones por
hipersensibilidad, necrosis del colageno, parasitos, hongos, bacterias y neoplasias (mastocitoma,
carcinoma mucinoso). Por tal motivo, su hallazgo debe ser seguido por la extraccion de biopsias

para estudios histopatoldgicos (Fisher 2020).

Figura 6.3. Proceso eosinofilico. Granuloma eosinofilico.

Predominio de eosindfilos con escasos neutréfilos y moderada cantidad de macréfagos. Tincion 15,
Biopur®. Obj. 40X.

Lesiones con contenido fluido

Hematoma
El liquido obtenido es rojo o rojo parduzco y contiene numerosos hematies y cantidad variable
de neutrdfilos y macréfagos. Estos generalmente contienen eritrocitos intactos (eritrofagia) o he-

mosiderina. No se observan plaquetas (Fisher 2020).

Absceso

El liquido obtenido suele ser cremoso y de color amarillo, rosado o parduzco. Los extendidos
muestran una densa poblacion celular con mas del 90% de neutréfilos, escasos macréfagos y
ocasionales linfocitos. La proporcion de neutrofilos degenerados varia con la causa. Los absce-

sos debidos a inyecciones de base oleosa pueden contener material refractivo (Fisher 2020).
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Quistes serosos
El liquido obtenido es acuoso, transparente hasta amarillo parduzco y de baja celularidad. Se
observan macréfagos y células que tapizan el quiste, de forma y tamafio variable, con nucleo

central o excéntrico y citoplasma frecuentemente vacuolado (Fisher 2020).

Lesiones neoplasicas

Los tumores primarios de la piel y anexos se clasifican sobre la base de la diferenciaciéon
histopatoldgica e incluyen neoplasias y lesiones de tipo tumoral. Su alta prevalencia, y el
hecho de que sean los mas visibles y accesibles, hacen que constituyan un motivo frecuente
de consulta clinica. Sus caracteristicas citolégicas pueden ayudar a distinguir neoplasias
benignas de malignas y, en muchos casos, identificar su origen. No obstante, en la mayor
parte de los casos se hace necesario el estudio histopatoldgico para la formulacion del diag-
nostico definitivo y para la evaluacion de otros aspectos anatomopatoldgicos que contribuyen
a predecir el comportamiento biolégico de la enfermedad neopléasica.

Entre los datos aportados por el clinico que resultan de suma utilidad para una orientacién
inicial se incluyen la edad, la raza, la descripcién macroscdpica y la ubicacién, segun su locali-
zacion anatémica y la(s) capa(s) comprometidas, indicando si se trata de masas intraepidérmi-
cas, dermoepidérmicas, dérmicas o subcutaneas.

Por conveniencia, para favorecer un razonamiento secuencial y una mejor evaluacién de los

hallazgos citologicos, las neoplasias cutaneas se clasifican en:

- Tumores de células redondas
- Tumores de origen epitelial
- Tumores de origen mesenquimatico

- Tumores melanociticos

Las células tisulares en las muestras citolégicas pueden provenir de tejidos normales, hiper-
plasicos, displasicos y/o neoplasicos. Las caracteristicas generales de las células neoplasicas

se describen en el capitulo 2.

Tumores de células redondas

Los tumores de células redondas forman una categoria en forma separada, y su clasifi-
cacion se basa en su apariencia citolégica/histolégica, ya que se encuentran en forma de
células aisladas, carecen de uniones de membrana celular o adherencias de matriz extrace-
lular y presentan una forma redondeada. Por consiguiente, la morfologia de las células es la
caracteristica que las agrupa. La mayoria de los tumores de células redondas tienen un ori-

gen hemolinfatico y/o mesenquimatico. Dentro de este grupo podemos identificar:
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Tumor venéreo transmisible
Mastocitoma
Linfoma

Plasmacitoma extramedular

o &> 0 bh =

Tumores histiociticos

En el diagnéstico diferencial deben tenerse en cuenta los tumores de células basales y los
melanomas, los que, ocasionalmente, pueden presentar algunas caracteristicas citolégicas simi-
lares, fundamentalmente en la forma celular. En todos, las células se desprenden facilmente, por
lo que, generalmente, podemos encontrar abundante cantidad de células en las preparaciones.
Si los extendidos son demasiado espesos, solamente se podra observar la morfologia celular en
los bordes del preparado. Las células, al igual que las epiteliales, son redondeadas o ligeramente
ovales y de bordes netos, pero, al igual que las mesenquiméaticas, aparecen separadas entre si,
sin tendencia a formar grupos. Como regla general, las caracteristicas citoldgicas asociadas con
malignidad en neoplasias epiteliales y mesenquimaticas no son de gran utilidad para predecir el

comportamiento bioldgico de los tumores de células redondas (Jacocks 2020).

1. Tumor venéreo transmisible (TVT)

Es una neoplasia que se presenta en los caninos de diferentes partes del mundo, siendo mas
frecuente en zonas urbanas tropicales y subtropicales. La neoplasia compromete principalmente
los 6rganos genitales externos, aunque son frecuentes las localizaciones extragenitales, inclu-
yendo la piel. El origen de las células neoplasicas en desconocido, pero es transmitido por im-
plantacion de células (Hendrick 2017, Jacocks 2020).

Los extendidos presentan gran cantidad de células redondas de tamafo variable. El cito-
plasma es de moderado a abundante, azulado o escasamente coloreado, y contiene variables
cantidades de vacuolas pequefias. Los nucleos son redondos, centrales, con uno o dos nucléolos
evidentes y un patrén de cromatina finamente granular. Las figuras mitéticas son muy frecuentes
y, en algunos casos, es posible observar figuras mitéticas anormales, aunque este hallazgo no
es un criterio de malignidad en esta neoplasia. También es posible observar la presencia de
linfocitos y células plasmaticas en la neoplasia en regresion (Jacocks y col. 2020) (Figura 6.4).
Asimismo, algunos autores proponen una clasificacion, basada en la morfologia del nucleo, en
tipo histiocitoide y tipo plasmacitoide, no encontrandose aun bibliografia que permita establecer

alguna relacién de los mismos con su comportamiento biolégico.
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Figura 6.4. Tumor venéreo transmisible.
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Gran cantidad de células redondas del TVT. Figura mitética aberrante (flecha roja). Tincién 15, Biopur®.
Obj. 40X.

2. Mastocitoma

Es una de las neoplasias mas comunes en caninos y felinos. Pueden ser cutaneos, sub-
cutaneos o viscerales, observandose en los felinos un comportamiento relativamente be-
nigno en las presentaciones cutaneas. En los caninos, y para el diagndstico histopatolégico,
se han planteado gradaciones de los mastocitomas cutaneos. Las mismas se basan en las
propuestas de Patnaik y col. 1984 (grados 1, 2y 3) y de Kiupel y col. 2011 (alto y bajo grado
de malignidad), siendo esta ultima gradacion la més utilizada en la actualidad. En los mas-
tocitomas subcutdneos no se aplican gradaciones y suelen ser menos agresivos. Asimismo,
en los felinos tampoco se utilizan gradaciones (Jacocks y col. 2020). Para estudios citologi-
cos de mastocitomas caninos se ha propuesto la utilizacion de una gradacién basada en la
clasificacion de Kiupel. La misma considera a la neoplasia de alto grado cuando se observan,
al menos, dos de los cuatro criterios de malignidad (Figura 6.5) y de bajo grado cuando hay
ausencia o un solo un criterio de malignidad (Figura 6.5) (Camus y col. 2016, Kiupel 2017).

Se consideran criterios de malignidad citoldgica:

- Anisocariosis mas del 20%
- Figuras mitéticas
- Binucleacion o multinucleacion

- Pleomorfismo nuclear
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Ademas, cuando se pueden identificar bien las células neoplasicas, se los considera
como bien diferenciados. Las células son redondas, de tamafio uniforme, relativamente
grandes y contienen cantidades variables de granulos citoplasmaticos rojo purpureos, los
que pueden, en ocasiones, enmascarar la imagen del nucleo. En estos casos es mas fre-
cuente que sean de bajo grado de malignidad, aunque siempre se tienen en cuenta los
criterios antes descriptos. Como las células se rompen con facilidad, los granulos pueden
encontrarse libres entre el material de fondo. También pueden observarse cantidades va-
riables de eosinofilos. En los tumores mas indiferenciados, las células tienen menor canti-
dad de granulos y se caracterizan por un evidente pleomorfismo celular y nuclear, con cé-
lulas multinucleadas, siendo estos ultimos criterios los considerados para asignarle un alto

grado de malignidad (Jacocks 2020).

Figura 6.5. Mastocitoma de bajo grado.

Mastocitos bien diferenciados (flecha roja) con abundante cantidad de granulos citoplasmaéticos y li-
bres. Presencia de eosindfilos (flechas negras). Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.
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Figura 6.6. Mastocitoma de bajo grado.

Abundantes mastocitos bien diferenciados. Tincion 15, Biopur®. Obj. 60X).

Figura 6.7. Mastocitoma de alfo grado.
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Presencia de célula mutinucleada (flecha roja). Pleomorfismo nuclear (flecha negra). Tincion 15,
Biopur®. Obj. 60X.
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3. Linfoma

La forma de presentacion cutdnea de esta neoplasia no es tan frecuente en caninos y felinos.
La descripcion detallada de los linfomas se encuentra en el capitulo 7. Los linfomas cutaneos

pueden clasificarse como:

- Linfoma cutaneo epiteliotropico de células T
Micosis fungoide
Reticulosis pagetoide
Sindrome de Sézary
- Linfoma cutaneo no epiteliotrépico de células T o B
Linfoma periférico inespecifico
Linfoma de células T subcutaneo “similar a paniculitis”

Linfoma anaplasico de células T grandes

En los linfomas epiteliotropicos las células neoplasicas son células T, con tropismo por la
epidermis y los anexos. Estas células linfoides suelen ser uniformes con bajo indice mitético.
En los linfomas no epiteliotropicos, las células neoplasicas son células T o B, infiltran princi-
palmente la dermis y las formas linfoblasticas e inmunoblasticas son las mas frecuentes,
siendo el indice mitotico en esta presentacion de moderado a alto (Valli 2017). Cabe recordar
que, para arribar a este diagndstico, se requiere la realizacion del estudio histopatologico
(Jacocks y col. 2020, Hendrick 2017).

Para la identificacion de células linfoides, T o B, es necesaria la aplicacién de técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ) y/o inmunocitoquimica (ICQ), utilizando anticuerpos especificos anti-
CD3 para identificacién de linfocitos T y anti-CD79a y/o CD20 para linfocitos B. Asimismo, en el
estudio citolégico se pueden evaluar algunos criterios que pueden ayudar al clinico en la formu-
lacién de un prondstico de la enfermedad. Tal como se planteé en el capitulo 7, mediante el
estudio citolégico se puede clasificar al linfoma por el tamafo de las células (grandes, medianas
y pequenas) (Figura 6.8 y 6.9), comparando con el glébulo rojo y, también, aportar datos sobre

el indice mitético (alto y bajo) (Valli 2017).
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Figura 6.8. Linfoma de células pequenas.

o S

Poblacién homogénea de linfocitos pequefios. Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.

Figura 6.9. Linfoma de células grandes.
T T ’ x

Linfoblastos y cuerpos linfoglandulares (flecha negra). Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.
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4. Plasmacitoma extramedular

Es una neoplasia de las células plasmaticas, incluida en el grupo de los desordenes linfopro-
liferativos. En caninos y felinos, los tumores de células plasmaticas pueden presentarse como
mieloma multiple, generalmente originado en la médula ésea, como plasmacitoma solitario 6seo
y como plasmacitoma extramedular, el que puede ser cutaneo o no cutaneo (formas viscerales).
El plasmacitoma cutaneo solitario tiene un comportamiento biolégico mas benigno. Ademas, hay
formas diseminadas, mas agresivas, de mas frecuente presentacion en los caninos.

Las células son redondeadas, con citoplasma moderado, de color celeste, observandose ge-
neralmente un halo incoloro perinuclear que se corresponde con el aparato de Golgi, imagen que
permite identificar este tipo celular (Figura 6.10). El nucleo es oval y ligeramente excéntrico. Se
puede observar moderado grado de anisocitosis, anisocariosis y formas bi y multinucleadas. En
algunos casos, en el fondo del preparado es posible observar una matriz extracelular rosada

amorfa, que se interpreta como material de tipo amiloideo (Jacocks y col. 2020).

Figura 6.10. Plasmacitoma.

Célula trinucleada (flecha negra). Célula plasmatica con halo incoloro perinuclear (aparato de Golgi) (fle-
cha roja). Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.

5. Enfermedades histiociticas

Este grupo de enfermedades puede presentarse en felinos y en caninos. La presentacion es
diferente en cada una de las especies (tabla 6.1). Esta clasificacion es posible realizarla me-

diante el estudio histopatolégico (Moore 2017).
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Tabla 6.1. Enfermedades histiociticas en felinos y caninos.

Especie Formas de presentacion

Histiocitosis progresiva
Histiocitosis de células de Langerhans pulmonar

Sarcoma histiocitico

Histiocitoma canino

Histiocitosis de células de Langerhans cutdnea
Histiocitosis reactiva: cutanea y sistémica
Complejo sarcoma histiocitico:

sarcoma histiocitico, sarcoma histiocitico hemofagoci-

tico, sarcoma histiocitico articular y del SNC

El histiocitoma canino es una neoplasia benigna, solitaria, que ocurre en perros jovenes de
hasta 3 afios. Los preparados citoldgicos, en general, son moderadamente celulares y suele
observarse una moderada cantidad de material amorfo de fondo. Las células son grandes, lige-
ramente redondeadas, con citoplasma moderado a abundante, de color azul claro con pequefas
vacuolas. El nucleo es redondeado a oval, ligeramente excéntrico, con una indentacion o esco-
tadura semejando una forma arrifionada (Figura 6.11).

El complejo sarcoma histiocitico puede presentarse tanto en el perro como en gato, observan-
dose lesiones en la piel, tejido subcutaneo, bazo, linfonédulos, médula 6sea, sistema nervioso y
articulaciones. En las preparaciones de los sarcomas histiociticos, se observa marcada anisoci-
tosis, anisocariosis y. nucléolos evidentes. El marcado pleomorfismo celular es un hallazgo dis-
tintivo. También se observan células gigantes multinucleadas en este complejo (Figura 6.12). En
la variante hemofagocitica se encuentran frecuentemente macréfagos con fagocitosis de globu-
los rojos (Jacocks 2020, Raskin 2016).
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Figura 6.11. Histiocitoma cutaneo canino.

Células histiociticas con nucleos dentados (flecha negra). Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.

Figura 6.12. Sarcoma histiocitico.

Célula gigante multinucleada (mas de 10 ntcleos) y citoplasma granular. Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.
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Tumores de origen epitelial

1. Quistes foliculares y tumores foliculares quisticos

Se incluyen en este grupo los quistes foliculares y epidérmicos, los tumores del foliculo piloso
(tricoepitelioma y pilomatricoma) y el queratoacantoma. En general, son lesiones benignas, aun-
que los tumores del foliculo piloso, como el tricoepitelioma y el pilomatricoma, pueden ser malig-
nos, por lo que deberan ser caracterizados mediante histopatologia. En todos, el estudio citol6-
gico demuestra un predominio de células epiteliales maduras, cornificadas, individuales o en
grupos, mezcladas con detritus celulares amorfos y basofilicos, masas o laminas de queratina
(de color azul) y cristales de colesterol (Figura 6.13). Frecuentemente las estructuras quisticas
se rompen y liberan material queratinizado, pudiendo observarse inflamacion piogranulomatosa

como resultado de reacciones de cuerpo extrafio (Fisher 2020, Raskin 2017).

Figura 6.13. Quiste de origen epitelial.

Células queratinizadas maduras y cristales de colesterol (flecha negra). Tincién 15, Biopur®. Obj. 20X.

2. Tumores de células epiteliales de tipo basal

Se incluyen aqui los tumores de células basales en el gato (basalioma), el tricoblastoma (de
origen folicular) en el perro (Figura 6.14), como asi también el epitelioma y el carcinoma de cé-
lulas basales. Estas neoplasias son frecuentemente masas solitarias, firmes, alopécicas que pue-
den ser quisticas y a veces estar ulceradas. Las preparaciones suelen ser altamente celulares;

sus células son cuboidales, pequefias, uniformes, basofilicas, con nucleo grande y con tendencia
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a agruparse, inclusive con la formacion de cortos cordones o empalizadas. Las células tumorales

pueden ser pigmentadas, especialmente en el gato (Fisher 2020).

Figura 6.14. Tricoblastoma.
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Células epiteliales basales agrupadas en filas (patrén de cinta). Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.

3. Carcinoma de células escamosas

Esta neoplasia es comun, tanto en el perro como en el gato, es localmente invasiva y se
presenta generalmente en zonas despigmentadas y expuestas al sol. Son frecuentes la ulcera-
cion y la formacion de costras. El cuadro citolégico varia mucho segun el grado de diferenciacion
de cada caso. Las células de los tumores bien diferenciados pueden ser muy semejantes a las
epiteliales normales o a las displasicas que pueden observarse en dermatosis o dermatitis cro-
nicas. Los queratinocitos normales son grandes, angulosos, con una relacion N:C 1:8 a 1:10. Las
células bien queratinizadas presentan picnosis, cariorrexis o ausencia de nucleo y en los exten-
didos aparecen aisladas. En los carcinomas pueden observarse células maduras aisladas y gru-
pos de células, a veces demasiado gruesos, con distintos grados de atipia como: marcada va-
riacion de tamafio de las células, citoplasma azulado y hasta azul verdoso, el nicleo usualmente
redondo, grande y angular, con menor relacion N:C, nucléolos prominentes de distinto tamafio y
forma, dos o mas nucleos y pequefas vacuolas perinucleares. También es frecuente observar
células con nucleos inmaduros y citoplasmas ya queratinizados (Figura 6.15). Los tumores po-
bremente diferenciados pueden contener solamente ocasionales células queratinizadas, con un
predominio de células mas pleomérficas como las caracteristicas “células en renacuajo” (Figura

6.15 A). Esto a veces dificulta mucho la interpretacion citologica (de Buen de Argliero y Guzman
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Becerril, 2014). Las figuras mitéticas pueden ser frecuentes al igual que las células multinuclea-
das (Figura 6.15 B). (Fisher 2020, Raskin 2017)

Figura 6.15 A 'y B. Carcinoma de células escamosas.

A) Células cornificadas con nucleo (circulo rojo) y “células en renacuajo” (flecha negra). B) Células
cornificadas con anisocariosis y célula multinucleada (flecha roja). Tincion 15, Biopur®. Obj. 60X.
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4. Hiperplasia/adenomalepiteliomal/carcinoma de glandulas sebaceas

Estas neoplasias son comunes en el perro y menos frecuentes en el gato. Las lesiones suelen
ser solitarias, bien delimitadas, intradérmicas y multilobuladas. Las células tipicas de las glandu-
las sebaceas son grandes, de citoplasma espumoso y nucleo pequeio, central o ligeramente
exceéntrico, e intensamente coloreado. Periféricamente se ubican las células de reserva (basa-
les), no secretorias, de citoplasma azulado y relacion N:C alta, las que deben tenerse en cuenta
cuando se evaluan los criterios de malignidad (Figura 6.16). Resulta imposible diferenciar hiper-
plasias de adenomas. En los epiteliomas abundan las células pequefas y uniformes (de reserva)
y son escasas las células grandes y espumosas (Figura 6.17). Los carcinomas presentan nume-
rosos criterios de malignidad y solo unas pocas células diferenciadas con citoplasma espumoso

son las que permiten identificar el origen (Fisher 2020, Raskin 2017).

Figura 6.16. Adenoma de glandulas sebaceas.

Grupo de células sebaceas y periféricamente células basales de reserva (flecha negra). Tincién 15,
Biopur®. Obj. 60X.
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Figura 6.17. Epitelioma sebaceo.

Predominio de células epiteliales basales de reserva (flechas negras). Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.

5. Hiperplasia/adenomal/carcinoma de glandulas hepatoides (perianales)

Es una neoplasia frecuente en perros machos enteros. Puede ser solitaria 0 multiple, de lo-
calizacion generalmente perianal, aunque también se la encuentra en la cola y en el prepucio y,
menos frecuente, en otras localizaciones. Se consideran glandulas sebaceas modificadas cuya
célula tipica es similar al hepatocito, de forma poliédrica, con citoplasma grande, rojo azulado, a
veces grisaceo, finamente granular y nucleo central con uno o dos nucléolos visibles (Figura
6.17). También presentan células de reserva. La diferenciacion entre hiperplasias, adenomas y
carcinomas presenta las mismas dificultades que las mencionadas en los tumores de glandulas
sebaceas (Fisher 2020, Raskin 2017).
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Figura 6.18. Adenoma de glandulas hepatoides (perianales).

Células hepatoides tipicas y algunas células con diferenciacién sebacea (flecha roja). Tincién 15,
Biopur®. Obj. 40X.

6. Adenomal/carcinoma de glandulas sudoriparas apocrinas

Esta neoformacioén se observa mas frecuentemente en perros que en gatos, es generalmente
multilobulada, en algun caso quistica y la localizacion mas frecuente es en la cabeza y el cuello.
Las células suelen exfoliarse en pequefios grupos, con tendencia a formar acinos. Las células
son redondas o cuboidales, de mediano tamafio, de bordes difusos, con nucleo algo excéntrico
y citoplasma granular, con una o mas vacuolas secretorias. Puede resultar dificil distinguir los
tumores de glandulas sudoriparas de los de otras glandulas, como las sebaceas, y aun de los de
glandulas ceruminosas (Figura 6.19). En la zona perianal hay glandulas sudoriparas apocrinas
que se originan en el saco anal. La neoformacion es mas frecuente en perros viejos, y en general
se observan formas malignas (adenocarcinomas), siendo las caracteristicas similares a las célu-
las descriptas con numerosos criterios de malignidad, principalmente anisocariosis y macroca-
riosis (Figura 6.20) (Fisher 2020, Raskin 2017).
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Figura 6.19. Carcinoma de glandulas sudoriparas apocrinas.

Células exfoliadas formando acinos con inflamacion secundaria (neutrdfilos). Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.

Figura 6.20. Adenocarcinoma de glandulas sudoriparas apocrinas modificadas

(sacos anales).

Células con anisocariosis y citoplasma puede contener una o mas gotas de secrecion (Flecha negra).
Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.
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Tumores de origen mesenquimatico

Los tumores de origen mesenquimatico o tumores de células fusiformes son aquellos que se
caracterizan por células alargadas, de bordes difusos, con preparaciones frecuentemente poco
celulares, aunque, a veces, algunos de estos pueden exfoliar mayor cantidad de células. En
muchas ocasiones es dificil diferenciar estas neoplasias y la utilizacion de las técnicas de inmu-
nocitoquimica suelen ser de utilidad diagnéstica. En este grupo se pueden incluir el lipomal/lipo-

sarcoma, los sarcomas de tejidos blandos y el hemangiosarcoma (Fisher 2020, Raskin 2017).

1. Lipomallipoma infiltrativo/tejido adiposo subcutaneo

Es una neoplasia mas comun en perros que en gatos, siendo mas frecuente en las hembras
de edad avanzada. Puede presentarse como una masa solitaria o multiple, generalmente en
el tronco y en proximal de los miembros. Los aspirados contienen de escasa a moderada can-
tidad de lipocitos de caracteristicas normales y abundante material lipidico libre, pues las cé-
lulas se rompen facilmente. Los extendidos presentan un aspecto oleoso y brillante y con el
nuevo azul de metileno se confirma indirectamente la presencia de lipidos (el agua y la grasa
no se mezclan). Los colorantes de tipo Romanovsky contienen alcoholes que disuelven las
grasas. Los lipocitos intactos aparecen como enormes globos que pueden contener un nucleo
pequefio, condensado, desplazado hacia la membrana celular por grandes glébulos grasos
(Figura 6.21) (Fisher 2020, Raskin 2017).

Lipocitos maduros normales Tincién 15, Biopur®. Obj. 20X.
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2. Liposarcoma

Es una neoplasia poco comun, tanto en perros como en gatos. Generalmente son masas
solitarias y su localizacion mas frecuente es en la piel del abdomen. Los extendidos de los
tumores mas diferenciados pueden presentar caracteristicas algo similares a las descriptas
anteriormente, aunque con un predominio de lipoblastos con distintos grados de anaplasia.
Son caracteristicos los bordes celulares difusos y la presencia de vacuolas (glébulos lipidi-
cos) en cantidad y de tamafios variables. También pueden observarse células multinuclea-
das. Los nucleos suelen ser vesiculares, grandes, con nucléolos evidentes (Figura 6.22) (Fis-
her 2020, Raskin 2017).

Figura 6.22. Liposarcoma.

e -

Lipoblastos con macrocariosis y nucléolos evidentes (flecha negra). Abundante material lipidico libre.
Célula multinucleada (flecha roja). Tincion 15, Biopur®. Obj. 60X.

3. Sarcomas de tejidos blandos

Este grupo esta constituido por tumores mesenquimaticos dérmicos y subcutaneos, benignos
y malignos, de dificil diferenciacion citolégica y que tienden a comportarse de manera similar,
independientemente de su origen. Desde el punto de vista de la citologia es posible incluir en
este grupo las siguientes neoplasias: fibroma/fibrosarcoma, mixoma/mixosarcoma, tumor de la
vaina del nervio periférico y hemangiopericitoma. El aspecto macroscopico y la localizacion re-
sultan de gran importancia en el diagnéstico diferencial (Fisher 2020, Hendrick 2017). Las células
son fusiformes, exfoliadas principalmente en forma aislada, aunque en el hemangiopericitoma

suelen aparecer formando pequefios remolinos (Figura 6.23). Los bordes celulares son difusos,
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con nucleo grande, generalmente central y nucléolo evidente (Figura 6.24 y 6.25). En el heman-
giopericitoma es posible observar que las células presentan nucleos redondos a ovales, cito-
plasma moderado, con pequefias vacuolas, con bordes celulares poco definidos y con uno de
los extremos en forma de “velo” (Figura 6.26). Cabe consignar que los tejidos de granulacién
activos contienen numerosos fibroblastos jévenes y con rapida division, los que pueden interpre-
tarse errdneamente como indicativos de malignidad. La cantidad de figuras mitéticas por campo
(mayor aumento) en los fibrosarcomas pueden ayudar en la formulacion del prondstico. A veces
es necesario evaluar el fondo de la preparacion, por ejemplo, la presencia de abundante material
mucinoso en tumores mixomatosos o de material fibrilar rosado en los fibrosarcomas. (Fisher
2020, Raskin 2017).

Figura 6.23. Sarcoma de tejidos blandos.
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Células fusiformes con tendencia a formar remolinos. Hallazgo caracteristico de los hemangiopericito-
mas. Tincién 15, Biopur®. Obj. 20X.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 80



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Figura 6.24. Sarcoma de tejidos blandos.

Células mesenquimaticas con nucleos prominentes. Material amorfo y rosado de fondo (matriz extrace-
lular). Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.

Figura 6.25. Sarcoma de tejidos blandos.

Células mesenquimaticas pleomoérficas con macrocariosis y nucléolos evidentes. Tincién 15,
Biopur®. Obj. 60X.
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Figura 6.26. Sarcoma de tejidos blandos.

Células fusiformes exfoliadas en grupos con nucleos son ovales o redondos. Tincién 15, Biopur®. Obj.
40X. En el recuadro se observa el citoplasma en velo (Flecha negra). Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.
Estos hallazgos son caracteristicos del hemangiopericitoma canino.

4. Hemangiosarcoma

Esta neoplasia puede observarse en perros y gatos y se asocia con la exposicién a la radica-
cion solar, siendo mas frecuente en las zonas de piel fina y con escasa cubierta pilosa, como son
algunas zonas del abdomen de los caninos y de la cabeza de los felinos. Las lesiones suelen ser
ulceradas y hemorragicas. El diagndstico citolégico de esta neoplasia es dificultoso, pues las
preparaciones suelen tener muchos glébulos rojos y escasas células. Las células son fusiformes,
con pleomorfismo marcado y criterios nucleares de malignidad. En ocasiones es posible observar
eritrofagocitosis asociada con la neoplasia. (Fisher 2020, Raskin 2017). La observacion de célu-
las fusiformes, con nucleos prominentes y con distribucion lineal, que recuerdan la estructura de

un vaso sanguineo son de gran ayuda en el diagnostico (Figura 6.27).
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Figura 6.27. Hemangiosarcoma.

Células fusiformes pleomorficas. Estructura lineal que recuerda la imagen de un vaso sanguineo (Flecha
roja). Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.

Tumores melanociticos

En este grupo se incluyen el melanoma benigno, también denominado melanocitoma y el
melanoma, que es la forma maligna de la enfermedad. Este tipo de neoplasias es frecuente
tanto en perros como en gatos y se presenta generalmente en animales viejos, en forma de
masas solitarias, en cualquier region del cuerpo, aunque en perros, cuando aparecen en el dedo
o en la cavidad oral, tienen un curso clinico mas agresivo. Los aspirados contienen escasa a
moderada cantidad de células, las que aparecen aisladas o en pequeios grupos. Los citélogos
los consideran “los grandes imitadores”, pues sus células pueden ser redondas, ovales, estrella-
das o fusiformes y la melanina citoplasmatica puede ser desde imperceptible hasta tan abun-
dante que impida la observacion de cualquier detalle celular (Figura 6.28). Pueden aparecer mu-
chos granulos de melanina de color parduzco a negruzco en el material de fondo. La observacion
de varios criterios de malignidad induce a la formulacién de un diagnéstico de melanoma, pero
Su ausencia no garantiza que la neoplasia sea benigna. Debido a la existencia de otros tumores
que pueden contener melanina, a la existencia de melanéfagos en ofras lesiones cutaneas y a
la posibilidad de confusiones con otros pigmentos (hemosiderina) y células (granulos de las cé-
lulas cebadas y de queratohialina de las epiteliales escamosas), se debe ser muy cauteloso en
la interpretaciéon de los hallazgos. La melanina en los melanocitos neoplasicos se observa en
forma de finos granulos en el citoplasma, a diferencia de los melanofagos, donde la melanina se
presenta en grumos gruesos (Figura 6.28). El estudio histopatolégico deberia ser el paso si-

guiente para confirmar el diagnostico (Fisher 2020, Goldschmidt 2017, Raskin 2016).
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Figura 6.28. Melanoma.

Presencia de células pleomérficas y melanocito neoplasico con finos granulos de melanina (Flecha roja).
Recuadro: melanéfagos con vacuolas grandes repletas de melanina. Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.
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CAPITULO 7
Estudio citologico de los linfon6édulos
Ana Guzman Loza, Maria Cecilia Castellano?

y Adriana Massone

El término linfoadenopatia se refiere a cualquier anormalidad de los linfonddulos. Si bien la
linfoadenomegalia es el hallazgo mas frecuente, los cambios de consistencia, las alteraciones
de los contornos, el dolor y las modificaciones en la movilidad, también deben ser considerados
al momento de ser evaluados.

El estudio citolégico de los linfonddulos esta indicado cada vez que se perciban en ellos al-
guno de estos signos que sugieren evidencia clinica de linfoadenopatia. La misma suele ser
evidente y facil de detectar en los linfonddulos superficiales. Si es solitaria o regional suele estar
relacionada a procesos patolégicos localizados en las respectivas areas de drenaje, tales como
inflamaciones o tumores. En los linfonédulos profundos, la linfadenopatia puede ser un hallazgo
durante la palpacion profunda del abdomen o mediante estudios por imagenes. Puede relacio-
narse a neoplasias primarias, metastasicas o infecciones sistémicas. Si es generalizada, los
diagnésticos diferenciales deberan incluir neoplasias hematopoyéticas (linfomas y/o leucemias),
procesos inmunomediados (lupus eritematoso sistémico) o infecciones sistémicas de cualquier
origen. En todos los casos, el estudio citolégico de estas estructuras constituye una de las herra-
mientas mas valiosas para la evaluacion de la linfoadenopatia, permitiendo, en la mayoria de las
situaciones, definir el diagndstico. También, con el fin de reconocer metastasis potenciales y
estadificar el paciente oncoldgico, es aconsejable aplicar este método para el estudio de los lin-
fonddulos cercanos o involucrados en el area de un tumor primario, aun cuando los mismos
presenten un aspecto normal durante el examen clinico (Blauvelt 2020). Las principales indica-
ciones para la evaluacion de los linfonddulos mediante el estudio citolégico se encuentran resu-
midas en la Tabla 7.1.

Algunos de los hallazgos citolégicos que se describiran en relacion con los linfonédulos pue-

den ser aplicados también al tejido linfoide ubicado en otros sitios corporales.

Técnicas para la toma de muestras

La localizacion subcutanea y de facil acceso de muchos linfonédulos (submandibular, axilar,

cervical superficial o preescapular, inguinal superficial y popliteo) facilita la deteccién temprana
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de cambios y los hace factibles de ser analizados mediante citologia. Las muestras se obtienen
mediante la técnica de puncidn con aguja fina (PAF) y puncién/aspiracion con aguja fina (PAAF).
Para ello se recomiendan agujas 21G o 25G, para disminuir la destruccion celular y moderar la
presion ejercida durante la aspiracion debido a la fragilidad de las células linfoides. Cuando se
trata de linfonédulos superficiales, pueden abordarse directamente sin necesidad de tricotomia,
preparacién de la zona y/o anestesia. El muestreo de linfonddulos intratoracicos o intraabdomi-
nales puede requerir, en algunos casos, preparacion quirurgica del area y sedacion del paciente;
esto no es indispensable para realizar la maniobra, ya que depende del tipo de paciente y de la
facilidad de manejo del mismo. Muchas veces los linfonédulos mesentéricos o iliacos presentan
un marcado aumento de tamafo, lo que permite inmovilizarlos manualmente y tomar la muestra
sin complicaciones. En general, para el muestreo de los linfonddulos profundos, sean intratora-
cicos o intraabdominales, resulta siempre util el auxilio de la ultrasonografia para guiar la aguja
durante el procedimiento.

Cuando se presenta una linfoadenopatia generalizada, no es aconsejable tomar muestras de
los linfonddulos submandibulares como primera opcidn, debido a su constante actividad relacio-
nada con la cavidad bucal. Tampoco se deberia elegir para el muestreo aquellos linfonddulos
que presenten el mayor aumento de tamafio, ya que pueden presentar zonas de necrosis y/o
hemorragias que malogren la muestra. Los linfonddulos cervical superficial y popliteo son de facil
acceso y la mejor eleccion en estos casos (Blauvelt 2020).

Si bien la toma de muestras no es un procedimiento dificultoso, errores comunes, tales como

punzar la glandula salival submandibular o el tejido adiposo periférico, pueden ocurrir.

Tabla 7.1. Indicaciones de PAAF/ PAF y evaluacion citolégica del linfonédulo.
Indicaciones de PAAF/ PAF y evaluacién citolégica del linfonédulo
Diagnostico de enfermedades infecciosas

Diagnostico de hiperplasia o linfoadenopatia reactiva (por ej: hiperplasia reactiva generali-
zada en gatos jovenes)

Diagnéstico de neoplasia metastasica y asociacion de posible sitio primario
Diagnéstico de linfoma. De ser posible, estimando su origen

Conocimiento de la malignidad del proceso (linfoma o metastasis de mastocitoma), con el ob-
jetivo de monitorear la evolucion y respuesta a la quimioterapia

Muestreo de sitios multiples o sitios inaccesibles para cirugia para decidir medidas terapéuticas
Toma de muestras para estudios de clonalidad
Nota: Adaptada de The role of Fine-Needle Aspiration Cytology of Limph Nodules. En Blauvelt M y Messick JB 2020. The

lymph nodes. En Valenciano AC y Cowell RL, Cowell And Tyler’s Diagnostic cytology and hematology of the dog and cat.
(171-181). Fifth edition. St. Luis, USA: Elsevier. (229-246).

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 87



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Hallazgos citolégicos

Linfonédulo normal

El linfonédulo normal esta compuesto principalmente por linfocitos pequefios maduros (75%
al 85% de la poblacion total). Poseen nucleo redondo o ligeramente escotado, con patron de
cromatina condensada y un nucléolo no visible (Blauvelt 2020). El indice nucleo-citoplasma es
alto, ya que el primero ocupa casi toda la célula y el citoplasma es escaso, color azul claro (Meza
Ledn 2014). Su tamarfio es de 7 um a 10 ym (equivalente a 1 a 1,5 veces el tamafio del eritrocito).
Estas células pueden ser de estirpe B o T, no resultando posible diferenciar esto solo por su
morfologia.

Las células jovenes e inmaduras no deben superar, en conjunto (medianas y grandes), el
15% de la poblacién del linfonddulo. Reconocer estas células puede ser muy util para definir y/o
aproximar el origen de la proliferacion linfoide, ya que presentan caracteristicas particulares que
orientan a su origen (Rassel 2018).

— Centrocitos: células linfoides jovenes, pequefias a medianas, diametro nuclear 10-14 ym,

que superan el tamano de los glébulos rojos en 1,5 a 3 veces aproximadamente, nucleo
de cromatina densa, no aglomerada, con una hendidura y sin nucléolo visible. Poseen

mayor cantidad de citoplasma claro que un linfocito maduro. Son células B foliculares.

— Centroblastos: Células linfoides inmaduras intermedias a grandes, diametro nuclear 14-
21 ym, cantidad moderada de citoplasma azulado, ocasionales vacuolas citoplasmaticas,
nucleo excéntrico y redondo, cromatina laxa finamente granular, nucléolos multiples, a

menudo periféricos. Son células B foliculares.

— Inmunoblastos: células linfoides grandes, diametro nuclear hasta 28 ym, abundante cito-
plasma azul oscuro, vacuolas citoplasmaticas ocasionales, nucleo redondo, cromatina fi-

namente granular con un nucléolo central prominente. Pueden tener origen B o T.

— Linfoblastos: células linfoides inmaduras, con nucleo de limites irregulares, de cromatina
fina, de 7 a 14 ym de diametro y nucléolo poco evidente. Citoplasma color azul palido y

mas abundante que el del linfocito maduro. Origen Bo T.

— Células medias macronucleoladas: linfocitos intermedios o pequefios de diametro nu-
clear de 10 a 14 um, citoplasma azulado y abundante y nudcleo redondo, unico y central
con un nucléolo prominente. Son células B, de la zona marginal del foliculo y solo se ven

en la especie canina.

Los cuerpos linfoglandulares corresponden a restos citoplasmaticos producidos por la
apoptosis de linfocitos y son caracteristicos del tejido linfoide. Son redondos, de tamafo y forma
similar a las plaquetas, homogéneos, azul claro a celestes. Si bien se relacionan generalmente

con procesos patolégicos del linfonddulo, pueden hallarse en linfonédulos sin alteraciones.
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También pueden aparecer, por errores en la aspiracion o en la extension del material, nucleos
desnudos y tumefactos, los cuales se ven de color rosa uniforme. Estos restos celulares libres
no tienen significacion y no deben confundirse con células inmaduras.

Se pueden observar células plasmaticas (menos del 3%), y sus precursoras. Las células
plasmaticas poseen nucleo pequeio, redondo, con cromatina condensada. El citoplasma es
abundante, de color azul oscuro y con una zona clara perinuclear, la que se corresponde con la
zona del aparato de Golgi. Se relacionan con procesos de respuesta humoral o con procesos
neoplasicos de origen B. Las mismas se encuentran en los cordones medulares del linfonddulo.

Los macréfagos poseen abundante citoplasma con vacuolas y restos celulares en su interior,
lo que da su apariencia de “cielo estrellado”.

Los histiocitos y las células endoteliales, comunes en los linfonddulos, raramente son aspira-
dos intactos.

Las células inflamatorias, neutréfilos, eosindfilos y/o células cebadas no deben superar el 1%.

Tres procesos generales pueden ser analizados mediante la citologia y pueden ser causales
de linfoadenomegalia en uno o varios linfonddulos: hiperplasia reactiva, inflamacién y neoplasia

(primaria o metastasica).

Tabla 7.2. Células en un aspirado de linfonédulo normal.

SUBTIPO CELULAR PORCENTAJE ORIGEN

Linfocitos pequefios Mayor al 80% T/B

Centrocitos 10% B folicular

Centroblastos 1al 5% B folicular

Inmunoblastos 1al 5% T7B

Linfoblastos Menor al 1% T/B

Células medias macronucleoladas Menor al 1% (solo en perros) B zona marginal

Células plasmaticas Menos del 2% B cordones medulares

Células en flama Menos del 1% B cordones medulares

Células de Mott Menos del 1% B cordones medulares

Dendriticas Menos del {% Foliculo

Interdigitantes Menos del 1% Paracorteza

Macréfagos Menos del 2% Paracorteza y senos

medulares

Inflamatorias Menos del 5% Neutréfilos Eosindfilos

Menos del 3% y Mastocitos

Nota: Adaptada de Subtypes of cells that may be identified en cytologically normal limph node sam-

ples. En Comazzi, S y MacNeill, AL (2017). Cytology of lymphoid tissues. En Barger AM y MacNeill AL, Small animal
cytologic diagnosis. (209-239). First edition. Boca Raton, USA: Taylor & Francis Group.
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Hiperplasia reactiva

A veces no existe una clara diferencia entre la imagen citolégica de un linfonédulo normal y
uno reactivo. El punto de discusién es, precisamente, esta diferenciacion, ya que la mayoria de
los linfonddulos son reactivos en cierto grado. En ambos, el tipo celular predominante es el linfo-
cito pequefio y maduro. Las células plasmaticas, en el linfonddulo reactivo, pueden representar
entre el 5% y el 10 % de la poblacion celular (Figura 7.1). Algunas de estas células, muy activas
(células de Mott), pueden estar repletas de corpusculos esféricos, escasamente coloreados cen-
tralmente y con borde neto de color azul violaceo. Los mismos se denominan cuerpos de Russell
y representan la secrecién de inmunoglobulinas. También pueden observarse las células en
flama, caracterizadas por su borde citoplasmatico rosa brillante.

Ademas, se puede observar un aumento en la cantidad de linfocitos inmaduros, llegando hasta el
15 %, y aun hasta el 25%, de la poblacién celular (Blauvelt 2020). El aumento de centroblastos, cen-
trocitos y células plasmaticas es indicativo de una hiperplasia folicular con respuesta humoral a una
estimulacién antigénica. El incremento de células pequeias, con forma de “espejo de mano”, puede
asociarse a una hiperplasia paracortical por respuesta de tipo celular. En ambos casos el diagnostico
diferencial es la proliferacion neoplasica y debera relacionarse lo observado con el cuadro clinico, si
bien pueden ser necesarios estudios histopatoldgicos o, inclusive, de marcacion especifica mediante
técnicas de inmunohistoquimica para el diagnostico definitivo del proceso.

Acompafiando a estas células, se observan cuerpos linfoglandulares. Los macréfagos supe-
ran el 2% (Meza Ledn 2014).

La linfoadenopatia por hiperplasia reactiva puede ser localizada o generalizada, relacionada
con infecciones por virus de la leucemia felina, virus de la inmunodeficiencia felina, Mycoplasma
haemofelis, Ehrlichia canis.

En gatos (jovenes principalmente) a veces puede ser dificil distinguir la hiperplasia reactiva del
linfoma. En estos casos se sugiere realizar el estudio histopatolégico y, en forma complementaria, la
inmunohistoquimica (IHQ) y/o inmunocitoquimica (ICQ), lo que permite determinar el fenotipo T o B
del infiltrado. En otros paises se utilizan técnicas de PCR (PARR= PCR de reacomodacion de recep-

tores de antigenos) para determinar la clonalidad de las células (Blauvelt 2020).

Linfoadenitis

Puede ser primaria o secundaria; en la primera, el linfonddulo en si mismo esta inflamado o
necroético, mientras que en la segunda existe un proceso inflamatorio o necrético en el area de
drenaje. El aumento de tamafo del linfonédulo puede ir acompanado de dolor y, en el estudio
citoldgico, se caracteriza por la presencia de células inflamatorias: neutréfilos, eosindéfilos y ma-

crofagos solos o asociados, lo que permite clasificarla en:
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— Supurativa: se observan linfocitos y neutréfilos (mas del 5%), algunos con cambios dege-
nerativos, también detritus celulares y estructuras bacterianas. La mayoria de las infeccio-
nes bacterianas produce una respuesta inflamatoria con neutréfilos (exudado purulento)
(Figuras 7.2y 7.3).

Figura 7.1. Hiperplasia reactiva.

Linfocitos intermedios y grandes (flechas negras), células plasmaticas (flechas rojas) y macrofagos (fle-
cha amarilla). A) Tincién 15, Biopur®. Obj. 20X B) Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.
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— Piogranulomatosa: se observan neutréfilos y macrofagos en similar porcentaje.

— Granulomatosa: predominan los macréfagos gigantes multinucleados y células epitelioi-
des. Los macréfagos aumentan en la inflamacion, pero también lo hacen en la hiperplasia
y, ocasionalmente, en las neoplasias. Las células epitelioides se caracterizan por presen-
tar un citoplasma rosado con pequefias vacuolas y escasos restos celulares. También

pueden contener microorganismos. Estas células se encuentran agrupadas.

Algunos microorganismos tales como Mycobacterium spp., Cryptococcus spp. (Figura 7.4),
Toxoplasma spp. Histoplasma spp. y Leishmania spp. producen esta respuesta.
— Eosinofilica: se observan eosindfilos en un porcentaje mayor al 3%. En procesos alérgi-
cos de la piel y tracto respiratorio y digestivo se pueden hallar eosindfilos en el aspirado
de los linfonddulos satélites.

Figura 7.2. Linfoadenitis supurativa.

Neutrdfilos (mas del 5%) y linfocitos intermedios y grandes. Tincion 15, Biopur®. Obj. 20X.
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Figura 7.3. Linfoadenitis supurativa.

Neutrofilos (mas del 5%) y linfocitos intermedios y grandes. Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.

Linfoma

Los linfomas son las neoplasias hematopoyéticas mas frecuentes en los caninos, siendo, en
esta especie, la presentacion multicéntrica la mas vista. Se caracterizan en la citologia por la
presencia de linfocitos inmaduros. Cuando estos constituyen mas del 50 % de la poblacion total,
generalmente excediendo el 80%, se formula el diagndstico de linfoma sin mayores inconvenien-
tes. En este tipo de tumores la citologia permite confirmarlo en el 90% de los perros y en el 70%
de los gatos, por lo cual es un punto esencial del proceso diagnéstico. En los estadios iniciales
de la enfermedad, y en casos con tratamiento previo con corticoides, la cantidad de linfocitos
inmaduros es mucho menor y, por lo tanto, el diagnéstico es mas dificil. Los linfocitos neoplasicos
pueden ser mas grandes que los neutrdéfilos, con nucleo grande y redondo, cromatina nuclear
dispersa y nucléolo evidente, con alteracion de la relacion nucleo-citoplasma. El citoplasma color
azul intenso o azulado y finamente vacuolado puede tener una notoria zona perinuclear mas
clara. Las mitosis son mas numerosas que en la hiperplasia. La presencia de macréfagos con
material fagocitado indica una intensa proliferacion y apoptosis. Los cuerpos linfoglandulares son

mas numerosos que en la hiperplasia (Figura 7.5).
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Figura 7.4. Linfoadenitis granulomatosa por criptococosis.

A) Macrofagos (flechas negras) y Cryptococcus neoformans (flechas rojas). Tincién 15, Biopur®.
Obj.20X. B) PAS positivo, se ve de color rosa intenso la gruesa capsula. Tincién PAS. Obj. 60X.
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La apariencia morfoldgica de las células neoplasicas y el indice mitético pueden utilizarse
para clasificar los linfomas. En la actualidad, en medicina veterinaria, se aplican pautas pro-
venientes de dos clasificaciones para linfomas utilizadas en medicina humana y que contri-
buyen a la prediccion del comportamiento biolégico. Si bien existen otros parametros des-
criptivos que se utilizan para la clasificacion de los linfomas, se considera que los siguientes
son los de mayor utilidad.

Estimacion del indice mitético mediante la observaciéon de cinco campos (Objetivo 40X):

— [ndice mitético bajo: 0-1 figuras mitéticas
— [ndice mitético moderado: 2-4 figuras mitéticas
— Indice mitético alto: 5 o mas figuras mitéticas
Determinacion del tamano celular en comparacién con el del glébulo rojo:
— Pequerio: 1 a 1,5 veces el tamafio de un glébulo rojo
— Mediano: 1,5 a 2 veces el tamafio de un glébulo rojo
— Grande: 3 veces 0 mas el tamafo de un glébulo rojo (Figura 7.5)

Forma del nucleo: escotado o no escotado, redondo, pleomérfico, binucleado

Patréon de cromatina: granular, fina o gruesa, condensada, en agregados o en acumulos

Nucléolos: cantidad, tamafio y disposicion

Citoplasma: cantidad, color, presencia de granulos, prolongacion semejando un “espejo
de mano” (Figura 7.6)

El grado de malignidad de la neoplasia en caninos se establece mediante la determinacién
del tamario celular y del indice mitético en la observacion histopatolégica

— Bajo grado de malignidad o indolente: bajo o medio indice mitético y tamario celular
pequefio

— Alto grado de malignidad: alto indice mitético y tamafio celular mediano a grande

— Los linfomas felinos son considerados en dos grupos principalmente relacionados con
el tamafo celular, linfoma linfocitico (bajo grado) y linfoma linfoblastico (alto grado).
Existe un tercer tipo, el linfoma granular, caracterizado por la presencia de granulos en
el citoplasma. Este tipo de linfoma es de localizacion intestinal, altamente agresivo y de
mal pronéstico. Estos granulos no se tifien con Tincidn 15, necesitando tincién de
Giemsa para ponerlos en evidencia.

Si bien la mayoria de los linfomas caninos y felinos son de tipo no Hodgkin, de acuerdo con
la clasificacion en medicina humana, en la especie felina y, en menor medida, en los caninos
también puede presentarse un linfoma tipo Hodgkin identificable por la presencia de las células
de Reed-Sternberg. Estas células son binucleadas con macrocariosis y un gran nucléolo en cada
uno, similar a ojos de la lechuza (Blauvelt 2020) (Figura 7.7). Ademas, pueden identificarse gran-
des células atipicas (linfocitos B) cuyos nucleos recuerdan a “pochoclos” (Valli 2007). Este tipo
de linfoma generalmente compromete uno o varios linfonédulos de la cabeza o cuello y se con-

sidere indolente ya que presenta sobrevida mayor a un ano en los animales afectados.
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Figura 7.5. Linfoma de células grandes.

Células linfoides inmaduras y grandes, abundantes cuerpos linfoglandulares (flecha negra). Tincién 15,
Biopur®. Obj.60X.

Figura 7.6. Linfoma de células medianas.

Células linfoides inmaduras y numerosas “células en espejo de mano” (flecha negra) y mitosis (flecha
roja). Tincién 15, Biopur®. Obj.40X.
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Figura 7.7. Linfoma tipo Hodgkin.

-

Células linfoides inmaduras y la presencia de células de Reed- Sternberg (flecha negra). Tincién 15,
Biopur®. Obj.40X.

La citologia suele ser suficiente para establecer el diagndstico de linfoma en perros. En gatos
a veces no es posible formular un diagnéstico definitivo en linfomas linfociticos, pero si en linfo-
mas linfoblasticos y granulares. Si bien los hallazgos citoloégicos confirman el linfoma, se debe
recordar que no todas las neoplasias linfoides son iguales, ya que se originan de diferentes ex-
pansiones clonales en determinadas areas del linfonddulo, lo cual les confiere caracteristicas
particulares. La determinacién inmunofenotipica permite mediante el uso de anticuerpos especi-
ficos (CD 3 para linfocitos T y CD79a para linfocitos B), establecer su origen. La variedad del
subtipo celular, sumado al comportamiento clinico, se relaciona con la respuesta al tratamiento
y el prondstico. La aspiracion de la médula 6sea es recomendable para estadificar al paciente
con linfoma con mayor precision y evaluar las lineas hematopoyéticas (Blauvelt 2020).

Metastasis

La presencia de células que normalmente no se encuentran en el linfonédulo o el aumento
de ciertos grupos celulares (células cebadas) orientan hacia el diagnéstico de una metasta-
sis. Los carcinomas pueden dar origen a metastasis en los linfonddulos satélites. En estos
casos, las células epiteliales se observan solas o en grupos, son grandes y no guardan simi-

litud con las células propias de los linfonédulos. Los melanomas también pueden producir
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metastasis en los linfonédulos. En estos casos, los melanocitos se distinguen por los pig-
mentos granulares pardonegruzcos de sus citoplasmas. Estas células deben diferenciarse
de macrofagos que han fagocitado melanina proveniente de tejidos pigmentados correspon-
dientes al area de drenaje del linfonddulo. Los melanocitos o los melanéfagos pueden con-
fundirse con macrofagos con hemosiderina en su interior. Los granulos de hemosiderina tien-
den a ser variables en tamafio, de color azul intenso a negruzcos, grandes en relacion con
los granulos de melanina. Las metastasis de sarcomas se caracterizan por la presencia de
un numero variable de células fusiformes (Figura 7.8).

También podemos hallar células cebadas provenientes de un mastocitoma. Mas del 3 %
de células cebadas sugiere la presencia de neoplasia. En los mastocitomas mas indiferen-
ciados (grados Il o Ill), la mayoria de las células son grandes, con escasos granulos en su
interior. En el aspirado de linfonédulos se pueden hallar células provenientes de un tumor

venéreo transmisible.

Figura 7.8. Metastasis de neoplasia mesenquimatica.

Grupo de células de origen mesenquimatico en el linfonédulo. Tincién15, Biopur®. Obj. 60X.

La sensibilidad en la deteccion de una escasa cantidad de células metastasicas puede incre-

mentarse con el uso de inmunohistoquimica. (Blauvelt 2020).
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CAPITULO 8
Estudio citologico de la cavidad nasal

Gonzalo Julian Madariaga y Sebastian Iveli

La evaluacién citolégica de la cavidad nasal provee informacion de gran valor diagndstico, la
que, cuando se correlaciona con la historia clinica, los hallazgos clinicos y los estudios de ima-
genes, influye directamente en el manejo del paciente con signos de enfermedad de las vias
aéreas superiores o deformidad facial (Burkhard 2016).

Muchas veces la toma de muestras de la cavidad nasal es, por sus caracteristicas anatéomi-
cas, un verdadero desafio. Las indicaciones para el estudio citolégico incluyen las descargas
nasales cronicas o recidivantes, la epistaxis y la presencia de masas intranasales, con o sin
deformacion facial o exteriorizacion de las mismas por los orificios nasales.

La realizacion de otros métodos complementarios, previos al estudio citoldgico, nos permite
ubicar mejor la lesion. Asi, los estudios radioldgicos, la TAC (tomografia axial computada), la RM
(resonancia magnética) o la endoscopia brindan informacion valiosa a la hora de definir el mé-
todo de obtencion de la muestra. La administracion de antibiéticos durante la semana previa al
estudio citoldgico reduce los procesos infecciosos e inflamatorios locales que pueden dificultar

la interpretacion de los hallazgos citologicos

Técnica para la toma de las muestras

Las muestras para citologia pueden obtenerse de distintas formas: hisopados nasales, la-
vados nasales, aspiracion con catéter, puncién con aguja fina (PAF) o puncion aspiracién con
aguja fina (PAAF).

Hisopado nasal: es la técnica mas sencilla para la obtencion de muestras dentro de la cavidad
nasal. Se coloca el hisopo dentro de la misma a través del ollar o narina y se lo gira repetidas
veces a medida que contacta con la superficie para luego realizar los extendidos, haciéndolo
rodar sobre un portaobjetos. Esta técnica poco invasiva nos permite tomar muestras de la porcion
rostral de la cavidad nasal. Es apta para tomar muestras de exudado y lesiones superficiales,
aunque no es adecuada para procesos que ocurren mas profundamente y pueden quedar en-
mascarados por células de la inflamacion e infecciones bacterianas secundarias (Wellman 2020).

Lavados nasales: esta técnica requiere que el paciente esté anestesiado e intubado. Se in-

serta un catéter blando (cuya longitud se estima previamente midiendo desde el ollar hasta el
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angulo medial del ojo) hasta la Idmina cribosa del etmoides. Una vez colocado el catéter, se le
acopla una jeringa de 10 ml con solucién fisiolégica o Ringer lactato estériles y se expulsa el
contenido a través del mismo para luego, sin desacoplar la jeringa, aspirar el liquido previamente
expulsado. La maniobra de expulsar y aspirar el liquido se repite hasta que veamos un cambio
notorio de coloracién o de densidad. Una vez obtenida la muestra, se retira el catéter, se des-
acopla la jeringa, se coloca una gota sobre un portaobjetos y se realiza el extendido tipo frotis.
Si el liquido obtenido es translucido, se centrifuga durante 5 minutos a 1500 rpm, se retira el
sobrenadante y se realiza otro extendido resuspendiendo el sedimento. Se pueden realizar varios
extendidos para tinciones especiales (Gram, PAS). Si se obtuviera algun fragmento de tejido, se
pueden realizar improntas sobre un portaobjetos, remitiéndose, asimismo, el material para su
estudio histopatoldgico fijado en formol al 10% (Wellman 2020).

Aspiracién con catéter: para realizar esta técnica, el paciente debe estar sedado o aneste-
siado. Puede utilizarse como catéter una sonda urinaria de tipo Tomcat®; la misma se corta en
su extremo con un bisel a 45°, para que sea cortante. La sonda se acopla a una jeringa de 10 ml
y se aspira varias veces a medida que avanza hacia el interior de la masa. Luego se retira y se
realiza el extendido sobre un portaobjetos. Si se obtuvieran trozos de tejido, seguir el procedi-
miento anteriormente descripto.

PAF o PAAF: estas técnicas se utilizan cuando se exhibe la neoformacién a través del orificio
nasal o a través del hueso nasal danado (zona de ostedlisis), realizandose puncién, con o sin
jeringa, segun la densidad del tejido. Se recomienda, ademas, realizar la PAF o PAAF del linfo-
nddulo mandibular, aunque se halle normal a la palpacion, ya que muchas veces la citologia del
mismo permite, no solo el diagndstico, sino también la estadificacion de la neoplasia.

En general, utilizando técnicas mas invasivas y agresivas se logra obtener muestras mas
representativas, mientras que con las técnicas no invasivas solo en la mitad de los casos se

obtiene material Gtil para realizar un diagnéstico. (Burkhard 2016)

Hallazgos citolégicos normales

El epitelio que recubre la cavidad nasal normal varia segun la localizacion dentro de la misma.
Es por ello que las células obtenidas de la porcidon mas rostral de la cavidad nasal son epiteliales
escamosas redondas a poligonales exfoliadas en forma individual y pueden estar queratinizadas
(narinas y orofaringe) (Figura 8.1). A partir de los cornetes nasales pueden obtenerse células
columnares del epitelio respiratorio tipico (células cilindricas ciliadas y células caliciformes (sin
cilias)), exfoliadas en forma individual y en pequefios grupos (Figura 8.2). Las células basales
son redondas, pequenas y con citoplasma azul. La presencia de bacterias, adheridas a la super-
ficie de las células epiteliales, en poca cantidad, y en ausencia de neutrdéfilos, es un hallazgo
normal (Burkhard 2016). Una de ellas es una bacteria gram negativa, con forma de bastén, que
se dispone en pilas de monedas, llamada Conchiformibius spp. (anteriormente Simonsiella spp.)
(Wellman 2020).
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Figura 8.1. Células epiteliales queratinizadas.

Presencia de Conchiformibius spp. Tincién 15, Biopur®. Obj.100X.

Figura 8.2. Células cilindricas ciliadas.

Tincion 15, Biopur®. Obj.40X.
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Inflamacion

Los procesos inflamatorios de la cavidad nasal pueden tener un origen infeccioso o no infec-
cioso. Las rinitis no infecciosas incluyen cuerpos extrafios, rinitis alérgica, rinitis linfoplasmocitica
y pélipos nasales.

Las rinitis bacterianas primarias son poco comunes en perros y gatos. Las infecciones bacte-
rianas suelen ser secundarias y ocasionadas por flora mixta. Los extendidos se caracterizan por
el predominio de neutrdfilos, poblaciones homogéneas de bacterias intracelulares o libres y una
cantidad variable de macréfagos. Sin embargo, aun con estos resultados, no pueden descartarse
procesos tales como infecciones virales o micoéticas, cuerpos extrafios o neoplasias.

Las rinitis alérgicas se caracterizan por un predominio de eosinofilos y cantidad variable de
neutrofilos y células epiteliales del tracto respiratorio (Wellman y Radin, 2020).

Las infecciones micéticas son raras y pueden ser ocasionadas por Aspergillus spp, Penicillium
spp, Histoplasma capsulatumy Cryptococcus neoformans. Generalmente se observan estructu-
ras filamentosas (hifas), en ocasiones sin afinidad por los colorantes, que corresponden a Asper-
gillus o Penicillium y no pueden diferenciarse, excepto mediante cultivo. Para poner en evidencia
las hifas pueden realizarse coloraciones especiales como nuevo azul de metileno, PAS o Grocott.
En los extendidos se encuentran cantidades variables de macréfagos y neutréfilos como parte
de la respuesta piogranulomatosa. Los histoplasmas son hongos dimérficos que generalmente
se observan como levaduras pequefias, de 2 a 4 um de diametro, redondas a ovales con un
nucleo excéntrico en forma de medialuna (Figura 8.3). Los criptococos se observan como orga-
nismos redondeados, de 4 um a 15 pym de diametro (sin capsula), rodeados por una capsula que
se visualiza como un halo claro, alcanzando un diametro total de 8 a 40 um (Lane 2020) (Figura
8.4). En la Tabla 8.1 se enuncian los hongos dimodrficos mas frecuentes y las caracteristicas mas
distintivas para su identificacion.

La rinosporidiosis es una infeccion causada Rhinosporidium seeberi, un patégeno eucariota
que pertenece a la clase Mesomycetozoea dentro del Reino Protista, que se encuentra en regio-
nes tropicales y asociadas a ambientes acuaticos. Se caracteriza por producir lesiones polipoides
en cavidad nasal y tracto respiratorio. En el exudado nasal se observan multiples endosporas
redondeadas, de 7 a 15 pm de diametro, rosa brillante, con glébulos eosinofilicos en su interior,
y rodeadas por una pared de doble capa. En ocasiones pueden, ademas, observarse grandes
esporangios (100 a 450 yum de diametro) con endosporas inmaduras en su interior (Lane 2020).

Cuando el proceso obedece a la presencia de cuerpos extrafios (generalmente vegetales),
estos pueden ser ocasionalmente vistos durante el examen microscépico. No obstante, en ge-

neral, solo pueden reconocerse células caracteristicas de la inflamacién crénica secundaria.
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Figura 8.3. Histoplasma spp.

Abundantes microorganismos intracitoplasmaticos en células gigantes multinucleadas Tincion 15,
Biopur®. Obj 100X.

Figura 8.4. Criptococcus spp.

Tincién 15, Biopur®. Obj.40X.
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Tabla 8.1 Hongos dimérficos comunes que forman levaduras en el tejido.

Levadura
Levaduras pequenas

Sporothrix schenckii

Histoplasma capsula-
tum

Levaduras medianas

Blastomyces dermatiti-
dis

Cryptococcus spp.

Levaduras grandes

Coccidioides spp.

Caracteristicas distintivas de la levadura

* Redondo, ovalado a fusiforme (en forma de cigarro)
*1a3pumde ancho x 3 a9 um de largo

» Citoplasma azul claro, nucleo excéntrico de rosa a purpura, pa-
red celular delgada y transparente

* Brotacion de base estrecha

* Redondo a ovalado, NO fusiforme

* 2-4 ym de didmetro

» Citoplasma azul claro a medio; nucleo excéntrico en forma de me-
dia luna, de color rosa a purpura; delgada pared celular clara

* Brotacion de base estrecha

» Formas raras de hifas en tejido

« Esférico

* 8-20 ym de diametro

* Azul intenso, con pared doble gruesa y refractaria
* Brotacion de base amplia

* Formas raras de hifas en tejido

* Redondo a ovalado a alargado

* 4-15 um de diametro sin capsula; 8—40 um de diametro con cap-
sula

* Rosa a purpura y granular con capsula gruesa, incolora a rosa
claro; las formas recubiertas rugosas carecen de la capsula

* Brotacion de base estrecha

» Formas raras de hifas

Esférulas:

* Redondo

* 10-200 ym de diametro

* Protoplasma azul, a menudo doblado o arrugado
* Endosporulacion

Endosporas:

* Redondo a ovoide

* 2-5 ym de didmetro

+ Citoplasma de claro a azul claro, nucleos excéntricos de azul os-
curo a purpura, pared celular transparente y delgada

Nota. Adaptado de Common Dimorphic Fungi That Form Yeasts in Tissue, de Laura V. Lane y col., 2020, Selected
infectious agents. En Valenciano AC y Cowell RL, Cowell and Tyler’s diagnostic cytology and hematology of the dog and
cat, (44-64) Fifth Edition. St. Louis, USA: Elsevier.
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Neoplasias

Las neoplasias primarias de la cavidad nasal son poco comunes en perros y gatos. Los tu-
mores benignos (adenoma, papiloma, fiboroma, condroma, osteoma y leiomioma) son raros y di-
ficiles de diagnosticar mediante el estudio citologico.

La mayoria de las neoplasias son malignas y localmente invasivas, pero las metastasis son
raras. Las neoplasias de origen epitelial (adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas y
carcinomas indiferenciados) son mas frecuentes que las de origen mesenquimatico (condrosar-
coma, osteosarcoma y fibrosarcoma). Los tumores de células redondas mas frecuentes son el
tumor venéreo transmisible, el linfoma y el mastocitoma. Esporadicamente fueron reportados el
carcinoma adenoescamoso, el leiomiosarcoma, el sarcoma histiocitico, el hemangiosarcoma, el
liposarcoma, el melanoma, el plasmacitoma y los carcinoides (Wellman 2020).

Los adenocarcinomas exfolian células redondas a poligonales dispuestas en grupos que pre-
sentan un patrén acinar. Las células suelen presentar anisocitosis, anisocariosis, cambios en la
relacion N:C y citoplasma basdfilo con cantidad variable de vacuolas claras o una gran vacuola.
Los nucleos son redondos, ligeramente irregulares, de cromatina en hebras gruesas y uno o
multiples nucléolos.

Los carcinomas de células escamosas presentan caracteristicas citologicas similares a las
descriptas en otras localizaciones y son localmente invasivos, pudiendo causar ostedlisis.

Los condrosarcomas son mas frecuentes en perros jévenes. Los aspirados suelen tener abun-
dante matriz extracelular amorfa eosinofilica, que recuerda al cartilago, y baja celularidad. La
presencia de uno o varios condrocitos dentro de espacios lacunares cartilaginosos es una carac-
teristica distintiva de esta neoplasia. Las células son redondas a ovales, con nucleo redondo a
oval. Ocasionalmente puede haber células binucleadas, y cromatina granular, nucléolos multiples
y abundante citoplasma vacuolado.

Los extendidos de osteosarcomas pueden presentar escasa a abundante cantidad de células
exfoliadas en forma individual. Las células son redondas a ovales, con nucleo redondo a oval,
excéntrico, de cromatina finamente granular, con uno o mdltiples nucléolos prominentes, y abun-
dante citoplasma basofilico que en ocasiones presenta granulos irregulares de color rosado.
Pueden observarse cantidades variables de osteoclastos multinucleados y matriz extracelular
eosinofilica (matriz osteoide).

El tumor venéreo transmisible (TVT) es una neoplasia frecuente en los genitales externos,
aunque puede ocurrir en otras areas del cuerpo, incluyendo la cavidad nasal (Figura 8.5). En la
presentacion extragenital las células no son tan tipicas como en el TVT genital (ej. vacuolas
menos evidentes) dificultando la diferenciacion de otras neoplasias de células redondas y carci-
nomas pobremente diferenciados. Habitualmente, en los extendidos también se observan células

normales de la cavidad, células inflamatorias y detritos celulares.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 106



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Figura 8.5. Tumor venéreo transmisible.

Tincién 15, Biopur®. Obj.40X.
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CAPITULO 9
Estudio citologico de las cavidades oral
y orofaringea

Nicolas Guido, Sebastian Iveli, Natalia Caggiano

y Mariana Machuca

El sencillo abordaje de la cavidad oral facilita la recoleccién de muestras para estudios citold-
gicos, aunque las tonsilas representan una excepcion, ya que su posicion en el extremo aboral
de la boca dificulta el acceso para este tipo de procedimientos. Si bien esta técnica permite for-
mular, en muchos casos, un diagnédstico definitivo, facilitando el establecimiento de un prondstico
y un tratamiento adecuados, en otros solo posibilita acotar la lista de diagnésticos diferenciales
0, en ultima instancia, elegir un método complementario mas concluyente. Esta indicada, princi-
palmente, para la evaluacion de lesiones sobreelevadas (masas y placas), Ulceras, trayectos

fistulosos y tonsilas aumentadas de tamafio (Bernreuter 2020).

Técnicas para la toma de muestras

Para realizar una técnica correcta y segura, en pacientes inddciles, se recomienda la sedacién
o la anestesia (Schappa Faustich 2021), mas aun si se requiere explorar las estructuras caudales
de la cavidad oral, como es el caso de las tonsilas (cavidad orofaringea). Si se sospecha de
neoplasias malignas, frecuentes en la cavidad oral, se deben evaluar, de forma complementaria,
los linfonédulos locales y utilizar técnicas de diagnéstico por imagenes de la cabeza, térax y
abdomen para corroborar la posible invasion local o metastasis. Debido a la gran vascularizacion
de la mucosa oral es necesario extremar las precauciones para evitar la hemodilucion de la
muestra (Bernreuter 2020).

Para garantizar la obtencidon de material adecuado deben combinarse, de ser posible, varias
técnicas. Para lesiones proliferativas (masas y placas) la técnica de eleccion es la puncién aspi-
racion por aguja fina (PAAF) ya que permite explorar la profundidad de la lesion y evitar, de esta
manera, la inflamacién secundaria superficial. Sin embargo, en presencia de lesiones fibrosas y
poco exfoliativas (ej.: tumores mesenquimaticos), el raspado permite, con frecuencia, obtener
mayor cantidad de células, aunque también agentes oportunistas secundarios que dificultan el
diagnéstico primario. En el caso de lesiones planas y/o ulceradas deben utilizarse las técnicas

de raspado e impronta, teniendo en cuenta que es frecuente que los procesos secundarios (e;j.:
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inflamacion séptica sobreagregada) impidan reconocer al proceso primario y deban utilizarse

otros métodos, como la histopatologia, para arribar al diagndstico definitivo.

Hallazgos citolégicos mas frecuentes

Las muestras citologicas de las cavidades oral y orofaringea pueden contener células norma-
les del tejido, células inflamatorias y/o células neoplasicas. La evaluacion citolégica permite dis-
tinguir lesiones inflamatorias de lesiones neoplasicas y, en este ultimo caso, reconocer su origen
embriolégico (epitelial, mesenquimatico o de células redondas). Es importante recordar que, en
ocasiones, es dificil discriminar el proceso patoldgico primario que da origen a la lesion ya que,
por un lado, una neoplasia puede sufrir ulceraciones y procesos inflamatorios secundarios y, por
el contrario, un proceso inflamatorio primario puede desprender células epiteliales 0 mesenqui-
maticas displasicas reactivas capaces de manifestar algunos criterios de malignidad, a pesar de

no poseer un origen neoplasico. En estos casos, se recomienda la evaluacién histopatoldgica.

Hallazgos normales

Las cavidades oral y orofaringea se encuentran recubiertas por un epitelio plano estratificado
con diversos grados de queratinizacién, por lo que debe considerarse normal el hallazgo de cé-
lulas escamosas superficiales maduras e intermedias, dispersas en el extendido. La queratiniza-
cion de estas células es mas notable en las muestras obtenidas del paladar duro, encias y su-
perficie dorsal de la lengua (Jergens 2016). También suelen observarse fibroblastos, fibrocitos,
células epiteliales glandulares (glandulas salivales y sus conductos) y células linfoides prove-
nientes de las tonsilas. La cantidad de estos tipos celulares suele ser escasa en tejidos normales,
en tanto que, una gran cantidad, suele indicar un fendmeno hiperplasico o neoplasico. La micro-
biota normal se evidencia por la presencia poblaciones bacterianas mixtas (bacilos, cocos y es-
piroquetas) adheridas a las células escamosas o libres en el fondo de la preparacion (Camus
2017). Por tal motivo, el hallazgo de una poblacidon homogénea debe considerarse patoldgico.
Conchiformibius spp. (anteriormente: Simonsiella spp.) es habitante normal de la region y no
debe ser considerada una bacteria patdégena. Las muestras obtenidas de las tonsilas suelen estar
compuestas, principalmente, por células linfoides maduras y pequefias (aproximadamente el

80%), algunas de tamanio intermedio y unos pocos linfoblastos (Bernreuter 2020).

Lesiones no neoplasicas

Las estomatitis pueden ser el resultado de trastornos inmunomediados, traumas, cuerpos

extrafos, uremia e infecciones bacterianas, virales o fungicas (Jergens 2016). En las muestras
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obtenidas de procesos inflamatorios agudos predominan los neutréfilos, mostrando, en ocasio-
nes, cambios degenerativos debido a la accién de endotoxinas bacterianas (Bernreuter 2020).
La evidencia de una poblacién bacteriana homogénea, mas aun si estos microorganismos se
encuentran dentro de neutrofilos, indica el origen séptico de la inflamacion.

Los procesos inflamatorios granulomatosos, generalmente provocados por cuerpos extrafios
o infecciones micoticas (Bernreuter 2020), exfolian una poblacidon mas heterogénea, compuesta
por macréfagos, células gigantes, neutrdéfilos, linfocitos y células plasmaticas, con una cantidad
variable de fibroblastos y fibrocitos.

La estomatitis/glositis linfocitica-plasmocitica es una entidad frecuente que afecta a felinos de
edad avanzada, generalmente asociada a periodontitis y caracterizada por la presencia de lesio-
nes ulcerativas y crénicas en la mucosa de las fauces, paladar duro y lengua (Uzal 2016). Las
muestras obtenidas a partir de estas lesiones se caracterizan por el predominio de linfocitos ma-
duros y células plasmaticas (Bernreuter 2020).

De los 3 tipos de lesiones que componen el complejo granuloma eosinofilico felino,
solo el granuloma lineal y la Ulcera indolente afectan la cavidad oral y la unién mucocutanea
(Mauldin 2016). En estos casos, los eosinofilos son el hallazgo predominante, acompafiados
por una cantidad variable de macréfagos, linfocitos y células plasmaticas. En ocasiones,
ciertas infecciones micéticas o reacciones de cuerpo extraino también exfolian abundantes
eosinofilos, por lo que deben diferenciarse del granuloma eosinofilico mediante otros méto-
dos complementarios.

La hiperplasia reactiva de las tonsilas se evidencia, en los extendidos citolégicos, por un
predominio de linfocitos maduros pequefios con un incremento de las células plasmaticas mien-
tras que se observa una escasa cantidad de linfoblastos (Bernreuter 2020)

En los aspirados de sialoceles intraorales se observan grupos de células salivales, ca-
racterizadas por su nucleo pequefio y su abundante citoplasma vacuolado. Es caracteristica
la presencia de un fondo homogéneo, rosa violaceo, semejante a un material mucinoso. Es
frecuente evidenciar, ademas, ya sea de forma individual o en grupos, macréfagos con abun-
dante citoplasma espumoso. Los mismos, en ocasiones, suelen ser dificiles de diferenciar
de las células salivales normales. Asimismo, pueden encontrarse escasos glébulos rojos y
ocasionales neutrdfilos (Figura 9.1). Por el contrario, la presencia de células inflamatorias
suele ser muy abundante en los procesos inflamatorios de las glandulas salivales (sialoade-
nitis) (Figura 9.2).
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Figura 9.1. Sialocele.

Células salivales de caracteristicas normales. Tincién 15, Biopur®. Obj.40X.

Figura 9.2. Sialoadenitis.

Células salivales y células inflamatorias. Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.
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Lesiones neoplasicas

Las neoplasias de las cavidades oral y orofaringea pueden ser de origen epitelial, mesenqui-
matico, melanocitico, de células redondas o tumores odontogénicos. Como en el resto de los
tejidos, las neoplasias de origen mesenquimatico poseen menor sensibilidad diagndstica debido
a, por un lado, la escasa exfoliacién que brindan y, por otro, a la dificultad de diferenciar, en los
preparados citologicos, las células mesenquimaticas neoplasicas de fibrocitos y fibroblastos dis-
plasicos procedentes de lesiones inflamatorias y reactivas (Jergens 2016). Las neoplasias orales
en caninos y felinos presentan una elevada incidencia y, en su mayoria, exhiben un comporta-
miento maligno vy, por lo tanto, un mal prondstico. Esta elevada proporcion de tumores malignos
es aun mas marcada en felinos (hasta un 90%). En los caninos, las neoplasias melanociticas
constituyen los tumores malignos mas frecuentes de la cavidad oral, seguidas por el carcinoma
de células escamosas Y los fibrosarcomas en tercer lugar. Por el contrario, los melanomas son
raros en felinos, siendo el carcinoma de células escamosas la neoplasia maligna mas frecuente,

seguido por los fibrosarcomas (Munday 2017)

Neoplasias epiteliales

Los papilomas son las neoplasias benignas mas frecuentes de la cavidad oral. Suelen exfo-
liar una cantidad variable de células escamosas maduras e intermedias, por lo que la citologia
solo brinda informacion inespecifica, siendo su aspecto macroscopico verrucoso caracteristico
lo que facilita su reconocimiento. La histopatologia es indispensable para su correcto diagnéstico.

El carcinoma de células escamosas, si bien se puede localizar en cualquier sitio de la cavidad
oral, es mas frecuente en la superficie ventral de la lengua en felinos y en la zona de las tonsilas
en caninos. A pesar de que suelen ser invasivos localmente, afectando habitualmente al tejido 6seo
contiguo, las metastasis a linfonddulos regionales son raras siendo aun mas infrecuentes las que
se dirigen hacia los pulmones (Uzal 2016). Los hallazgos citolégicos de los carcinomas de células
escamosas son similares a los descriptos en el capitulo 6 de citologia de la piel. El aspecto de las
células exfoliadas varia de acuerdo al grado de diferenciacion, a la magnitud del tejido necrético
asociado y al nivel de compromiso del hueso subyacente (Bernreuter 2020).

Los adenocarcinomas, procedentes de las glandulas salivales, rara vez son reportados en
la cavidad oral. Se caracterizan por exfoliar células muy pobremente diferenciadas, con criterios
de malignidad, y que, en ocasiones, es posible observar el material de secrecién extracelular o

en el citoplasma de éstas células.

Neoplasias mesenquimaticas

Los fibrosarcomas suelen tener un comportamiento agresivo, siendo frecuente la invasién ha-
cia el hueso subyacente y ocasionalmente, las metastasis a los linfonddulos regionales y pulmones.
Llamativamente, algunos fibrosarcomas con escasos criterios citolégicos de malignidad exhiben un
comportamiento notablemente agresivo (Uzal 2016). Al igual que la mayoria de las neoplasias me-
senquimaticas, suelen ser poco exfoliativos, por lo que se recomienda combinar técnicas de mues-

treo como AAF y raspado para aumentar la probabilidad de obtener células representativas de la
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lesién. Los extendidos obtenidos de sus presentaciones mas malignas exfolian mayor cantidad de
células y exhiben una poblacién de células fusiformes, grandes, con nucleo oval, cromatina reticular
y uno o mas nucléolos grandes que pueden alcanzar el tamafio de un eritrocito. Pueden aparecer
figuras mitéticas aberrantes. Suelen presentar moderada a marcada anisocitosis y anisocariosis y
ocasionales células multinucleadas. Es frecuente la inflamacion secundaria y, por lo tanto, la pre-
sencia de células inflamatorias mixtas. Los fibrosarcomas bien diferenciados exfolian poca cantidad
de células y exhiben escasos criterios de malignidad La presencia de células inflamatorias en estos
extendidos dificultan el diagndstico ya que pueden ser confundidos con un proceso inflamatorio
primario con fibroplasia reactiva secundaria; en estos casos es necesaria la histopatologia para
formular un diagnéstico definitivo (Bernreuter 2020).

Otros sarcomas de tejidos blandos hallados, aunque con menor frecuencia, son el liposar-
coma, que suele presentar escasos criterios de malignidad, por lo que es dificil de diferenciar de
otros tumores mesenquimaticos y el hemangiosarcoma, que habitualmente exfolia escasa can-
tidad de células vy, al igual que el anterior, requiere estudios histopatolégicos para su reconoci-

miento (Bernreuter 2020).

Melanoma

Los melanomas de la cavidad oral son, habitualmente, muy agresivos, por lo que suelen
invadir tejidos contiguos y originar metéstasis en linfonédulos regionales y pulmones (Munday
2017). De esta manera, es indispensable acompafar la evaluacién de la lesién primaria con es-
tudios citolégicos de los linfonédulos mandibulares y radiolégicos del térax. Citologicamente, se
caracterizan por la presencia de células de fusiformes a redondas, de nucleo oval a redondo con
elevada relacion N:C y nucléolos prominentes. La presencia de granulos de melanina de color
negro en el citoplasma suele facilitar el diagndstico, aunque estos pueden ser muy escasos 0
estar ausentes (formas amelanicas) (Bernreuter 2020). Debido a la notable variabilidad celular
que exhiben los melanomas y a la escasa pigmentacion que en ocasiones manifiestan, en mu-
chos casos se debe recurrir a la histopatologia para su correcto diagnéstico e, incluso con esta

técnica, puede ser un desafio clasificarlos correctamente.

Tumores de células redondas

El linfoma, aunque de baja incidencia en la cavidad oral (Schappa Faustich 2021), es la
neoplasia mas frecuente de las tonsilas. En los linfomas de alto grado, la mayor parte de las
células linfoides son grandes linfoblastos con uno o mas nucléolos prominentes (Bernreuter
2020). Los extendidos obtenidos de linfomas de grado bajo o intermedio pueden ser confundi-
dos con una hiperplasia reactiva, por lo que la biopsia escisional o incisional es necesaria para
su diagnéstico correcto.

El tumor venéreo transmisible se observa en la cavidad oral con cierta frecuencia en nues-
tro pais. Otros tumores de células redondas reportados en la cavidad oral, aunque con baja inci-
dencia, son el mastocitoma, el plasmocitoma y los procesos histiociticos. Los hallazgos ci-

tolégicos son similares a los descriptos en el capitulo 6.
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Tumores odontogénicos

La clasificacion de los tumores odontogénicos (antiguamente denominados épulis) se
basa en la terminologia aplicada a los tejidos embrionarios del diente en desarrollo, asi como
del diente ya desarrollado. En su mayoria exhiben un comportamiento benigno, aunque al-
gunas neoplasias odontogénicas pueden ser agresivas localmente. La citologia de estas le-
siones solo arroja resultados inespecificos ya que exfolian pocas células y sus extendidos
suelen estar compuestos por algunas células escamosas superficiales y escasas células me-
senquimaticas bien diferenciadas. El diagnostico en este grupo requiere el uso de la histo-
patologia (Bernreuter 2020).
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CAPITULO 10
Estudio citologico del sistema urinario

Mariana Machuca y Alicia del Amo

La indicacién para el estudio citolégico del aparato urinario, en cualquiera de sus estructuras ana-
témicas, es el reconocimiento de una masa. El clinico debe tratar de reconocer cual es el mecanismo
que generd su desarrollo para luego poder planificar el tratamiento mas eficaz. Una gran proporcion
de las masas estan comprendidas por procesos neoplasicos malignos de localizacion renal, tales
como los carcinomas, adenocarcinomas, cistadenocarcinomas multiples del pastor aleman, linfomas,
mas frecuentes en los felinos, y carcinomas de células transicionales vesicales en los caninos. Estos
son algunos de los ejemplos que pueden ser diagnosticados mediante el reconocimiento celular, pu-
diéndose prescindir, en muchos casos, del estudio de la arquitectura tisular, es decir, del estudio
histopatolégico. De este modo, tanto el clinico, como el cirujano recurren a menudo a este tipo de
toma de muestras para resolver el diagnéstico de una masa renal o vesical y proceder con eficacia
en consecuencia. A modo de ejemplo, se programa la laparotomia con aspiracién de una masa renal
con fines diagndsticos mediante estudio citolégico previo a una nefrectomia, permaneciendo el pa-
ciente anestesiado mientras se estudian los extendidos. Esto demora su tiempo quirdrgico, pero per-

mite resolver con celeridad el diagnéstico y el tratamiento, evitando asi una nueva cirugia.

Técnica de toma de muestras

La puncion aspiracion con aguja fina (PAAF) de la masa es el método mas apropiado. Cuando
la masa es palpable se puede acceder a ciegas por via percutanea, fijando la masa con una
mano Y utilizando la otra para realizar la aspiracion. Esta técnica es mas sencilla en las masas
renales del felino, dado su facil reconocimiento y sujecion del érgano. En los caninos se suele
efectuar la puncién recurriendo a la guia mediante ultrasonografia (Ewing 2020, Borjesson 2016).

La misma técnica se utiliza en masas palpables vesicales. En algunas alteraciones que pro-
vocan engrosamiento difuso de la pared vesical pueden realizarse estudios citoldgicos, los que
permiten diferenciar procesos inflamatorios crénicos de neoplasias infiltrativas difusas.

También es posible realizar el examen de la orina. Este debe ser realizado en muestras pre-
ferentemente recién obtenidas. Se descarta la primera miccion de la mafiana, ya que esta ha
estado almacenada durante varias horas en la vejiga y los efectos citotoxicos de la orina pueden

alterar la morfologia de las células exfoliadas. La muestra se puede obtener mediante miccion
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espontanea, cistocentesis 0 sondaje con catéteres uretrales. Si se trata de una masa vesical, es
aconsejable tratar de lesionar la masa con la sonda para que exfolien mayor cantidad de células.
Una vez obtenida la muestra, se centrifuga y se realizan extendidos con el sedimento. No debe
almacenarse en cercania de acidos o formol, ya que se alteran las células y se dificulta su pos-
terior estudio. Otra porcién de la muestra puede ser conservada en la heladera, durante lapsos

breves, hasta su remisién (Ewing 2020, Borjesson 2016).

Hallazgos citolégicos

En la orina de animales normales, solo unas pocas células estan presentes. Las células uroteliales
pueden observarse solas o en grupos. Son grandes, redondeadas u ovales, con un citoplasma rosado
0 azul palido y con pequefias vacuolas. Cuando se observan grupos de células uroteliales, la inter-
pretacién tiene que ser cuidadosa, ya que puede tratarse, tanto de neoplasias como de procesos
inflamatorios, y aun de urolitiasis. También se pueden observar algunas células epiteliales escamo-
sas que, en los machos, provienen de la ultima porcién de la uretra y, en las hembras, de la vagina o
de la vulva. Es frecuente observar algunos pocos neutrofilos y eritrocitos. Los neutréfilos en las mues-
tras frescas aparecen normales. No obstante, si la muestra de orina fue conservada a temperatura
ambiente por mas de una hora, pueden aparecer cambios en las células (Borjesson 2016).

En la inflamacién de las vias urinarias se observa abundante cantidad de neutrdfilos, los cuales
pueden evidenciar cambios degenerativos e incluso estar acompariados por regular cantidad de bac-
terias. Asimismo, en los procesos crénicos se pueden encontrar macréfagos, linfocitos y células plas-
maticas. La hematuria puede ser observada durante el tratamiento con drogas quimioterapicas (ci-
clofosfamida) y en procesos inflamatorios y neoplasicos del tracto urinario o del tracto genital.

En ocasiones, la hiperplasia del urotelio va acompanada de metaplasia escamosa e inflama-
cion. Estos hallazgos se asocian a litiasis y a ciertos agentes toxicos.

Las aspiraciones renales desprenden de moderada a escasa cantidad de células en neopla-
sias de origen epitelial (Figura 10.1). En los linfomas de los felinos se suelen obtener preparados
citoldgicos de valor diagnéstico. En las vias urinarias, las neoplasias malignas de origen epitelial
son mas frecuentes que las benignas y que los sarcomas (Ewing 2020, Borjesson 2016).

Los tumores que exfolian a la orina con mayor facilidad son los carcinomas de células de
transicion o carcinomas uroteliales (Figura 10.2). Las neoplasias de uretra son similares a las
vesicales, aunque mucho menos frecuentes. En la orina de animales con carcinoma de células
de transicion suele observarse una regular cantidad de células aisladas o agrupadas. Si bien es
frecuente observar numerosos criterios de malignidad en estas neoplasias, en ocasiones se re-
conocen grupos celulares sin caracteristicas de malignidad. En estos casos es dificil diferenciar-
los de procesos proliferativos hiperplasicos.

Los papilomas son las neoplasias benignas mas frecuentes. Los mismos crecen hacia la luz
de la vejiga y, raramente, exfolian células a la orina. En general, no pueden diferenciarse de las

células uroteliales normales, por lo que la citologia no es un buen método diagndstico.
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Figura 10.1. Carcinoma renal.

Moderada cantidad de células epiteliales uniformes con moderado grado de anaplasia, con citoplasma
violaceo, en algunos casos con vacuolas. Tincién Wright. Obj. 60X.

Figura 10.2. Carcinoma de células de transicion.

Células uroteliales con pleomorfismo, anisocitosis, anisocariosis y amoldamiento nuclear. Tincién 15,
Biopur®. Obj. 60X.
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CAPITULO 11
Estudio citoléogico de la mama

Gonzalo Julian Madariaga

Las mamas son érganos pares que se localizan en ventral del cuerpo, a ambos lados de la
linea mediana ventral. La perra presenta cinco pares de mamas: toracica craneal (M1), toracica
caudal (M2), abdominal craneal (M3), abdominal caudal (M4) e inguinal (M5). La gata presenta
cuatro pares de mamas: axilar o toracica craneal (M1), toracica o toracica caudal (M2), abdominal
0 abdominal craneal (M3) e inguinal o abdominal caudal (M4). (Goldschmidty col, 2017). Son
glandulas sudoriparas modificadas, compuestas por ductos ramificados y alvéolos recubiertos
por una a dos capas de células epiteliales cubicas a cilindricas, rodeadas de células mioepitelia-
les. Se encuentran inmersas en un tejido fibrovascular que las divide en l6bulos.

La mayoria de las lesiones mamarias son facilmente palpables, o que permite la toma de
muestras mediante PAF o PAAF de manera sencilla y rapida. El objetivo principal es tratar de
diferenciar procesos inflamatorios de neoplasicos y, de ser posible, neoplasias benignas de ma-
lignas (Allison y Walton 2020).

Las neoplasias mamarias presentan desafios especiales para el estudio citoldgico. Esto se
debe, en parte, a la presencia de varios tipos celulares, epiteliales y mioepiteliales, con capaci-
dades diferentes de exfoliacién y a la posibilidad de desarrollar dreas de metaplasia (transforma-
cion) cartilaginosa u 6sea. Por otro lado, existe una gran variedad de tipos histolégicos de neo-
plasias mamarias en funcion de las caracteristicas celulares y la disposicién de las diferentes
poblaciones celulares en el tejido. Es por ello que el grado de certeza para diferenciar neoplasias
mamarias benignas de malignas mediante citologia varia desde un 33% a un 93%.

Se recomienda realizar varios aspirados en diferentes direcciones a fin de asegurar que las
muestras sean representativas. La no identificacion de células neoplasicas malignas en el estudio
citolégico puede deberse a errores en la eleccién de el/los sitio/s para la toma de muestras y la
cantidad de aspirados realizados. Este problema es directamente proporcional al tamafio del tumor,
siendo necesario tomar mas cantidad de muestras en aquellos de gran tamafo para asegurar la
representatividad de las mismas. Estudios recientes que correlacionan citologia e histopatologia
sugieren, al menos, cuatro aspirados por cada tumor y la participacion conjunta de dos patdlogos
en el diagndstico citoldgico para obtener un grado de certeza mayor (Allison y Walton 2020).

Un ejemplo de indicacion para el estudio citoldgico es el carcinoma inflamatorio, el que me-
diante PAAF fina suele exfoliar células de ayuda para el diagnostico. La PAAF de los linfonddulos

regionales puede ser de utilidad, ya que el hallazgo de células carcinomatosas es de gran valor
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para la estadificacion clinica del paciente. Las muestras deben ser multiples para aumentar las
posibilidades de hallar las células metastasicas. No obstante, la ausencia de tales células no
descarta la presencia de metastasis.

Hallazgos citolégicos

La secrecion mamaria normal consiste en gotas lipidicas y proteicas y escasas células epite-
liales vacuoladas que recuerdan macrofagos activos (Figura 11.1). Puede observarse escasa
cantidad de linfocitos y neutrdfilos.

Los aspirados a partir del tejido mamario normal no suelen contener células y solo se obser-
van glébulos rojos. Eventualmente, pueden observarse células secretorias exfoliadas en grupos
y dispuestas en acinos. Las células presentan citoplasma basofilo y nucleo denso con escaso
pleomorfismo. Las células de los ductos presentan nucleo basal, ovoide, y escaso citoplasma.
Las células mioepiteliales aparecen como células fusiformes o como nucleos desnudos. Pueden

observarse gotas lipidicas y adipocitos (Allison y Walton 2020).

Figura 11.1. Mama normal.

v

Células epiteliales de nucleo redondo a oval, con abundante citoplasma vacuolado. Tincioén 15,
Biopur®. Obj.40X.

Ante la sospecha de mastitis pueden realizarse extendidos a partir de la secrecion. En los
mismos se observa gran cantidad de células inflamatorias (neutréfilos, macréfagos vy linfocitos) y

detritos celulares. Frecuentemente se observan bacterias dentro de las células fagociticas.
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El estudio citolégico de neoplasias mamarias contiene regular a abundante cantidad de célu-
las epiteliales exfoliadas en forma aislada y en grupos, en algunos casos formando estructuras
acinares (Figura 11.2). Las células pueden exhibir escaso pleomorfismo nuclear y celular, orien-
tando hacia un proceso benigno, o exhibir criterios de malignidad tales como macrocariosis, an-
isocariosis, pleomorfismo nuclear y celular, multinucleaciéon y ndcleos anormalmente grandes,
orientando hacia un proceso maligno. Ademas, tanto en las neoplasias mamarias benignas como
malignas, las células epiteliales pueden estar acompanadas por cantidad variable de células de
origen mioepitelial, cartilago y/o hueso (neoplasias complejas y mixtas). Cabe destacar que mu-
chas neoplasias mamarias, consideradas benignas histolégicamente, pueden exhibir abundan-
tes criterios de malignidad, como por ejemplo el carcinoma in situ, dando una impresion falsa de
malignidad. Es por ello que se recomienda realizar el estudio histopatoldgico para determinar si

se trata de una neoplasia mamaria benigna o maligna, el tipo histolégico y el grado de malignidad.

Figura 11.2. Adenocarcinoma mamario.

Grupos de células epiteliales de ntcleo redondo a oval y moderada cantidad de citoplasma. Las células
presentan macrocariosis, anisocariosis, amoldamiento nuclear y moderado pleomorfismo. Tincion 15,
Biopur®. Obj.40X.

El carcinoma mamario inflamatorio es un diagnéstico diferencial de la mastitis. Para esta en-
tidad el estudio citolégico es indispensable ya que, de confirmarse, la mastectomia esta contra-
indicada. En los extendidos obtenidos mediante PAAF se observan células epiteliales con diverso

grado de anaplasia y escasas células inflamatorias (Figura 11.3).
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Figura 11.3. Carcinoma inflamatorio.
1'5 W
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Grupos de células epiteliales de ntcleo redondo a oval y moderada cantidad de citoplasma. Las células
presentan macrocariosis, anisocariosis, amoldamiento nuclear y marcado pleomorfismo nuclear y celular.
Formacién de acinos glandulares (Flecha negra). Escasa cantidad de neutréfilos, macréfagos y linfocitos.
Tincién 15, Biopur®. Obj.40X.
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Estudio citologico de la glandula tiroides

Gonzalo Julian Madariaga

La glandula tiroides de los perros y gatos es una glandula endécrina constituida por dos
I6bulos unidos por un istmo, que se encuentra ubicada en la regién ventral del cuello, unida
laxamente a los primeros anillos traqueales. Es posible encontrar en algunos caninos tejido
tiroideo ectdpico en el mediastino craneal, cerca de la base del corazén como asi también a
lo largo de la traquea. La glandula normal no es facilmente palpable y, por lo tanto, no se
toman muestras para su examen citolégico. Las anormalidades palpables pueden ocurrir uni
o bilateralmente como una tumefaccion difusa, multinodular o como nédulos solitarios. La
evidencia de masas palpables en ventral del cuello es la indicacion para el estudio citoldgico.
La citologia puede ayudar a diferenciar las lesiones benignas de las malignas y, a su vez,
permite diferenciar de otros procesos que puedan presentarse en la misma localizacion (ej.

abscesos, linfoadenopatias, sialoceles y neoplasias de otro origen).

Técnica de toma de muestras

La puncion con aguja fina (PAF) y la puncion aspiracion con aguja fina (PAAF) de la masa
son los métodos mas apropiados, fijando la masa con una mano y punzando o aspirando con la

otra. También se puede efectuar la puncion guiada mediante ultrasonografia (ecoguiada).

Hallazgos citolégicos normales

La glandula tiroides estd compuesta por numerosos foliculos tapizados por una Unica capa
de células epiteliales cubicas a poligonales y llenos de coloide (tiroglobulina) (Allison 2020). Los
foliculos se encuentran separados entre si por septos de tejido conectivo muy vascularizado y
células parafoliculares (Choi 2016). La glandula esta rodeada de una capsula de tejido conectivo
ricamente vascularizada.

En los extendidos de la glandula tiroides normal se pueden observar grupos de células
epiteliales pequefias. Las células presentan nucleo central con cromatina finamente granular
y moderada cantidad de citoplasma baséfilo granular (Figura 12.1). Los bordes citoplasmati-
cos son poco o mal definidos y puede observarse moderada cantidad de nucleos desnudos.

El citoplasma de algunas células presenta un pigmento azul-negruzco granular que corres-
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ponde a acumulos de tirosina y tiroglobulina. Ocasionalmente pueden observarse macréfa-
gos con pigmento en su interior debido a la fagocitosis del coloide. Puede observarse, ade-
mas, coloide amorfo extracelular e intercerlular rosado brillante o azul-grisaceo. Debido a la
gran vascularizacion, es frecuente observar abundante cantidad de glébulos rojos que, en
ocasiones, dificultan la observacion (Allison 2020).

Figura 12.1. Tiroides normal.

Tincion 15, Biopur®. Obj.60X.

Lesiones quisticas

Los quistes tiroideos han sido descriptos en asociacion con adenomas y carcinomas en perros
y gatos. El fluido aspirado puede ser seroso o de un color pardo y aspecto turbio debido a hemo-
rragias previas y necrosis. Se observan macréfagos espumosos cargados de pigmento, linfocitos
y glébulos rojos. Ocasionalmente pueden verse cristales de colesterol y grupos de células epite-
liales foliculares. Pueden medirse los niveles de hormonas tiroideas en el fluido para confirmar

su origen (Allison y Walton, 2020).

Inflamacion

La tiroiditis linfocitica crénica es una lesiéon inmunomediada que rara vez produce aumento de
tamanio de la glandula en perros. Los pacientes con este sindrome generalmente son asintoma-
ticos en los primeros estadios. En general, cuando aparecen los signos de hipotiroidismo, la

glandula presenta atrofia, no es palpable y, por lo tanto, no se punza.
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En los estudios citologicos se observa abundante cantidad de linfocitos, células plasmaticas
y macrofagos, ademas de células epiteliales foliculares normales o con cambios degenerativos
(Allison 2020).

Hiperplasia y adenoma

La hiperplasia funcional multinodular (adenomatosa) y los adenomas tiroideos funcionales
son las causas mas comunes de hipertiroidismo en gatos viejos y suelen ser bilaterales en
el 70 % de los casos (Choi 2016). Para diferenciar entre estos dos procesos se necesita
realizar el estudio histopatoldgico para evaluar si hay compresion del tejido tiroideo adya-
cente y si presenta capsula.

En los perros los adenomas tiroideos son menos comunes y, generalmente, no son funciona-
les, es decir, no producen hormonas tiroideas. La mayoria de los adenomas tiroideos son hallaz-
gos incidentales durante la necropsia.

Los extendidos suelen contener abundante cantidad de glébulos rojos, debido a la gran vasculari-
zacion de la glandula, y presentan cantidad variable de células exfoliadas en grupos y nucleos
desnudos (Figura 12.2). Las células foliculares presentan una apariencia uniforme, con nucleo re-
dondo pequefio central y moderada cantidad de citoplasma baséfilo, con cantidad variable de gra-
nulos azul-negruzcos. Las células foliculares exfoliadas en grupos se disponen formando acinos vy,

en ocasiones, presentan material rosado (coloide) en su interior (Allison 2020).

Figura 12.2. Adenoma tiroideo.

Grupos de células epiteliales cuboidales y coloide de fondo. Tincién 15, Biopur®. Obj.60X.
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Neoplasias malignas

La mayoria de las neoplasias tiroideas de los caninos son carcinomas (80 a 90%), mientras
que en los gatos solo representa el 5% de las neoplasias tiroideas. Los carcinomas tiroideos
ocurren en perros viejos y no presentan predisposicion sexual. Algunas razas como Boxer, Bea-
gle y Golden Retriever estan predispuestas a estas neoplasias. Los tumores malignos son po-
bremente encapsulados y se adhieren firmemente a los tejidos profundos invadiendo las venas
tiroideas y generando metéstasis pulmonares en forma temprana. Los tumores mas grandes tie-
nen mayor potencial para desarrollar metastasis. La mayoria de los carcinomas tiroideos no son
funcionales en perros y gatos.

En los aspirados de carcinomas tiroideos suele haber mucha sangre, por lo cual muchas ve-
ces se debe repetir la toma de muestras. Cuando la sangre es escasa, se observan extendidos
muy celulares con cantidad variable de coloide. Los carcinomas foliculares exfolian células en
forma aislada o en grupos densos, algunas veces formando acinos. Pueden observarse granulos
de pigmento azul negruzco y/o inclusiones con forma de agujas en el citoplasma. La anisocitosis
y la anisocariosis son variables. Los criterios citolégicos de malignidad son sutiles o pueden estar
ausentes. Puede presentar macrocariosis leve y nucléolo evidente; las figuras mitdticas no son
frecuentes (Figuras 12.3 y 12.4). Cuando la anisocitosis y la anisocariosis son muy marcadas se
puede realizar el diagnéstico de carcinoma tiroideo con certeza. De otra forma, en necesario el
estudio histopatoldgico para diferenciar un adenoma de un carcinoma.

Aunque la mayoria de los carcinomas se originan a partir del epitelio folicular, también se han
descripto tumores de las células C parafoliculares (carcinomas medulares) en perros. Debido a
que estos ultimos son bien encapsulados y tienen menor tendencia a dar metastasis, diferenciar-
los de los carcinomas foliculares puede tener un valor pronéstico significativo. Las caracteristicas
citolégicas de los carcinomas medulares son idénticas a las de los carcinomas foliculares, con
células epiteliales exfoliadas individualmente o en grupos con un patrén acinar. Se ha observado
material rosado amorfo (coloide) pero no presentan pigmento intracitoplasmatico granular azul
negruzco. Es posible diferenciar a los carcinomas foliculares de los medulares utilizando técnicas
de inmunohistoquimica anti tiroglobulina, cromogranina A y calcitonina.

Los carcinomas indiferenciados de glandula tiroides son raros en perros y gatos. Estos
tumores presentan células fusiformes sugestivas de sarcomas. Los tumores mixtos malignos
también son raros y generalmente se componen de elementos epiteliales y mesenquimaticos
(Allison 2020).
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Figura 12.3. Carcinoma tiroideo.
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Tincién 15, Biopur®. Obj.40X.

Figura 12.4. Carcinoma tiroideo.

Tincion 15, Biopur®. Obj.100X.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 127



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Referencias

Allison RW y Walton RM (2020). Subcutaneous glandular tissue: mammary, salivary, thyroid, and
parathyroid. En Valenciano AC y Cowell RL, Cowell and Tyler’s diagnostic cytology and he-
matology of the dog and cat. (102-119) Fifth Edition. St. Louis, USA: Elsevier.

Choi US y Arndt T (2016). Endocrine/neuroendocrine system. En Raskin RE y Meyer DJ, Canine
and feline cytology, A color atlas and interpretation guide (430-436) Third Edition. St. Louis,
USA: Elsevier.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 128



CAPITULO 13
Estudio citologico del sistema
musculoesquelético

Natalia Caggiano, Maria Alejandra Quiroga, Adriana

Massone y Mariana Machuca

El signo clinico cardinal asociado con la enfermedad del sistema musculoesquelético es la
claudicacion. Otros signos incluyen rigidez, ataxia, debilidad, dolor, fiebre y deformacion de ex-
tremidades y articulaciones. Dependiendo del tipo de trastorno, pueden verse afectados también
otros sistemas de la economia animal, observandose una variada signologia (Barger, 2016).

La citologia puede ser una ayuda valiosa en el diagndstico de un animal con sospecha de
un trastorno musculoesquelético. Pueden tomarse muestras de liquido sinovial, realizar as-
pirados con aguja fina de masas de tejidos blandos que involucran lesiones musculares o
bien proliferativas/liticas del hueso. La citologia rara vez es la prueba diagndstica que permite
definir completamente el problema, pero puede ayudar a guiar la seleccion de los pasos
diagnosticos posteriores. Ciertos tipos de enfermedad 6sea, muscular y articular, si bien ge-
neran cambios, éstos no siempre pueden detectarse mediante el estudio citolégico. Asi-
mismo, muchas veces la exfoliacion es deficiente o la muestra se contamina con sangre
periférica. Es vital la informacioén obtenida en la resefa, anamnesis, examen fisico, estudio
radiolégico, hemograma completo y bioquimica sanguinea. Cabe recordar que muchas le-
siones requeriran histopatologia para arribar al diagnéstico definitivo (Barger 2016, Fielder
2020, Lawrence 2021, Schnelle 2017).

Hueso

El tejido 6seo sano no se exfolia bien, contiene pocas células y una matriz extracelular abun-
dante. Sin embargo, las enfermedades 6seas inflamatorias, las neoplasicas, la osteopatia hiper-
trofica y el quiste 6seo aneurismatico suelen acompanarse de lisis dsea, por lo que exfolian gran
cantidad de células (Barger 2016, Fielder 2020, Lawrence 2021).
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Técnica para la toma de muestras

Si la zona afectada presenta marcada lisis cortical o proliferacion ésea periostica, se puede
tomar la muestra por aspiracion con aguja fina o utilizar una aguja para aspiracion de médula
Osea. Esta técnica resulta util, rapida y poco invasiva; ademas, requiere poca o ninguna aneste-
sia y se asocia con un menor riesgo de hemorragia, infeccién, implantacién de tumor en el tra-
yecto de la biopsia y fracturas. Estas serian las ventajas de esta técnica en comparacion con la
biopsia quirurgica abierta o métodos con aguja gruesa. Asimismo, no se requiere de tiempo adi-
cional para el proceso de descalcificacion necesario para la histopatologia 6sea. La toma de
muestras se realiza en lesiones liticas o proliferativas observadas en radiografias, en masas
palpables o bien de anomalias observadas en el examen fisico. Las masas muy mineralizadas
se pueden aspirar mediante la palpacion cuidadosa y la exploracién de la superficie de la lesion.
En aquellas lesiones en las que el hueso cortical permanece intacto, la obtencion de material
puede realizarse utilizando un trocar o aguja de Jamshidi calibre 11 o 13 para obtener una mues-
tra de biopsia central de 0,3 cm de diametro (Figura 13.1). Se deben tomar no menos de 3 mues-
tras de la lesion y 3 del tejido que la rodea. Se pueden realizar improntas sobre portaobjetos de
muestras obtenidas para estudio histopatolégico antes de someterlas a fijacion. El muestreo en
la periferia de una lesion puede brindar una gran cantidad de osteoblastos reactivos, lo que debe
tenerse en cuenta en la posterior interpretacion de los hallazgos. La hemodilucion es un problema
comun que se presenta en todas las preparaciones citologicas (Barger 2016, Fielder 2020, La-
wrence 2021, Schnelle 2017, Thompson 2017).

Figura 13.1. A) Aguja de Jamshidi. B) Biopsias obtenidas mediante el uso de dicha aguja.

Hallazgos citolégicos

Citologia normal

Suele ser de muy baja celularidad, 1 a 2 células por portaobjetos o menos, y a menudo con
presencia de gran cantidad de glébulos rojos. Generalmente, solo las células mesenquimaticas
fusiformes del periostio se exfolian. Cuando la remodelacion 6sea ocurre como consecuencia de

trauma, inflamacion o neoplasia, se pueden observar osteoblastos reactivos. Los mismos son
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redondos u ovoides, con apariencia plasmacitoide, es decir, citoplasma moderadamente basdfilo,
con cantidades variables de granulos finos azuréfilos y ocasionalmente un aparato de Golgi pro-
minente. El ndcleo es redondo, excéntrico, con patron de cromatina punteado de fino a grueso y
ocasionalmente nucléolo prominente. Pueden confundirse los osteoblastos reactivos con los neo-
plasicos, ya que a menudo los primeros muestran anisocitosis y anisocariosis leves a moderadas
y pueden estar presentes en agregados. Puede haber una pequefia cantidad de matriz extrace-
lular rosada, en estrecha asociacion con las células. Los osteoclastos pueden estar presentes
en lesiones con lisis o remodelacién 6sea y aparecen como células grandes, multinucleadas, con
bordes redondeados o irregulares, proyecciones citoplasmaticas variables y abundante cito-
plasma azul claro con punteado rosado oscuro. Los nucleos son ovoides, uniformes, con croma-
tina reticular y nucléolo unico pequefio, dispuestos al azar en la célula, en cantidad variable de 6
a 10 (Barger 2016, Fielder 2020, Lawrence 2021, Schnelle 2017).

Enfermedades inflamatorias

Las lesiones inflamatorias del esqueleto, osteitis/osteomielitis, son causas importantes de en-
fermedad en animales domésticos, y la citologia es una valiosa herramienta diagnéstica. Pueden
ser causadas por bacterias u hongos. Suelen asociarse con lesiones liticas y/o proliferativas en
las radiografias. Generalmente consisten en inflamacion supurativa a piogranulomatosa, con una
cantidad variable de neutréfilos, macréfagos y células gigantes multinucleadas. Dependiendo de
la causa, podemos observar: predominio de neutréfilos en osteomielitis bacterianas e inflamacion
granulomatosa en osteomielitis fungicas. Si se acompafian de proliferacion ésea, pueden conte-
ner osteoblastos reactivos, osteoclastos y otras células mesenquimaticas (Barger 2016, Burton
2018, Fielder 2020, Lawrence 2021, Schnelle, 2017).

La osteomielitis bacteriana puede ocurrir secundaria a traumatismos, heridas por mordedu-
ras, infecciones posquirurgicas o cuerpos extrafios y, menos frecuentemente, por diseminacién
hematdgena de los agentes. Generalmente se produce una respuesta inflamatoria neutrofilica o
supurativa. La identificacion de bacterias intracelulares confirma la infeccion bacteriana, pero se
recomienda el cultivo aerébico y anaerdbico, sumado a pruebas de susceptibilidad. Las infeccio-
nes debidas a una sola especie son mas comunes que las mixtas. Algunas causas especificas
de osteomielitis bacteriana incluyen Actinomyces spp. y Nocardia spp., y se observan como es-
tructuras ramificadas y filamentosas. Las infecciones bacterianas aerobias estafilocécicas, es-
treptocdcicas y gramnegativas son comunes y pueden identificarse en la citologia. En los gatos,
la osteomielitis ocasionalmente puede ser causada por Bartonella spp. y Mycobacterium spp.
(Barger 2016, Fielder, 2020, Lawrence 2021, Schnelle 2017).

La osteomielitis fungica consiste en un proceso inflamatorio piogranulomatoso a supurativo,
compuesto por neutréfilos, macréfagos activados y células gigantes multinucleadas. Los orga-
nismos no siempre se observan en el aspirado, por lo que debe realizarse mas de uno y examinar
todos los portaobjetos, y su ausencia no excluye la infeccion. Las tinciones fungicas aplicables a

preparaciones citoldgicas incluyen Grocott y acido periddico-Schiff (PAS). Los organismos fungi-
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cos que pueden identificarse incluyen Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis, Cryptoco-
ccus neoformans e Histoplasma capsulatumy, menos frecuentemente, Candida spp., Aspergillus
spp., Geomyces spp. y Sporothrix spp.. Los organismos Coccidioides son esferas grandes (de
10 a 100 ym) azules o transparentes con protoplasma finamente granular. Blastomyces es un
organismo levaduriforme redondo, con una pared de doble contorno y yema de base ancha.
Cryptococcus es un organismo redondo con un brote de base estrecha y grueso, con una capsula
mucoide que no se tifie con tincién de Wright. Los organismos de Histoplasma son pequefos (2
a 4 um), redondos, con una capsula delgada y nucleos rosados en forma de media luna, excén-
tricos y pueden observarse intracitoplasmaticos en los macréfagos. Los hongos Aspergillus spp.
y Geomyces spp. pueden verse como hifas fungicas tenidas o sin tednir (Barger 2016, Fielder
2020, Lawrence 2021).

La osteomielitis protozoarica es relativamente poco comun. En la infeccion por Leishmania
spp se ve afectado principalmente el esqueleto apendicular, con lesiones destructivas con remo-
delacioén 6sea, inflamacion piogranulomatosa a granulomatosa con la presencia de amastigotes
intracelulares dentro de los macréfagos. Raramente, organismos protozoarios, como Hepato-
Zoon spp., involucran el esqueleto, pero se han descrito inflamacién neutrofilica y gamontes den-
tro de los neutrdfilos intracelulares en aspirados de lesiones dseas proliferativas (Barger 2016,
Fielder 2020; Lawrence 2021).

Enfermedades neoplasicas

La evaluacion citoldgica permite confirmar el diagnostico radiografico presuntivo de las neo-
plasias 6seas, antes de la toma de decisiones quirdrgicas agresivas.

Las neoplasias 6seas son relativamente frecuentes en los animales domésticos y el estudio
citoldgico resulta util para establecer el diagndstico de algunas de ellas. No obstante, el estudio
histopatolégico es necesario no solo para la formulacién del diagnéstico definitivo, sino también
para la evaluacion de otros aspectos anatomopatolégicos que permitan predecir el comporta-
miento bioldgico de la neoplasia. Al igual que los estudios histopatolégicos, la evaluacion de la
citologia debe estar acompafiada de un correcto examen clinico y radiolégico.

Tumores éseos primarios

El osteosarcoma, proliferacion maligna de osteoblastos, es el tumor éseo primario mas co-
mun en perros y gatos, aunque en estos ultimos los tumores dseos primarios son raros en gene-
ral. Afecta el esqueleto apendicular, comprometiendo particularmente la region metafisaria de los
huesos largos. En el perro las localizaciones mas frecuentes son distal de radio, proximal de
humero y distal de fémur. Los aspirados de los osteosarcomas son altamente celulares, aun mas
que los aspirados de otras neoplasias de origen mesenquimatico. Las células se pueden presen-
tar aisladas o en grupos, pueden ser redondas o fusiformes. El citoplasma es azulado variable,
a veces con un aparato de Golgi prominente, y puede contener cantidades variables de vacuolas
pequefas, claras y/o granulos rosados finos. Estos ultimos no son especificos de los osteosar-
comas, pudiendo hallarse también en condrosarcomas y, menos frecuentemente, en fibrosarco-

mas. Los nucleos son redondos u ovales, grandes, con cromatina finamente granular, a menudo
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excéntricos y hasta pueden sobresalir de un extremo de la célula. Los nucléolos son prominentes,
multiples, azulados y la hipercromasia es comun. La relaciéon N:C es variable. Presentan carac-
teristicas de anaplasia, tales como anisocitosis, cariomegalia, anisocariosis, anisonucleoliosis,
nucléolos evidentes y células bi o multinucleadas (Figura 13.2). Las figuras mitéticas atipicas
pueden ser muy comunes (Figura 13.3 A). Algunos osteoblastos malignos pueden aparecer
como ceélulas gigantes multinucleadas (Figura 13. B). La presencia de material osteoide color
rosa brillante y algo fibrilar, rodeando a las células tumorales, brinda una evidencia importante
de que la neoplasia es de origen 6seo, si bien este hallazgo no se encuentra en todos los aspi-
rados (Figura 13.4). Entre las células neoplasicas se pueden encontrar células inflamatorias, os-
teoblastos normales y osteoclastos, los cuales se diferencian de las células multinucleadas tu-
morales por sus nucleos uniformemente pequefios, sin caracteristicas de malignidad (Barger
2016, Burton 2018, Fielder 2020, Lawrence 2021, Schnelle 2017, Thompson 2017).

Figura 13.2. Osteosarcoma.

34

Osteoblastos con anisocitosis, cariomegalia y anisocariosis. Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.
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Figura 13.3. Osteosarcoma.
- -
A) Figuras mitéticas atipicas. B) Células gigantes multinucleadas con material osteoide intracitoplasmatico. Tincién 15,
Biopur®. Obj. 60X.

Figura 13.4. Osteosarcoma.

- -
A) Material granulado rosado intenso entre las células. B) Material osteoide en el citoplasma de la célula. Tincion 15,
Biopur®. Obj. 60X.

El uso de tincidén citoquimica de células neoplasicas para la actividad de fosfatasa alcalina
(ALP) ha mejorado en gran medida la precision de la citologia en el diagndstico de osteosar-
coma. La tincion de portaobjetos adicionales para ALP con sal de cloruro de tetrazolio ni-
troazul de toluidina/5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (NBT/BCIP) aumenta la sensibilidad y
especificidad de diferenciar el osteosarcoma de otros tumores 6seos mesenquimaticos. Los
osteoblastos reactivos y los neoplasicos se tifien positivamente (tincion marrén oscuro-negra
del citoplasma), por lo que es necesario identificar previamente los criterios de malignidad.
Se recomienda la contratincion de portaobjetos con tincion de Romanowsky para examinar,
si hay reaccion positiva, las células y criterios de malignidad; y si son negativos, para confir-
mar la presencia de células neoplasicas (Barger 2016, Burton 2018, Fielder 2020, Lawrence
2021, Schnelle 2017, Thompson 2017).

El condrosarcoma, proliferacién maligna de condroblastos, es la segunda neoplasia
Osea en frecuencia. En los caninos se presenta principalmente en costillas, cornetes nasales

y pelvis, mientras que en los felinos se observa en escapula, vértebras y costillas. Como
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regla general, los tumores del cartilago tienden a ser pobres en células y ricos en matriz,
mientras que los osteosarcomas tienden a ser ricos en células y pobres en matriz en las
preparaciones citolégicas (Figura 13.5). Por ende, un hallazgo orientativo en los estudios
citolégicos de los condrosarcomas es la presencia de gran cantidad de un material granular
rosa brillante entre las células, en el que las mismas se alojan formando lagunas (Figura
13.6). Este material corresponde a la matriz intercelular del cartilago denominada condroide.
A pesar de que su observacion orienta hacia el origen condroide de la neoplasia, no se en-
cuentra en todos los aspirados. Las células tumorales son similares a las de los osteosarco-
mas; pueden ser redondas o fusiformes, con nucleo grande, hipercromatico, central, de cro-
matina finamente punteada y multiples nucléolos azulados. El citoplasma es azul oscuro, a
menudo contiene varias vacuolas pequefias y claras y, ocasionalmente, granulos rosados
finos (Figura 13.6 B, C y D). La anisocariosis es prominente y también pueden hallarse célu-
las bi o multinucleadas. Las figuras mitéticas son raras (Burton 2018, Fielder 2020, Lawrence
2021, Schnelle 2017, Thompson 2017).

Figura 13.5. Condrosarcoma.

Escasas células y abundante material rosado intenso de fondo (matriz condroide). Tincién 15,
Biopur®. Obj. 20X.
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Figura 13.6. Condrosarcoma.

A) Presencia de material rosa brillante, granular (matriz condroide) de fondo formando lagunas en las que se alojan las
células. B) Célula binucleada con citoplasma conteniendo granulos rosados finos. C) Célula binucleada con vacuolas cito-
plasmaéticas. D) Célula con vacuolas intranucleares, rodeada de material rosado intenso. Tincioén 15, Biopur®. Obj. 40X.

En ocasiones no es posible diferenciar un condrosarcoma de un osteosarcoma en las prepa-
raciones citoldgicas; sin embargo, la caracterizacion de la lesién como neoplasica ya ofrece una
importante informacion clinica. La tincion con ALP usando el sustrato NBT/BCIP puede ser va-
liosa para distinguir los dos tumores en las preparaciones citolégicas. Si las células tumorales no
se tifien, se puede excluir el osteosarcoma, pero no se puede excluir la posibilidad de condrosar-
coma si las células se tifien positivamente, ya que algunos condrosarcomas pueden ser positivos
(Fielder 2020, Lawrence 2021, Schnelle 2017, Thompson 2017).

En el caso de tumores benignos (osteomas y condromas) la histopatologia suele ser necesa-
ria para diferenciarlos de otras proliferaciones mesenquimaticas (Schnelle, 2017).

El fibrosarcoma con mayor frecuencia afecta el craneo y los huesos apendiculares. Puede
ser dificil de identificar de manera concluyente en la citologia. Los extendidos pueden contener
pequefa a moderada cantidad de células fusiformes, de citoplasma pequefio a moderado, color
azul palido. Los nucleos son redondos a ovoides, con cromatina finamente granular y multiples
nucléolos prominentes. La anisocitosis y la anisocariosis son moderadas a marcadas. Las células
pueden estar asociadas con una pequefa cantidad de matriz extracelular rosada (areas focales
de colageno denso) que se parece mucho a la matriz osteoide, pudiéndose observar también
este material dentro del citoplasma (Figura 13.7). Se debe tener cuidado para diferenciarlo de la
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fibroplasia reactiva, y se requiere histopatologia para diferenciar la variante fibroblastica del os-
teosarcoma y el osteocondrosarcoma multilobular (Barger 2016, Burton 2018, Schnelle 2017,
Thompson 2017).

Figura 13.7. Fibrosarcoma.

Células fusiformes con nucleo ovoide y multiples nucléolos prominentes. Escasa cantidad de matriz ex-
tracelular rosada. Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.

La inmunorreactividad a la osteocalcina puede ser util para distinguir entre colageno denso y
osteoide, pero la tincién con ALP de preparaciones citolégicas es mas sencilla y econémica
(Thompson, 2017).

Los hemangiosarcomas producen una lesion altamente destructiva, a menudo acompafada
de fracturas. Los hemangiosarcomas de huesos largos se extienden a lo largo de la cavidad
medular destruyendo el hueso cortical, pero generalmente no se extienden al tejido blando, tal
como lo hace la mayoria de los sarcomas 6seos primarios. Los extendidos a menudo son hemo-
diluidos, con frecuencia contienen solo unas pocas células nucleadas, y éstas pueden no repre-
sentar la poblacién neoplasica. Las células tumorales se pueden encontrar aisladas o en grupos
densamente celulares; son ovoides a fusiformes; tienen un citoplasma pequeno a moderado azul
y algunas contienen cantidades escasas a moderadas de vacuolas intracitoplasmaticas peque-
fas. En preparaciones mas celulares, los grupos de células tumorales pueden estar asociados
con una escasa cantidad de matriz extracelular eosinofilica. Los nucleos son ovoides a ocasio-
nalmente ameboides, de cromatina finamente granular, con nucléolos basdfilos prominentes. Las
figuras mitdticas atipicas y la hipercromasia de los nucleos son comunes. La anisocitosis/aniso-

cariosis es marcada, y la relacion N:C, en general, es alta. Pueden mostrar eritrofagia, y se puede
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identificar material granular pardo (hemosiderina) en el citoplasma de algunas células. La tincion
de preparaciones citolégicas con ALP es Util para excluir el osteosarcoma, pero un diagndstico
definitivo de hemangiosarcoma generalmente requerird un examen histoldgico (Burton 2018, La-
wrence, 2021, Schnelle 2017, Thompson 2017).

Tumores 6seos metastasicos

Pueden presentarse clinicamente como tumores 6seos. Los carcinomas exhiben este com-
portamiento con mayor frecuencia, siendo los mas comunes los carcinomas de préstata, pulmon
y mama. Se ve afectado con mayor frecuencia el esqueleto axial (particularmente las vértebras)
y los huesos apendiculares proximales (particularmente el humero). A menudo se afectan varios
huesos. En los gatos, la metastasis de adenocarcinoma pulmonar y carcinoma de células esca-
mosas a los dedos es de particular interés. Las caracteristicas citolégicas de las células neopla-
sicas metastasicas son similares a las de los tumores de tejidos blandos de los que se originaron,
a menudo con marcados criterios de malignidad. La identificacion de neoplasias metastasicas
puede ser dificil porque los osteoblastos y osteoclastos reactivos a menudo acompanan a la
poblacion de células neoplasicas epiteliales agrupadas, las que parecen mas pobremente dife-
renciadas. Las tinciones complementarias son muy utiles para el diagnéstico (Barger 2016, Bur-
ton 2018, Fielder 2020, Lawrence 2021, Schnelle 2017).

Musculo esquelético

Existen pocas enfermedades inflamatorias y neoplasicas clinicamente importantes del
musculo esquelético en comparacion con las de los huesos, y la enfermedad degenerativa del

musculo esquelético no se diagnostica mediante la citologia (Fielder 2020).

Técnica para la toma de muestras

Las muestras citologicas de lesiones del musculo esquelético pueden recogerse mediante
métodos similares a los utilizados para las masas dérmicas y subcutaneas. La aspiracién con
aguja fina y la impronta de tejido tomado para biopsia son los métodos cominmente utilizados
(Barger 2016, Fielder 2020).

Hallazgos citolégicos

Citologia normal
El masculo esquelético normal exfolia poca cantidad de células y generalmente las aspiracio-
nes o improntas solo contienen sangre. El citoplasma de los miocitos toma una coloracion pro-

fundamente azulada y pueden apreciarse las estriaciones celulares. Los nucleos son periféricos,
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pequefos, redondos a ovalados, con un patron de cromatina condensada, uniformes en tamafio

y forma y con un unico nucléolo (Barger 2016, Benson 2021, Fielder 2020, Schnelle 2017).

Miositis

La citologia es de uso limitado en el diagnéstico de la miositis. Un diagndstico citolégico pre-
suntivo puede ser posible en muestras que contienen un infilirado moderado de células inflama-
torias en estrecha asociacion con fragmentos de musculo esquelético. El diagndéstico general-
mente requiere la consideracion de los antecedentes, la resefia, los resultados bioquimicos san-
guineos (aumento de las enzimas creatina quinasa y aspartato transaminasa) y las pruebas elec-
tromiogréficas, inmunoldgicas y seroldgicas. La evaluacion histopatoldgica es necesaria para el
diagnéstico definitivo ((Barger 2016, Benson 2021, Fielder 2020, Schnelle 2017).

Enfermedades neoplasicas

Los tumores primarios del musculo esquelético (rabdomiomas y rabdomiosarcomas) son
poco frecuentes. En caninos los rabdomiosarcomas se pueden localizar en musculo escapular y
triceps braquial (Barger 2016, Benson 2021, Fielder 2020).

Desde el punto de vista citoldgico estos tumores pueden ser similares a otros tumores mesenqui-
maticos: los aspirados pueden estar hemodiluidos, contener baja celularidad y no ser diagndsticos.
Los rabdomiomas a menudo exfolian pocas células; sin embargo, los rabdomiosarcomas pueden ser
lo suficientemente celulares como para diagnosticarse como un sarcoma. Consisten en células indi-
viduales redondas a poligonales con una baja relacién N:C y gran cantidad de citoplasma granular
rosado a azulado. Los nucleos son redondos, centrales, de cromatina granular gruesa con nucléolos
unicos pequenos. Las células pueden presentar un area paranuclear mas clara, un citoplasma va-
cuolado con invaginaciones intracitoplasmaticas o estrias sutiles citoplasmaticas, pero a menudo es-
tan ausentes o son dificiles de encontrar. Ocasionalmente, se observan células multinucleadas, con
los nucleos dispuestos en hilera, lo que se denomina célula en forma de “correa”, aunque no son
especificas de esta neoplasia. Una segunda poblacion de células mas pequefias, con una alta rela-
ciéon N:C y citoplasma difuso también se ve tipicamente en aspirados de rabdomiomas y rabdomio-
sarcomas. Se cree que representan rabdomioblastos indiferenciados. En algunos rabdomiomas
puede haber una poblacién secundaria de células de reserva. Para arribar al diagnéstico de rabdo-
miosarcoma debemos observar criterios de malignidad como aumento del pleomorfismo, marcada
anisocitosis y anisocariosis, presencia de células multinucleadas, multiples nucléolos de tamafio va-
riable y figuras mitéticas atipicas. Los métodos inmunocitoquimicos se han utilizado junto con la eva-
luacion citolégica para el diagnostico de rabdomiosarcoma. Para un diagnéstico definitivo de rabdo-
miosarcoma o rabdomioma suelen ser necesarias la histopatologia con tinciones especiales y estu-
dios de inmunohistoquimica. En general, el musculo es vimentina negativa o débilmente reactiva,
citoqueratina negativa, desmina positiva, actina positiva, y mioglobina positiva (Barger 2016, Benson
2021, Burton 2018, Fielder 2020, Schnelle 2017, Thompson 2017).

Aunque es poco frecuente en comparacion con otros érganos, pueden ocurrir metastasis de

carcinomas en el musculo esquelético. Las neoplasias que se originan en los tejidos adyacentes,
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como lipomas, sarcomas de tejidos blandos, mastocitomas y enfermedades histiociticas, son los
que mas comunmente se presentan, en la clinica, como tumores del musculo esquelético. Estos
tumores se originan en el tejido subcutaneo, pudiendo infiltrarse en el musculo subyacente (Ben-
son 2021, Fielder 2020).

Articulaciones y liquido sinovial

Las articulaciones tienen una capsula externa de tejido fibroso que se une a los huesos y
estabiliza la articulacion e internamente una membrana sinovial que recubre la superficie, ex-
cepto el cartilago articular. Dentro de la articulacién se encuentra el liquido sinovial, compuesto
de acido hialuronico, lubricina, proteinasas y colagenasa, que nutre al cartilago articular y lubrica
las superficies articulares (Barger 2016, Sherry 2014, Wood 2021).

Evaluacion de liquido sinovial

El analisis del liquido sinovial forma parte de la base de datos minima requerida en la evaluacion
de la enfermedad articular. Sus hallazgos deben interpretarse junto con datos de la historia clinica,
hallazgos clinicos y de pruebas de diagnéstico complementarias (p. €j., cultivo, serologia, titulo de
anticuerpos antinucleares, titulo del factor reumatoide e imagenes). Las indicaciones para el analisis
pueden incluir articulaciones con derrame y, ocasionalmente, aquellas sin derrame evidente que pre-
sentan rigidez, debilidad, pirexia, claudicacion, masas, dolor o deformidad o aquellas con anomalias
clinicas o citologicas previas. La artrocentesis esta contraindicada en casos de celulitis o dermatitis

suprayacentes, bacteriemia o coagulopatia (Barger 2016, Fernandes 2020, Sherry 2014).

Técnica para la toma de muestras

En artropatias solitarias, la artrocentesis debe realizarse en la articulacién afectada, en tanto
que en procesos poliartriticos debe realizarse en varias articulaciones, incluyendo aquellas que
parecen menos afectadas. La recoleccion de liquido articular requiere: agujas hipodérmicas de
1,5 pulgadas y 22 G para perros grandes y de 1 pulgada y 25 G para perros pequefos y gatos,
pudiendo necesitarse agujas mas largas para codo, hombro o cadera; jeringas estériles de 3a 6
ml; portaobjetos; tubos con acido etilendiaminotetraacético (EDTA); tubos con heparina y tubos
estériles. El paciente debe estar sujeto con inmovilizacién fisica, sedacion o anestesia. Se lo
posiciona en decubito lateral con la articulaciéon a evaluar en la parte superior, se identifica el
espacio articular y se prepara asépticamente la piel. La aguja debe avanzar lentamente a través
de la capsula hacia la cavidad articular, evitando dafiar el cartilago; se realiza aspiracion, la que
se suspende al retirar la aguja para reducir la contaminacién sanguinea. El objetivo de la artro-
centesis es recoger algo de liquido sinovial y no drenar el espacio articular (Barger 2016, Fer-
nandes 2020, Martinez de Merlo 2008, Schnelle 2017, Sherry 2014, Wood 2021).
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El liquido sinovial debe recogerse en un tubo con EDTA para el andlisis citolégico, en tubo de
vidrio para pruebas seroldgicas y en jeringa y/o tubo estériles para cultivo bacteriano, si es necesario.
La preparacion de uno o mas extendidos directos en el momento de la recoleccion permite una mejor
evaluacion de la morfologia celular y ayuda a distinguir los hallazgos reales de los artefactos in vitro.
Es conveniente realizar preparaciones concentradas, mediante citocentrifugacion (1000 a 1500 rpm

durante 5 minutos) en muestras hipocelulares (Barger 2016, Fernandes 2020, Schnelle 2017).

Examen citolégico

El liquido sinovial normal tiene baja celularidad, compuesta predominantemente por células mo-
nonucleares (macréfagos, células de revestimiento sinovial y linfocitos), escasos neutréfilos no dege-
nerados y muy pocos glébulos rojos. Los macréfagos pueden, o no, tener citoplasma vacuolado. Las
células del revestimiento sinovial pueden ser redondeadas a fusiformes, con citoplasma azul mode-
rado a abundante, nucleos redondeados u ovoides y cromatina punteada. Se debe registrar la pro-
porcion de células mononucleares que tienen restos fagocitados, otras células y microorganismos.
En procesos inflamatorios se pueden encontrar mayor porcentaje de neutréfilos no degenerados,
neutréfilos degenerados o eosindfilos. La morfologia celular debe interpretarse con precaucion en las
muestras que no son frescas, ya que puede verse alterada la morfologia celular (vacuolacion artificial
de macréfagos, picnosis y cariorrexis de células nucleadas). Se puede hacer una evaluacion subjetiva
de la celularidad, considerando que, en el cuerpo de un frotis normal, hay aproximadamente 2 célu-
las/campo con un aumento de 400x (obj. 40X). La celularidad de los frotis directos se clasifica como
normal, ligera, moderada o marcadamente aumentada, no siendo esto aplicable en muestras con-
centradas. Debido a la alta viscosidad del liquido sinovial normal, las células tienden a disponerse en
filas, siendo no apreciable esta caracteristica en preparaciones hipocelulares. Dado que esto oculta
gran parte de los detalles citoldgicos, las células nucleadas deben evaluarse en las zonas mas del-
gadas del frotis, para una determinacién mas precisa del tamafo celular, las caracteristicas citologi-
cas y nucleares y la presencia de inclusiones o agentes infecciosos. El aumento de los glébulos rojos
puede deberse a una hemorragia asociada a la toma de muestra, trauma o inflamacién que afecta la
capsula articular. A menudo, las células se ubican en un fondo proteico granular rosado caracteristico
(consecuencia de la presencia de acido hialurénico) y, por lo tanto, su cantidad y densidad permite
una estimacion del grado de viscosidad del liquido (Barger 2016, Fernandes 2020, Martinez de Merlo
2008, Schnelle 2017, Sherry, 2014, Wood 2021).

Clasificacion de la enfermedad articular

El objetivo del andlisis del liquido sinovial es distinguir la enfermedad articular inflamatoria de
la enfermedad articular degenerativa. La hemartrosis y la neoplasia pueden distinguirse con me-
nos frecuencia. Una mayor diferenciacion de los procesos de la enfermedad requiere la correla-

cion con el examen fisico, los datos de laboratorio y los estudios de imagenes. El analisis del
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liquido sinovial solo rara vez diferencia o identifica la causa especifica de entre los multiples

factores etiolégicos involucrados en las enfermedades articulares (Barger 2016, Sherry 2014).

Enfermedad inflamatoria

La artritis infecciosa y no infecciosa a menudo se caracteriza por una mayor cantidad de
células nucleadas; en general, un aumento en la cantidad de neutréfilos y aumentos variables
en la cantidad de células mononucleares, que pueden estar vacuoladas o tener restos fago-
citados (Figura 13.8, Figura 13.9 y Figura 13.10). A menudo puede observarse hemorragia
leve. Cuanto mayor es la reaccién inflamatoria, el liquido se torna mas turbio, menos viscoso
y cambia su color. La concentracion de proteina total aumenta y la muestra puede coagularse
facilmente. Dado que en las enfermedades infecciosas y no infecciosas puede observarse
una apariencia citoldgica similar, la seleccion de pruebas de diagnéstico posteriores basadas
en la presuncion clinica contribuye a la diferenciacion entre ambas. Si la afeccion es poliar-
ticular, se recomienda obtener muestras de varias articulaciones, aun de algunas clinica-
mente no afectadas (Barger 2016, Fernandes 2020, Martinez de Merlo 2008, Schnelle 2017,
Sherry 2014, Wood 2021).

Figura 13.8. Artritis.

- L

a2

Celularidad aumentada compuesta por neutréfilos y células mononucleares vacuoladas (flecha negra) y
material proteico granular rosado de fondo. Color Fast Kit, Biopack®, Obj. 20X.
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Neutroéfilos no degenerados (A), células mononucleares vacuoladas (B) material proteico granular rosado como sustancia
de fondo. Color Fast Kit, Biopack®, Obj. 60X.

Figura 13.10. Artritis.

5

Célula mononuclear vacuolada (A), célula mononuclear con restos fagocitados en su citoplasma (B) y material proteico
granular rosado como sustancia de fondo. Color Fast Kit, Biopack®, Obj. 60X.

Artritis infecciosa: es una artropatia inflamatoria, en la que el agente infeccioso causante
puede cultivarse o aislarse de la membrana sinovial o del liquido articular. Aunque son poco
comunes en perros y gatos, las bacterias son la causa aislada con mayor frecuencia, con muchos
menos casos atribuidos a rickettsias, espiroquetas, Mycoplasma spp., hongos, virus y protozoos.
La presentacion clinica y el historial son utiles, ya que la mayoria de las artritis infecciosas de un
animal adulto son monoarticulares, de inicio agudo y, a menudo, el resultado de una herida pe-
netrante o quirdrgica. Cuando se producen artritis infecciosas poliarticulares, es probable que se
deban a una diseminacion hematégena de microorganismos que provienen de una onfaloflebitis
en neonatos o una endocarditis bacteriana en animales adultos. A diferencia de la poliartritis
inmunomediada, la artritis bacteriana, por lo general, solo afecta a una articulacion. Las excep-
ciones son los casos de enfermedad de Lyme (infeccion por Borrelia burgdorferi), infeccion por
Ehrlichia spp. o poliartritis en un cuadro septicémico (Barger, 2016, Fernandes 2020, Schnelle
2017, Sherry 2014, Wood 2021).

En la artritis bacteriana se observa un predominio de neutrdéfilos, a menudo superior al 75%,

generalmente no degenerados, con bacterias libres o fagocitadas. Por tal motivo, se recomienda
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realizar el cultivo del liquido sinovial. Las artritis fungicas son poco frecuentes, suelen ser secue-
las de osteomielitis o infeccion diseminada y ocasionalmente, pueden observarse elementos fun-
gicos en el liquido sinovial (Barger 2016, Fernandes 2020, Schnelle 2017, Sherry 2014).

Artritis no infecciosa: implica un proceso inmunomediado en el cual multiples articulaciones
estan involucradas concomitantemente o consecutivamente; sin embargo, en ocasiones, solo se
ve afectada una articulacion; siendo las articulaciones distales mas pequefas las mas comun-
mente afectadas. Citolégicamente, se observa un aumento en la cantidad de neutréfilos no de-
generados y, raramente, un aumento de linfocitos y células plasmaticas. El diagndstico de la
artritis inmunomediada depende de demostrar inflamacién y descartar infeccion mediante cultivo,
serologia, PCR y/o terapia empirica. En algunos casos de enfermedad inmunomediada se po-
dran encontrar ragocitos (neutréfilos que contienen pequefas inclusiones citoplasmaticas redon-
deadas, de tamafio variable, color rosa a purpura, de forma irregular) o células de lupus eritema-
toso (LE) (neutrofilos que contienen inclusiones citoplasmaticas rosadas, grandes, redondeadas,
homogéneas con un borde liso). Se cree que el material intracitoplasmatico representa material
nuclear fagocitado en el caso de las células de LE o complejos inmunes fagocitados o material
nuclear en los ragocitos. Sin embargo, estas inclusiones se identifican con poca frecuencia y se
debe tener cuidado de no confundirlas con bacterias intracelulares o restos celulares fagocitados.
Estos son hallazgos poco frecuentes y no se debe confiar en ellos para diagnosticar una enfer-
medad inmunomediada (Barger 2016, Burton 2018, Fernandes 2020, Schnelle 2017, Sherry
2014, Wood 2021).

Enfermedad degenerativa

Las anormalidades citoldgicas pueden ser detectadas antes de que los cambios radiograficos
sean evidentes. Las mismas no son tan notorias como las observadas en la enfermedad infla-
matoria, y consisten en un ligero aumento en la cantidad de células mononucleares (macréfagos
y células sinoviales), mas del 10% de ellas moderada a marcadamente vacuoladas o fagociticas.
Un traumatismo posterior puede ocasionar inflamacion leve transitoria y hemorragia sobreagre-
gadas (mas neutrdfilos, glébulos rojos y eritrofagocitosis). Si el dafio del cartilago articular es
grave, osteoclastos, osteoblastos y condrocitos pueden desprenderse y observarse en el liquido
articular (Barger 2016, Martinez de Merlo 2008, Sherry 2014).

Hemartrosis

La hemartrosis es una hemorragia dentro de un espacio sinovial, secundaria a un trauma-
tismo, defectos de coagulacién o neoplasia. La verdadera hemorragia debe distinguirse de la
contaminacion sanguinea en el momento de la recoleccion de la muestra: la observacion de
liquido sinovial color rojo uniforme es compatible con la hemartrosis, en oposicion a una mancha
roja que puede aparecer con la contaminacién con sangre periférica. Si ha ocurrido una hemo-
rragia anterior, el liquido sinovial puede aparecer amarillento u homogéneamente rojo y turbio.

Citolégicamente, se pueden observar eritrofagocitosis (macréfagos conteniendo eritrocitos fago-
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citados) y/o macréfagos cargados de productos de descomposicion de la hemoglobina: hemosi-
derina (material granular pardo) o cristales de hematoidina (material cristalino naranja, romboide,
refractil). Se debe tener cuidado al interpretar la eritrofagia ya que ésta puede ocurrir in vitro si la
muestra no se evalua rapidamente. Ocasionalmente, se observaran plaquetas en muestras con
contaminacion severa de sangre periférica. La hemorragia asociada con artropatias degenerati-
vas e inflamatorias suele ser leve en comparacion con la hemartrosis verdadera y, citologica-
mente, la eritrofagocitosis aparece junto con los cambios caracteristicos de la causa subyacente
(Barger 2016, Fernandes 2020, Schnelle 2017, Sherry 2014, Wood 2021).

Tumores articulares

En gatos y perros pueden originarse, poco frecuentemente, neoplasias dentro de las articula-
ciones, o pueden invadirlas desde tejidos adyacentes o pueden ser asiento de metastasis. El
diagnéstico se realiza a través de la histopatologia. Los cambios en el liquido sinovial estan poco
descritos, pero posiblemente podrian presentar caracteristicas de una artropatia degenerativa o
inflamatoria, con presencia de células neoplasicas poco frecuentes (Fernandes 2020, Martinez
de Merlo 2008).

Los tumores sinoviales encontrados en perros en orden decreciente son: sarcomas histiociti-
cos, sarcomas de células sinoviales, mixomas sinoviales, fibrosarcomas, condrosarcomas, sar-
comas mixtos y sarcomas indiferenciados. Los sarcomas histiociticos y de células sinoviales
también han sido descritos en gatos. La tincién inmunohistoquimica es necesaria para distinguir
entre los tipos histolégicos de tumores sinoviales, ya que el pronéstico varia entre ellos. Se su-
giere un panel de anticuerpos que incluya citoqueratina para el sarcoma de células sinoviales y
CD18 para el sarcoma histiocitico. Los sarcomas de multiples tipos pueden tener caracteristicas
similares: células fusiformes o estrelladas, proyecciones citoplasmaticas tenues, cantidades va-
riables de citoplasma moderadamente azulado, pleomorfismo nuclear y nucléolos prominentes.
Las células pueden mostrar variaciones leves a marcadas en el tamafio celular, nuclear y nu-
cleolar, asi como aumentos en la relacion N:C (Barger 2016, Schnelle 2017, Sherry 2014).

El sarcoma histiocitico periarticular se asocia con frecuencia a determinadas razas caninas
(Rottweiler, Boyero de Berna y Retriever), existiendo una relacion entre una lesidén traumatica
previa y el posterior desarrollo tumoral. Citolégicamente se observan células redondas con nu-
cleo lobulado, citoplasma abundante azulado con vacuolizaciéon y caracteristicas anaplasicas
como pleomorfismo celular, multinucleacioén, anisocariosis, cariomegalia, cromatina en hebras
gruesas, nucléolos prominentes y alto indice mitético (Barger 2016, Burton 2018, Schnelle 2017).

El sarcoma de células sinoviales es de presentacion comun en articulaciones mas grandes
(en particular, la rodilla) en perros de razas grandes. Las caracteristicas citologicas de malignidad
pueden observarse, siendo dificil de diferenciarlos de otros sarcomas. La caracterizacién defini-
tiva puede requerir la evaluacion histoldgica, siendo a veces necesario recurrir a tinciones espe-

ciales o, en algunos casos, a la inmunohistoquimica (Burton 2018, Schnelle 2017, Sherry 2014).
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Otras neoplasias ocasionalmente encontradas en la articulacion son el linfoma y la metéstasis
de carcinoma bronquial, mamario o de células de transicién de la glandula prostatica (Barger
2016, Fernandes 2020).
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CAPITULO 14
Estudio citologico del aparato genital femenino

Maria Alejandra Stornelli y Maria Cecilia Stornelli

Citologia vaginal

El estudio de la citologia vaginal en caninos y felinos es un método complementario sen-
cillo, poco costoso, no invasivo y que puede ser de gran utilidad en el estudio del aparato
genital femenino.

Los cambios que ocurren en la mucosa vaginal y su epitelio durante el ciclo estral son el
resultado del aumento de las concentraciones séricas de estrogenos, producto de la actividad
ovarica durante el proestro y el estro. Los cambios celulares del epitelio pueden observarse en
las células vaginales exfoliadas. Los estrogenos causan el engrosamiento del epitelio vaginal
mediante el aumento de las capas celulares del mismo. Durante este proceso, las capas mas
superficiales del epitelio se alejan de los vasos de la lamina propia y progresan hacia la muerte
celular. De esta manera, los cambios citolégicos vaginales son reflejo de las variaciones de las
concentraciones séricas de estrogenos. Es asi como los diferentes tipos celulares representan
distintos estadios del proceso hacia la muerte celular. Tan pronto como las células vaginales
esféricas se alejan del aporte vascular, comienzan a agrandarse y su forma se vuelve mas irre-
gular. Los nucleos también sufren cambios que reflejan el proceso hacia la muerte. Comienzan
a disminuir su tamano, se vuelven picndticos para luego desintegrarse, dando como resultado
una célula anucleada (Concannon 2011, Stornelli 2020 a).

El conocimiento de la estructura histoloégica de la pared vaginal y de la fisiologia del ciclo estral
canino permite interpretar adecuadamente los resultados obtenidos y relacionarlos con los pro-

cesos fisiolégicos y patolégicos del paciente.

Obtencion y acondicionamiento de las muestras

La obtencién de muestras vaginales para la realizacién de extendidos puede realizarse por
diversos métodos. Las técnicas utilizadas para la toma de muestras deben ser sencillas, aplica-
bles al paciente en relaciéon con su tamafio, causar minimas molestias al animal y ser de bajo
costo. Tanto el método del hisopado como el dedo enguantado rednen todos los requisitos men-

cionados; por lo tanto, pueden considerarse como métodos de eleccién. La eleccidon del método
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depende de la talla del animal. Se utilizan hisopos para cualquier talla, pero el dedo enguantado
solo puede ser utilizado en perras de mas de 7 kg. Para realizar la técnica del hisopado, se utiliza
un hisopo de algodon estéril con un palillo de 12 a 17 cm de largo, ligeramente humedecido con
solucion fisiologica estéril. Si se utiliza el dedo enguantado, se coloca un guante de exploracion
(Figura 14.1 y 14.2), utilizandose el dedo indice para la toma de muestra. Seguidamente se se-
paran los labios vulvares con suavidad y se introduce el hisopo o el dedo por la comisura dorsal
hacia craneodorsal, evitando la fosa del clitoris (Figura 14.1 y 14.2). El hisopo o el dedo se intro-
ducen con la profundidad necesaria para alcanzar el canal pelviano y luego se rotan sobre las

paredes vaginales.

A) Separacion de labios vulvares. B) Introduccion del hisopo en la vagina.

Todo el procedimiento se realiza en pocos segundos y no causa molestias al animal. La fosa
del clitoris debe ser evitada para que el extendido sea representativo de la mucosa vaginal y no de
las células de la fosa del clitoris que no se modifican durante el ciclo estral y pueden confundirse
con las células superficiales. Una vez realizada la toma de muestras, el hisopo o dedo enguantado
se retiran y se deslizan sobre un portaobjetos seco, desengrasado y rotulado (con fecha y nimero
de muestra). Deben realizarse dos o tres extendidos para asegurar material suficiente para una
buena observacion. Los extendidos deben secarse al aire y fijarse en alcohol metilico 95-100 %
para su conservacion, pudiendo realizarse la tincién inmediata o en los dias subsiguientes. Pueden
utilizarse técnicas sencillas y rapidas para realizar en el consultorio, como azul de metileno o tincién
15 (Figura 14.3), o bien técnicas mas complejas que se reservan para su uso en el laboratorio,

como May-Griinwald-Giemsa o Harris Shorr (Stornelli 2016 b) (Figura 14.4).
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Figura 14.2. Toma de muestras con dedo enguantado.

Figura 14.3. Citologia vaginal.

A) Tincion azul de metileno. Obj. 60X. B) Tincién 15. Biopur®. A Obj. 20 X.
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Figura 14.4. Citologia vaginal.

Tincién May-Griinwald-Giemsa. Obj-40X.

Cualquier tincion utilizada debe, al menos, permitir reconocer las diferencias morfolégicas de
cada tipo celular. Al utilizar azul de metileno toda la célula (nucleo y citoplasma) se ve azul,
mientras que con la tincién 15 o May-Grinwald-Giemsa los nucleos se ven de color violeta rojizo
y el citoplasma de color rosa violaceo. Con la tincién de Harris Shorr las células eosindfilas se
tifien de rojo y las basdfilas de azul o verde azulado, los nucleos picnéticos de violeta rojizo y los

no picnéticos de azul violaceo (Johnston 2001).

Particularidades morfoldgicas de cada tipo celular

Células basales: son las células que dan origen a todos los tipos celulares epiteliales obser-
vables en los extendidos vaginales. Son pequefias, poseen poco citoplasma y raramente son
vistas en los extendidos (Stornelli 2017).

Células parabasales: son las células vaginales mas pequefias observadas en los extendidos.
Son redondas o ligeramente ovaladas, poseen nucleo grande y escasa cantidad de citoplasma
en relacién al tamafo nuclear. Estas células se exfolian de la capa contigua a la capa de células

basales y se encuentran cerca de los vasos sanguineos del corion (Figura 14.5) (Stornelli 2017).
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Figura 14-5. Células parabasales.

Célula parabasal (flecha). Obj. 40X.

Células intermedias: su tamafo oscila desde ligeramente mas grande que las parabasales
hasta dos veces su tamafio. Son ovales o redondas, su nucleo es generalmente mas pequefio
que el de las células parabasales y poseen mayor cantidad de citoplasma. Estos cambios mor-
foldgicos representan el primer paso en la muerte celular. Se las clasifica en células intermedias
pequenas y células intermedias grandes (Figura 14.6) (Stornelli 2017).

Células superficiales: Reflejan los cambios caracteristicos de muerte celular y estan situadas
en la capa celular adyacente al lumen vaginal. Son las células mas grandes observadas en la
citologia vaginal, poseen bordes angulares, nucleo, pequeio y picnoético, o carecen de él (Figura
14.7) (Stornelli 2017).

Células metaestrales: Son células grandes y parecen poseer uno 0 mas neutréfilos dentro de
su citoplasma, pero en realidad se encuentran superpuestos sobre el citoplasma. Estas células
pueden ser vistas en el diestro temprano (Figura 14.8) (Stornelli 2017).

Células de la fosa del clitoris: son células fusiformes, carecen de nucleo y se colorean mas
intensamente, observandose mas oscuras que el resto de las células del extendido vaginal (Fi-
gura 14.9) (Stornelli 2017).
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Figura 14.6. Células intermedias pequenas y grandes.

Célula intermedia pequefia (flecha roja). Célula intermedia grande (flecha verde) Obj. 40.

Figura 14.7. Células superficiales.

Célula superficial nucleada (flecha roja). Célula superficial anucleada (flecha verde) Obj. 40X.
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Figura 14.8. Célula metaestral.

Célula metaestral (flecha) Obj. 40X.

Figura 14.9. Célula de la fosa del clitoris (flechas). Obj. 40X.

Célula de la fosa del clitoris (flechas). Obj. 40X.
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Evaluacion e interpretacidon de los resultados obtenidos
en el estudio de la citologia vaginal

Variaciones de la citologia vaginal durante el ciclo estral en caninos

Proestro

La imagen citoldgica del proestro refleja la presencia de foliculos funcionales y en maduracion
con activa produccién estrogénica, lo cual determina un incremento de estrégenos circulantes.

En las muestras de citologia vaginal obtenidas durante el proestro temprano se observa una
imagen similar a la del anestro tardio, pero con una gran diferencia, la presencia de células san-
guineas; por lo tanto, se observara una cantidad variable de eritrocitos provenientes del rapido
desarrollo endometrial; junto con escasas células parabasales, numerosas células intermedias
pequeias y grandes y escasas células intermedias superficiales. Es frecuente la observacion de
neutrdéfilos, aunque en escasa cantidad, y también pueden estar presentes bacterias en peque-
fias o grandes cantidades. El fondo de estos extendidos a menudo tiene aspecto sucio debido a
la presencia de secreciones cervicales y vaginales viscosas que se tifien ligeramente (Figura
14.10 A). En el proestro medio, el primer indicio de un efecto estrogénico continuo sobre la cito-
logia vaginal es la desaparicidon de los neutréfilos. Estas células ingresan al lumen vaginal a
través del epitelio vaginal, pero luego ya no pueden atravesar la pared vaginal debido al mayor
espesor epitelial por acciéon de los estrégenos. Los neutréfilos no deberian ser observados nue-
vamente hasta el diestro. La cantidad de células parabasales e intermedias pequefias disminuye
y son reemplazadas por células intermedias grandes e intermedias superficiales. Los eritrocitos
pueden o no estar presentes y el fondo es sucio o claro (Figura 14.10 B). En el proestro tardio el
frotis vaginal no contiene neutrdéfilos, la presencia de eritrocitos es variable y el fondo es claro.
Mas del 80% de las células vaginales son superficiales con nucleos picnéticos o anucleadas
(Figura 14.10 C) (Stornelli 2012, Stornelli 2016 a).

Estro

Durante el estro, la citologia vaginal se mantiene constante y no existen modificaciones que su-
gieran el pico de LH o de ovulacion o el momento de la fertilizacion. Las células superficiales nuclea-
das y anucleadas siempre representan mas del 60% de las células vaginales totales y, a menudo,
alcanzan el 100%. No se observan neutrdfilos, disminuye la cantidad de eritrocitos que pueden o no
estar presentes y el fondo del extendido esta limpio. Si bien el porcentaje de células superficiales
puede fluctuar, nunca serd menor al 60% y, por lo general, se mantiene entre el 80 y el 100% (Figura
14.10 D) (Stornelli 2012, Stornelli 2016 a).
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Figura 14.10. Proestro y estro.

A) Proestro temprano. B) Proestro medio. C) Proestro tardio. D) Estro. Obj. 40X.

Diestro

La citologia vaginal de una perra que comienza el diestro esta claramente demarcada de la
que se observa en una perra al final del estro, ya que el porcentaje de células superficiales cae
hasta casi el 20% y el resto de las células son, por lo general, intermedias. Esto marca un cambio
abrupto y evidente en la citologia. Suelen reaparecer los leucocitos en el frotis, pero esto no
siempre ocurre. Algunas veces pueden observarse células denominadas metaestrales, que son
células epiteliales vaginales con uno o dos neutréfilos superpuestos, pero también pueden ser

observadas en otros momentos del ciclo en los que se encuentren neutrofilos, como el proestro
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temprano, y células espumosas que son células epiteliales vaginales con citoplasma espumoso.
Luego de los primeros dias del diestro, la citologia vaginal es similar a la del anestro, con leuco-
citos y eritrocitos en cantidades escasas y células epiteliales que corresponden a intermedias y
parabasales (Figura 14.11) (Stornelli 2012, Stornelli 2020).

Figura 14.11. Diestro.

Células intermedias flecha roja, célula superficial flecha verde, neutréfilos flecha amarilla. Obj. 40X.

Anestro

En este estadio, en los extendidos vaginales predominan las células parabasales e interme-
dias pequefias. Los neutrofilos pueden o no estar presentes y los eritrocitos suelen no obser-
varse. Pueden o no encontrarse bacterias que forman parte de la flora normal y la apariencia del
fondo del extendido puede ser clara o sucia (Figura 14.12) (Stornelli 2012).
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Figura 14.12. Anestro.

Anestro. Obj. 40X.

Citologia vaginal en felinos

En la gata podemos observar imagenes citologicas caracteristicas del celo (fase folicular,
proestro y estro), del interestro y del anestro (Stornelli 2007).
Citologia vaginal del estro: puede observarse el predominio de células superficiales (nuclea-

das con nucleo picnético o células anucleadas) y fondo limpio (Figura 14.13) (Stornelli 2020 b).

Figura 14.13. Citologia vaginal del estro en felinos.

Estro. A) Obj 40X, B) Obj. 10X.
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Citologia vaginal de interestro: se observa un predominio de células intermedias grandes y
células intermedias pequefias, con presencia de algunas células superficiales y ocasionalmente

alguna célula parabasal (Stornelli 2020 b) (Figura 14.14).

Figura 14.14. Citologia vaginal del interestro en felinos.

A) Interestro. Obj. 100X. B) célula superficial (flecha roja), célula intermedia (flecha verde). Neutrdfilo flecha amarilla. Obj. 40 X.

Citologia vaginal de anestro: se observa escasa celularidad con predominio de células paraba-
sales y escasas intermedias al inicio o al final del anestro, observandose solo parabasales en el
anestro profundo (Figura 14.15) (Stornelli 2020 b).

Figura 14.15. Citologia Vaginal del anestro en felinos.

Anestro. Obj. 40 X.
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Citologia vaginal: relacion con diversos procesos fisiolégicos
y patolégicos

La evaluacion de la citologia vaginal nos brinda informacion de gran utilidad en el examen
reproductivo. Nos permite el estudio de procesos fisioldgicos, como por ejemplo estimacion del
momento del ciclo estral, asi como aproximacién diagnéstica y evolucién de procesos patolégi-
cos, como por ejemplo quistes foliculares.

Si bien este método es muy util, sencillo y de bajo costo, deben también considerarse sus
limitaciones y asi evitar errores en el diagndstico; por ejemplo, la observacién aislada de una
muestra de citologia vaginal, muchas veces es insuficiente para arribar a un diagndéstico.

Estimacion del momento del ciclo estral canino: como se mencioné anteriormente, la evalua-
cion de la citologia vaginal permite estimar el momento del ciclo estral en que se encuentra la
hembra (Stornelli 2016 b).

Aproximacion para la identificacion del momento de servicio

La evaluacion de la citologia vaginal nos permite conocer cuando la hembra se encuentra en
proestro tardio o estro. Si se complementa el estudio con la realizacion de vaginoscopia y deter-
minacion de progesterona sérica, podremos aproximar el momento de mayor fertilidad y realizar

el servicio (Figura 14.16).

Figura 14.16. Proestro tardio-estro.
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Proestro tardio-estro. Obj. 40X.
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Identificacion del primer dia del diestro

El parto, en la perra, ocurrirda 56 a 58 dias después del primer dia del diestro identificado
mediante citologia vaginal. Es asi que la realizacién y la observacion de una serie de extendidos
vaginales a partir de la deteccion del celo permiten reconocer el primer dia del diestro y estimar
la fecha probable de parto y eleccion del momento para realizar una cesarea programada. Al
identificar el primer dia del diestro, podremos realizar la estimacion de la edad gestacional y
realizar controles gestacionales y seleccionar adecuadamente los estudios complementarios in-
dicados en cada etapa de la gestacion, a fin de controlar la salud materna, la viabilidad fetal y la
cantidad de fetos gestados. Esto permite la deteccién temprana de afecciones que pueden ocurrir
durante la gestacion, y de esta manera se incrementan las posibilidades de que ocurra la gesta-
cion sin complicaciones. Es asi que, en diversas situaciones (suplementacion gestacional con
progesterona por hipoluteidismo, alta probabilidad de distocia, gestacion de un feto unico, entre
otras) nos permite realizar una cesarea programada en el momento preciso, evitando el naci-
miento de cachorros prematuros que tendran menor viabilidad neonatal o la muerte de los mis-

mos dentro del Utero, por no ocurrir el nacimiento en el momento adecuado (Figura 14.17).

Figura 14.17. Diestro.
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Célula supefficial flecha roja, célula intermedia flecha verde. Neutréfilo flecha amarilla. Obj. 40X.

Reconocimiento de la accion estrogénica

Administracion de estrégenos exégenos

La administracion de estrégenos exoégenos, con el fin de inhibir la implantacion embrionaria,
puede causar alteraciones funcionales que ponen en riesgo la vida del animal. Mediante el estu-
dio de la citologia vaginal puede arribarse al diagnostico presuntivo de administracién exégena
de estrégenos al observar los cambios que ocasionan en el epitelio de la mucosa vaginal, obser-

vandose en el extendido predominio de células superficiales (Figura 14.18).
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Figura 14.18. Accion estrogénica.

Células superficiales. Obj. 40X.

Reconocimiento de estro fragmentado

Las hembras jévenes, durante su primer o segundo celo, pueden presentar ciclos que se
repiten cada 3 a 6 semanas, en los cuales ocurre solo la fase folicular (estro fragmentado). Esto
puede confundirse con intervalos interestrales acortados. Un seguimiento mediante citologia va-
ginal, con predominio de células superficiales en los extendidos, permite aproximar el diagnos-
tico, arribandose al diagndstico definitivo mediante la aplicacion de otros métodos complemen-

tarios, como la determinacion de progesterona sérica (Figura 14.19).

Figura 14.19. Accion estrogénica, estro fragmentado.

2

Estro fragmentado, células superficiales. Obj. 40X.
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Diagnéstico de estro persistente

Los quistes foliculares ovaricos son una de las causas de estro persistente. La citologia vagi-
nal permite identificar la accion estrogénica persistente, y sera el primer paso en su aproximacion
diagnéstica. Otros métodos complementarios, como la ultrasonografia, permiten formular el diag-
noéstico definitivo (Figura 14.20).

Deteccion de celos silentes

La imagen citoldgica vaginal caracteristica de la accion estrogénica con predominio de células
superficiales, permite identificar la ocurrencia de celos con escasas manifestaciones externas
(Figura 14.21).

Figura 14.20. Accion estrogénica, estro persistente.

Accion estrogénica. Estro persistente, células superficiales. Obj. 40X.
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Figura 14.21. Accion estrogénica. Deteccion de celos silentes.

Accién estrogénica. Deteccion de celos silentes, células superficiales. Obj. 40X.

Aproximacioén diagndstica en el sindrome de ovario remanente

En perras ovariectomizadas la aparicion ciclica de descarga vulvar sanguinolenta, atracciéon
de machos, con citologia vaginal compatible con proestro es un indicador de presencia de tejido

ovarico (Figura 14.22).

Figura 14.22. Accibn estrogénica. Sindrome de ovario remanente.

Accié6n estrogénica. Sindrome de ovario remanente, células superficiales. Obj. 40X.
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Aproximacion diagnéstica del edema vaginal del proestro
(hiperplasia vaginal)

La hiperplasia vaginal ocurre debido a una respuesta exagerada de la mucosa vaginal a la
accion estrogénica, lo cual causa el agrandamiento edematoso de la pared vaginal. Al realizar la
observacion de la citologia vaginal, se observara una imagen compatible con proestro o estro
(Figura 14.23).

Figura 14.23. Accibn estrogénica. Edema vaginal del proestro.

4 -
& .

Accion estrogénica. Edema vaginal del proestro. Células superficiales (flecha verde), células intermedias
(flecha roja), eritrocitos (flecha celeste), neutrdfilo (flecha amarilla). Obj. 40X.

Aproximacion al diagnodstico de vaginitis y endometritis infecciosa

Si bien mediante la utilizacién de la citologia vaginal se puede identificar la presencia de un
proceso inflamatorio en vagina o uUtero, no es posible conocer la localizacién del mismo y se
requeriran otros métodos complementarios, como ecografia y realizacion de un hemograma para
arribar al diagnoéstico. En los extendidos vaginales, se observa una gran cantidad de células in-
flamatorias con predominio de neutrdfilos, muchos de los cuales en vias de degeneracion y con
bacterias en su citoplasma. Es importante recordar que en el diestro temprano y el proestro tem-
prano pueden observarse neutréfilos y bacterias, pero en menores cantidades, y la imagen cito-

I6gica no persiste en el tiempo (Figura 14.24).
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Figura 14.24. Endometritis infecciosa.
PR YR

Célula intermedia (flecha roja), neutréfilo (flecha verde), eritrocito (flecha amarilla). Obj. 40X.

Aproximacioén diagnéstica de tumores

Mediante la observacion de extendidos de citologia vaginal se puede arribar al diagnéstico de
tumores ubicados en el lumen vaginal de origen genital o producto de la invasién de neoplasias
del aparato urinario, que exfolien células que aparecen en los extendidos. Los tumores que mas
frecuentemente son diagnosticados mediante citologia vaginal son: tumor venéreo transmisible,
carcinoma de células escamosas y carcinoma de células transicionales que invaden la vagina
(Figura 14.25y 14.26).
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Figura 14.25. Tumor venéreo transmisible.

Células redondas (flecha roja). Obj. 40X.

Figura 14.26. Carcinoma

e R b

Células anaplasicas (flecha roja). Obj. 40X.

Aproximacion diagnéstica de subinvolucién de los sitios placentarios

En perras que presentan descarga vulvar de mas de treinta dias posparto y con presencia
de células trofoblasticas en extendidos vaginales, se puede formular un diagnostico definitivo
de esta entidad.
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Citologia endometrial

El estudio de las muestras de citologia endometrial obtenidas mediante cateterismo transcer-
vical, endoscopia, laparoscopia o laparotomia permitira la aproximacion diagndstica del estado
del endometrio. El estudio de la poblacion de células endometriales y células inflamatorias per-
mite evaluar si el endometrio muestra reaccion inflamatoria superficial en caninos vy felinos (Fi-
gura 14.27, 14.28, 14.29 y 14.30) (Coralli 2021, Praderio 2019, Praderio 2021).

Figura 14.27. Citologia endometrial de canino.

Células del epitelio endometrial (flechas amarillas), neutrdfilos (flechas celestes) y glébulos rojos (flechas verdes). A) Obj.
20X. B) Obj. 40X.

Figura 14.28. Citologia endometrial de canino.

Células del epitelio endometrial descamadas en grupo (flechas rojas), neutréfilos (flechas celestes) y eritrocitos (flechas
verdes). A) Obj. 60X, B) Obj. 40X.
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Figura 14.29. Citologia endometrial de felino.

Células del epitelio endometrial (flechas amarillas), neutrdfilos (flechas celestes) y eritrocitos (flechas
verdes). A) Obj. 20X, B) Obj. 40X.
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Figura 14.30. Citologia endometrial de felino.

Células del epitelio endometrial descamadas en grupo. Tincién 15 Biopur®. A 'y B) Obj. 40X.
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CAPITULO 15
Estudio citologico del aparato genital masculino

Maria Alejandra Stornelli y Maria Cecilia Stornelli

Estudio citolégico del semen

En el canino, el eyaculado se divide en tres fracciones: pre-espermatica, espermatica y
prostatica. Estas fracciones pueden colectarse y evaluarse por separado. Asi, alteraciones
observadas en la fraccidon espermatica (segunda fraccion) nos indicaran afecciones testicu-
lares y alteraciones observadas en la fraccion prostatica (tercera fraccion) nos indicaran
afeccion prostatica.

En el felino el eyaculado no posee diferentes fracciones. La eyaculacion del paquete esperma-

tico y plasma seminal, se producen en forma completa en una sola fraccién de segundos.

Estudio de la morfologia espermatica

El estudio de la cantidad y tipo de anormalidades espermaticas es un indicador importante
de la capacidad fecundante del semen en animales domésticos. En algunas especies, como
en los caninos, el porcentaje minimo de espermatozoides morfolégicamente normales en un
eyaculado de buena calidad se encuentra bien definido y no presenta variaciones estaciona-
les. Sin embargo, en otras especies, como en los felinos, este parametro aun no ha sido bien
definido, probablemente debido a la gran variabilidad individual y estacional que presenta en
la produccioén espermatica y, por consiguiente, en la calidad del semen (Garcia 2019, Stor-
nelli 2017 b). Las anormalidades espermaticas pueden originarse en el testiculo (anormali-
dades primarias) o en el epididimo (anormalidades secundarias). El estudio morfolégico de
los espermatozoides permite detectar anormalidades de la cabeza, pieza intermedia y cola.
Las morfoanomalias espermaticas primarias tienen su origen en la formacién de la célula
espermatica durante el desarrollo de la hilera seminal. Las morfoanomalias secundarias,
como la gota citoplasmatica distal y las colas dobladas, se originan en el epididimo y se
relacionan con la maduracion del espermatozoide en el mencionado 6rgano. La influencia de
la estacion del afio sobre la produccion espermatica ha sido bien definida en el gato domés-

tico. Es asi que el porcentaje y el tipo de morfoanomalia varia en relacién a si el animal se
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encuentra, o no, en la estacién reproductiva (Axner 2000, Nunez-Favre 2012a, Nufiez-Favre
2012 b, Nufiez-Favre 2015).

Para el estudio de la morfologia espermatica se realiza un extendido de la segunda fraccion
del eyaculado en caninos y del eyaculado completo en felinos, se deja secar y luego se realiza
la tincion. Puede utilizarse Tincion 15 o Wright y se observa en microscopio 6ptico con Obj. 100X.
Pueden evidenciarse variadas alteraciones espermaticas primarias, por ejemplo, quistes o acro-
somas prominentes, macro y microcefalia, cabezas globosas, piriformes, alargadas, dobles o
triples, pieza intermedia doble, deshilachada o doblada, gota citoplasmatica proximal, insercion
excéntrica, cola doble o enrollada, defecto de Dag y falta de la porcién terminal de la cola. Tam-
bién se observan morfoanomalias secundarias como gota citoplasmatica distal y colas dobladas
(Figura15.1y 15.2) (Bonaura 2013, Jurado 2009).

Estudio de la citologia no espermatica

Para realizar el estudio citolégico de células diferentes a los espermatozoides que pueden
encontrarse en una muestra de semen, se realizan extendidos y se colorean con Tincion 15, May
Grunwald Giemsa o Wright.

La presencia de eritrocitos en los extendidos indica hemorragia, mientras que la presencia de
leucocitos en elevada cantidad y macrofagos es indicativa de un proceso inflamatorio en cual-
quier parte de las vias urogenitales (Figura15.3). En el semen normal pueden encontrarse una
escasa cantidad de glébulos rojos y blancos (2 a 5 por campo microscépico) y algunas células
prostaticas (Stornelli 2007).

Estudio citolégico de la fraccidn prostatica canina

El examen citoldgico de la fraccion prostatica, tercera fraccién del eyaculado, es de mucha
utilidad en la evaluacion de las enfermedades prostaticas (hiperplasia prostatica benigna,
metaplasia escamosa, neoplasias y prostatitis crénica). Una vez obtenida, se centrifuga y se
recuperan las células prostaticas. Si el animal presenta una préstata normal, las células pros-
taticas pueden observarse aisladas o de a pares. En el caso de hiperplasia prostatica be-
nigna o metaplasia escamosa, se observan agrupaciones celulares formando empalizadas
(Figura 15.4). En el caso de prostatitis bacteriana se observan abundantes neutréfilos junto
con grupos de células prostaticas, debido a que la prostatitis bacteriana ocurre en prostatas
con alteraciones previas (hiperplasia prostatica benigna, metaplasia escamosa) que predis-
ponen a la colonizacién bacteriana de la glandula (Stornelli 2016).

Las muestras para el estudio citolégico de la préstata se pueden obtener mediante masaje
prostatico o eyaculacion y colecta de la tercera fraccion del eyaculado. En aquellos casos en

los que no puede obtenerse secrecidn prostatica mediante eyaculado o masaje prostatico,
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puede obtenerse una muestra mediante aspiracion ecoguiada de la glandula, con aguja fina
(AAF). La AAF y el masaje prostatico estan contraindicados en prostatitis bacterianas y abs-
cesos prostaticos, ya que puede ocurrir peritonitis 0 bacteriemia asociadas al procedimiento
(Zinkl 2008).

En el estudio citolégico de una glandula normal, se observan células epiteliales cubicas,
agrupadas de a pares o aisladas, con citoplasma ligeramente acidéfilo que posee material
finamente granular y basoéfilo y a veces con presencia de vacuolas. El nucleo es redondo o
ligeramente oval, tiende a ubicarse en la periferia y suele presentar un nucléolo pequefio. En
la hiperplasia prostatica benigna se puede apreciar un incremento en la cantidad de células,
las cuales se agrupan en empalizadas conservando la morfologia celular. Puede observarse
aumento de la basofilia y vacuolizacion citoplasmatica, nucleos redondos u ovalados, gran-
des y con patrén de cromatina finamente reticulada. La relacion N:C puede estar incremen-
tada y no suelen observarse nucléolos. En la prostatitis se observa abundante cantidad de
neutroéfilos, que pueden presentar cambios téxicos como cariolisis y citoplasma espumoso.
Pueden también observarse macréfagos en cantidad variable, con citoplasma espumoso,
vacuolas, detritos y restos celulares fagocitados. Suelen observarse bacterias, tanto dentro
como fuera de los macréfagos. Las células prostaticas se disponen en grupos, con incre-
mento en la basofilia citoplasmatica cuando la glandula presenta hiperplasia benigna.
Cuando ocurre una accion estrogénica sobre el epitelio prostatico, como en el caso del tumor
de células de Sertoli, el mismo sufre una modificacion, con el desarrollo de una metaplasia
escamosa. Las células suelen ser grandes, en general agrupadas, y los nucleos pueden
presentar picnosis y cariorrexis. En estos casos, el estudio citolégico de la mucosa prepucial
permite observar un predominio de células superficiales similar al extendido vaginal de una
hembra en fase folicular (Figura15.5). En las imagenes citolégicas de muestras de neoplasias
prostaticas, como por ejemplo el adenocarcinoma prostatico, puede apreciarse celularidad
de moderada a marcada, anisocariosis, nucleos grandes e irregulares y una alteracion de la
relacion N:C. Los nucléolos suelen estar presentes y pueden ser unicos y pequefios o0 gran-
des e irregulares. Este tipo de neoplasias suele cursar con inflamacion y necrosis, por lo que
es frecuente observar neutréfilos y macréfagos (Figura 15.6) (Powe 2004, Stornelli 2017a,
Zinkl 2008).
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Figura 15.1. Anomalias espermaticas.

A) cola doble, B) gota citoplasmaética distal, C) pieza intermedia doble y falta de porcién terminal de la cola, D) cola
enrollada (flecha roja), cola doblada (flecha celeste). Tincion 15 Biopur®. Obj. 100X.
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Figura 15.2. Anomalias espermaticas.

A) Cabeza inmadura (flecha roja), B) cabeza quintuple, C) inserciéon excéntrica de la cola (flecha roja), D) macrocefalia
(flecha roja), cabeza normal (flecha celeste),E) cabeza doble (flecha roja). Tincién 15 Biopur®. Obj. 100X.
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Figura 15.3. Células no espermaticas en el semen.

A) Neutrofilo (flecha roja). Tincién eosina nigrosina. Obj. 100X; B) eritrocito (flecha celeste), célula
prostética (flecha amarilla). Tincién 15. Biopur®. Obj. 100X.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 176



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Figura 15.4. Hiperplasia prostética.

Células en empalizada. Observacién en fresco, Obj. 100X.

Figura 15.5. Extendido de mucosa prepucial de canino con tumor de células de Sertoli.

Células superficiales. Tincion de azul de metileno. Obj. 40X.
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Figura 15.6. Carcinoma prostético.

Macrocariosis (flechas rojas), neutrofilos (flechas amarillas). Obj. 60X.
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CAPITULO 16
Estudio citologico de los fluidos toracico,
abdominal y pericardico

Natalia Caggiano, Alicia del Amo y Mariana Machuca

Las superficies visceral y parietal de las cavidades peritoneal, pleural y pericardica estan
revestidas por células mesoteliales y bafiadas por una minima cantidad de liquido seroso
que es un ultrafiltrado de la sangre, transparente, incoloro a amarillento, bajo en proteinas y
células (Schwendenwein 2017, Skeldon 2014, Thompson 2016; Thrall 2021, Valenciano
2020, Vap 2021).

La acumulacion anormal de liquido en estos espacios se denomina efusién, y resulta de un
desequilibrio entre la produccion y la eliminaciéon del mismo debido a cambios en la presién hi-
drostatica y oncética capilar, aumento de la permeabilidad capilar e integridad del drenaje linfa-
tico. Otros tipos de liquido, como sangre, quilo, bilis u orina, pueden filtrarse a una cavidad cor-
poral (Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020)

La recoleccion y evaluacion del liquido de las cavidades corporales es un procedimiento ra-
pido, econdémico y de bajo riesgo que permite obtener informacion util para el diagnostico dife-
rencial y, a veces, definitivo, prondstico y tratamiento de enfermedades que causan efusiones
toracica, abdominal o pericardica (Martinez de Merlo 2008, Skeldon 2014, Thompson 2016,
Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021) .

Técnicas de toma de muestras

Liquido pleural: Las imagenes radiograficas y ecograficas evaltan la cantidad y la localiza-
cion de la acumulacion de liquido y guian la toracocentesis. La tranquilizacion y la anestesia local
sblo son necesarias si el paciente no coopera o se debe drenar gran cantidad de liquido. El
animal se mantiene inmovilizado de pie o en decubito esternal. Se prepara quirirgicamente la
zona, se perfora el sexto, séptimo u octavo espacio intercostal en la unién costocondral, evitando
los vasos intercostales ubicados en el borde caudal de cada costilla. Para los perros grandes, se
requiere una aguja de calibre 18 a 20 y 1'% pulgada o un catéter de polietileno intravenoso 20 a
16 G de 1 a 2 pulgadas y en gatos y perros pequefos se prefiere una aguja de mariposa ("but-
terfly") de % de pulgada, calibre 19 o 21 (Figura 16.1). Se utilizan jeringas de 10, 20 6 60 ml
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(segun el volumen a extraer) y tubos con EDTA (para recuento celular, determinacion de protei-
nas totales y estudio citoldgico), sin anticoagulantes (para determinaciones bioquimicas) y esté-
riles con medio de transporte (para cultivo bacterianos y fungicos). Si el volumen a extraer es
escaso, la jeringa se conecta al catéter, se aspira el liquido y se retira el catéter con la jeringa
colocada; si es mayor, se debe conectar un tubo de extension y una llave de tres vias al catéter
(preferentemente) o a la aguja para prevenir la formaciéon de neumotérax. Si sélo se obtiene un
volumen minimo, la citologia es el analisis prioritario (Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein
2017, Skeldon 2014, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Liquido abdominal: Las radiografias antes de la abdominocentesis son utiles para excluir
otras entidades en las que ésta esta contraindicada como prefiez, piometra, megalovejiga y he-
mangiosarcoma esplénico. Debe vaciarse la vejiga previamente para evitar una cistocentesis
accidental. Se prepara quirdrgicamente un area con el ombligo en el centro. La puncién se realiza
2 cm por detras o por delante de la cicatriz umbilical, sobre la linea media, con el animal en
estacion o en decubito lateral. Se puede utilizar para penetrar el abdomen una aguja de calibre
20 a 22, de 1 a 1% pulgadas; una aguja de calibre 16 a 20, de 1'% a 2 pulgadas, "butterfly" 19 G
o un catéter (Figura 16.1). Se punza y, cuando comienza a salir el liquido, se conecta a una
jeringa de 3 0 6 ml aspirando suavemente. Si no se obtiene liquido, se puede realizar una abdo-
minocentesis de cuatro cuadrantes, tomando el ombligo como punto central, o realizar un lavado
peritoneal. El mismo esta contraindicado en casos de sospecha de neoplasia; se realiza con el
animal en decubito dorsal, se inserta un catéter de gran calibre, se instilan 20 ml/kg de peso
corporal de solucién salina estéril tibia, se hace rodar al animal hacia ambos lados y se masajea
para distribuir el liquido por todo el abdomen y finalmente se extrae el liquido para su evaluacion
(Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Liquido pericardico: Es necesario sedar al paciente y realizar anestesia local para evitar la
puncién cardiaca o la laceracion de la arteria coronaria o pulmonar. Se prepara quirargicamente
el area desde la tercera hasta la octava costilla del lado derecho, en el tercio inferior a medio y
se coloca el paciente en decubito lateral izquierdo o esternal. La puncion se realiza en el cuarto
0 quinto espacio intercostal en la unién costocondral, utilizando un catéter de calibre 16 a 18 con
una valvula de tres vias a la que se conecta una jeringa de 30 o 60 ml. Debe mantenerse una
presion negativa sobre la jeringa mientras se perfora la pared toracica, avanzando con cuidado
la aguja en la direccion del corazén hasta encontrar resistencia (pericardio), se sentira una libe-
racion cuando la aguja ingrese al saco pericardico y, a menudo, se vera un destello de sangre
(Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Valenciano 2020).
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Figura 16.1. Equipo basico para toracocentesis, abdominocentesis o pericardiocentesis.

Jeringa, llave de tres vias, aguja de mariposa (butterfly) y catéter endovenoso.

Manejo de muestras

Las siguientes pruebas basicas deben realizarse con los liquidos de las efusiones y los datos

que aportan y su interpretacion son los mismos cualquiera sea la cavidad de la que procedan:

a)
b)

c)

d)

evaluacion de las caracteristicas macroscépicas (volumen, color, turbidez, olor, viscosidad);
recuento de células nucleadas, por métodos automaticos con contadores celulares elec-
trénicos o por métodos manuales con un hemocitémetro; aunque también puede estimarse
en la extension citologica, siempre que el liquido no se haya centrifugado;

concentracion de proteinas totales por refractometria, espectrofotometria o analisis auto-
matizado o, de forma semicuantitativa, con tiras reactivas de orina, empleando el sobre-
nadante obtenido después de centrifugar la muestra;

eventualmente puede ser necesario realizar ciertas determinaciones bioquimicas (se ha-
ran comentarios especificos a lo largo del capitulo);

estudio citoldgico se realiza para determinar un diagnostico especifico. Es un procedimiento
de gran utilidad diagndstica, ya que la colecta se considera un signo clinico y no una enferme-
dad primaria. Dicho estudio conlleva una extrema dificultad en cuanto a su interpretacion cito-

I6gica, ya que requiere un conocimiento exhaustivo de los diferentes tipos celulares y debido
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a que existe una gran variabilidad dentro de una misma poblacién y semejanza entre pobla-
ciones celulares diferentes (Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Skeldon 2014,
Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Los hallazgos durante el examen citolégico pueden ser compatibles con diferentes proce-
sos: 1) infecciosos (pleuritis, peritonitis, peritonitis infecciosa felina, piotérax), 2) inflamatorios
(de organos intracavitarios o de abscesos cerrados), 3) neoplasicos (linfomas, carcinomas,
adenocarcinomas, hemangiosarcomas, mastocitomas, mesoteliomas), 4) autoinmunes (lupus
eritematoso sistémico, artritis reumatoidea), 5) traumaticos (quilotérax, uroabdomen, hemope-
ritoneo, ruptura de vias biliares), 6) hemodinamicos (insuficiencia cardiaca congestiva, hiper-
tension portal, hipoproteinemia).

La evaluacion de la muestra debe realizarse lo antes posible para evitar la degeneracién ce-
lular. Si las muestras se envian a un laboratorio de referencia, los tubos deben enviarse refrige-
rados junto con portaobjetos preparados en el momento de la recoleccion, para preservar la
morfologia celular y, de ser posible, frotis de sedimento (Martinez de Merlo 2008, Schwenden-
wein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Vap 2021).

Preparacién y tincién de los extendidos

La forma de realizar las extensiones citolégicas varia dependiendo del recuento celular o de
las caracteristicas macroscépicas del liquido obtenido. Para muestras muy celulares se realiza
un frotis directo mediante una técnica de frotis sanguineo; para muestras con baja celularidad se
recomienda la técnica de concentracion o frotis del sedimento de una muestra centrifugada utili-
zando una técnica de extension de frotis de sangre o de aplastamiento. Las muestras se pueden
centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm para obtener el sedimento con el cual se preparara un
frotis. Si esta disponible, puede utilizarse una citocentrifuga, en la cual se coloca una pequefa
cantidad de liquido y se depositaran células directamente en un solo punto en monocapa en el
portaobjetos, obteniéndose preparaciones de alta calidad que mejoran la visibilidad de las carac-
teristicas citoplasmaticas, quedando la morfologia celular perfectamente preservada. El frotis se
seca al aire y luego se tifie con una tincion hematoldgica, siendo las tinciones Romanowsky de
base metandlica las ideales. Cuando sea necesario, pueden ser utiles otras tinciones como la
tincién de Gram, Ziehl-Neelsen, rojo Sudan o azul de toluidina (Martinez de Merlo 2008, Schwe-
ndenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Evaluacion microscoépica

El estudio de las efusiones es uno de los principales retos del citdlogo. Las evaluaciones
microscopicas permiten la diferenciacién de las poblaciones celulares, observando el tipo

celular predominante y la distribucion de otros tipos celulares y la identificacion de neoplasias
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malignas, la presencia o no de microorganismos y material extrafio (Martinez de Merlo 2008,
Thrall 2021, Vap 2021).

Es poco probable que se realice la aspiracion del escaso liquido que existe en las cavidades
en condiciones normales ya que, en ausencia de colecta, la toma de muestras no esta indicada
y, ademas, resulta muy dificultosa. En el liquido normal se observan células mesoteliales en
reposo y un bajo numero de macréfagos, linfocitos pequefos y neutréfilos. La apariencia de las
células tumorales depende de las propiedades exfoliativas del tumor en cuestion. EI mesotelio
se volvera hiperplasico o reactivo facilmente cuando hay un aumento de liquido en la cavidad
corporal o inflamacién. La extrema variabilidad de las células que normalmente forman parte de
los liquidos organicos, fundamentalmente las mesoteliales, pueden confundir al citélogo, ya que
muchos cambios reactivos pueden atribuirse erroneamente a cambios neoplasicos. Las células
mesoteliales y epiteliales, pueden mostrar caracteristicas semejantes, lo que dificulta su diferen-
ciacién (Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Vap 2021).

Células y estructuras vistas en efusiones

Neutréfilos

Los neutrdéfilos estan ausentes o presentes en cantidades muy bajas en el liquido normal,
pero se encontraran en mayor cantidad con acumulacién crénica de liquido o con inflamacién.
Citolégicamente, existen dos clases de neutréfilos: a) degenerados, cuyo citoplasma debe exa-
minarse en busca de bacterias fagocitadas y esta indicada la realizacion de un cultivo cuando se
observan en los frotis y b) no degenerados, sugestivos de inflamacion no séptica; sin embargo,
las bacterias no productoras de toxinas potentes, como Actinomyces spp., agentes infecciosos,
como Ehrlichia y Toxoplasma spp. y varios hongos pueden estar asociadas con este tipo de
neutréfilos. La hipersegmentacion y picnosis nuclear es un hallazgo comun en los neutrdéfilos
envejecidos, y éstos a menudo se ven fagocitados por macrofagos (citofagia). Las efusiones
también pueden contener neutréfilos téxicos, los que se desarrollan en la médula ésea en res-
puesta a la granulopoyesis acelerada causada por la inflamacion (Martinez de Merlo 2008, Sch-
wendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Células mesoteliales

Las células mesoteliales recubren las cavidades y se activan facilmente proliferando y exfo-
liandose ante la inflamacién o acumulacion de liquido de cualquier tipo. Un mayor nimero de
grupos de células mesoteliales es un hallazgo comun en la reactividad. En las efusiones, estan
presentes en cantidades bajas o0 moderadas y se observan como células individuales o en gru-
pos, de tamafos variables, similares a células epiteliales. Son grandes, redondas, de bordes
celulares definidos, con cantidades moderadas de citoplasma azulado claro a oscuro y nucleo
central, redondo a ligeramente ovoide, de cromatina en patron reticular fino y uno o dos nucléolos

redondos. Las células mesoteliales reactivas pueden tener un borde indentado (ribete) o corona
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citoplasmatica "con flecos", color rosa a rojo que constituye el glucocaliz de las células mesote-
liales recientemente exfoliadas y ayuda a identificarlas y diferenciarlas de los macréfagos. Las
figuras mitéticas y las células bi o multinucleadas se observan ocasionalmente, ya que son célu-
las en proliferacion (Figura 16.2 y Figura 16.3). También puede presentar anisocitosis y anisoca-
riosis con un patrén de cromatina uniforme y nucléolos prominentes lo que hace que puedan
confundirse con células neoplasicas (Burton 2018, Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein
2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Pueden absorber lipidos del liquido de efusién adquiriendo caracteristicas de células se-
cretoras por lo que deben diferenciarse del adenocarcinoma o mesotelioma evaluando criti-
camente las poblaciones de células en busca de criterios de malignidad. Por lo general,
desarrollan morfologia epitelial o fibroblastica y actividad fagocitica con estimulacion infla-
matoria especifica y exhiben caracteristicas mesenquimales y epiteliales, expresando des-
mina, citoqueratina y filamentos intermedios de vimentina en la IHQ (Schwendenwein 2017,
Thompson 2016, Valenciano 2020).

Figura 16.2. Células mesoteliales reactivas.

Algunas células presentan un borde indentado y otras son binuceladas. Color Fast Kit, Biopack®. Obj. 40X.
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Figura 16.3. Células mesoteliales reactivas.

A

A) Célula mesotelial en mitosis. B) Célula mesotelial con corona citoplasmatica "con flecos". Color Fast Kit, Bio-
pack®. Obj. 60X.

Macrofagos

Los macréfagos de las efusiones se parecen a los tisulares. Son células grandes y redondas,
con abundante citoplasma gris palido a azul claro, a menudo vacuolado o conteniendo material
fagocitado (células, microorganismos y/o desechos) y nucleo redondo, ovalado o en forma de
frijol, con patron de cromatina reticular condensada y pequefios nucléolos redondos (Schwen-
denwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Linfocitos

Los linfocitos se observan en pequefias cantidades en las efusiones, observandose en ma-
yor proporcion en los gatos que en los perros. Son las células predominantes en las efusiones
linfociticas y quilosas y en las secundarias a una neoplasia linfoide. Los linfocitos pequefios y
medianos tendran un aspecto similar a los linfocitos periféricos, con citoplasma escaso azul,
nucleo redondo que casi llena la célula, con patrén de cromatina denso, con una relacién N:C
uniformemente alta. Los linfocitos reactivos pueden verse en las efusiones inflamatorios y sue-
len ser mas grandes, con citoplasma basofilo mas abundante y un aclaramiento perinuclear
que confiere un aspecto plasmocitoide (Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Thom-
pson 2016, Valenciano 2020).

Células plasmaticas

Las células plasmaticas son similares en tamafno a los linfocitos pequefos, con cromatina
nuclear mas densa, citoplasma azul abundante, generalmente con un area clara perinuclear
(aparato de Golgi). Algunas estan presentes en efusiones inflamatorias y su presencia se asocia
a cronicidad (Martinez de Merlo 2008, Thrall 2021).

Otros elementos que pueden observarse en las efusiones

Los eosindfilos, mastocitos, eritrocitos, células neoplasicas y microrganismos pueden obser-

varse en las efusiones y se trataran en los apartados correspondientes.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 186



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Clasificacion general de las fusiones

La clasificacion de la efusién ayuda a dirigir el mecanismo general de acumulacioén de liquido
y puede proporcionar una lista preliminar de diagndsticos diferenciales. Sin embargo, la efusion
siempre debe interpretarse a la luz de la historia, los hallazgos del examen fisico, los datos de
laboratorio, la informacion de imagenes y, lo que es mas importante, los resultados del examen
citoldgico del liquido, que pueden ser diagnosticos o indicar un proceso (Valenciano 2020).

Tradicionalmente, las efusiones abdominal, toracica y pericardica se han clasificado como
trasudados, trasudados modificados o exudados, segun el recuento total de células nucleadas y
la concentracion de proteinas totales. Las proteinas totales son las que permiten diferenciar entre
trasudados y trasudados modificados y el recuento de células nucleadas discrimina mejor entre
trasudados modificados y exudados, cuando el valor de proteinas totales no excluye una u otra
categoria. Si bien estas categorias pueden ser Utiles desde el punto de vista clinico, no siempre
reflejan con precision la fisiopatologia subyacente de la efusiéon, muchas efusiones no entran en
ninguna de las categorias o son variedades y/o combinaciones de procesos trasudativos y exu-
dativos como las efusiones biliosa, hemorragica, quilosa o neoplasica y deben interpretarse con
otros hallazgos clinicos y diagnosticos. Ademas, el término "trasudado modificado" suele ser la
categorizacion menos especifica desde el punto de vista del diagnéstico, describiendo un trasu-
dado con una mayor concentracion de proteinas, y se torna inapropiado, ya que muchos fluidos
asi clasificados no se forman como trasudados con la modificacion posterior de recuento total de
células nucleadas y proteina sino que, a menudo, son el resultado de la trasudacién crénica de
liquido o el paso a través de una membrana por lo que el término "trasudado rico en proteinas”,
describe mas apropiadamente los mecanismos fisiopatoldgicos (Schwendenwein 2017, Thom-
pson 2016, Valenciano 2020) .

Un enfoque alternativo es categorizar los fluidos como trasudados o exudados usando un
corte de recuento total de células nucleadas de 3000 células/pl. Los trasudados se pueden cla-
sificar en trasudados bajos en proteinas (<2.5 g/dl) o trasudados ricos en proteinas (>2.5 g/dl)
(Burton 2018, Skeldon 2014, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Trasudados bajos en proteinas (trasudados puros)

Son generalmente translicidos, transparentes e incoloros, con concentraciones de proteinas
menores de 2,5 g/dl y, a menudo, contienen menos de 1500 células/ul. Se forman cuando se
altera la dinamica de los fluidos, debido a disminucién de la presion oncética y/o aumento de la
presion hidrostatica o drenaje linfatico alterado. Las células que se encuentran son principal-
mente células mesoteliales, macréfagos, linfocitos pequefios, y un nimero reducido de neutrdéfi-
los no degenerados. Las causas mas frecuentes son: alteraciones hemodinamicas (hipertension

portal, compresion de la vena cava), hipoproteinemias o neoplasias no exfoliantes. La utilidad del
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estudio citolégico en estos procesos es limitada, de manera que, generalmente, se llega al diag-
noéstico mediante otros estudios complementarios. Las células mesoteliales estan activadas, por
lo que son muy pleomdrficas y pueden presentar vacuolas, o ser binucleadas (Burton 2018, Mar-
tinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Skeldon 2014, Thompson 2016, Thrall 2021, Valen-
ciano 2020, Vap 2021).

Trasudados ricos en proteinas (trasudados modificados)

Es un trasudado que cambia sus caracteristicas fisicas. Es el aspecto habitual de los trasu-
dados modificados por la adicién de algun tipo celular (eritrocitos, células neoplasicas). La acu-
mulacion de un trasudado en una cavidad corporal provoca un aumento de la presion, que irrita
las células mesoteliales que responden proliferando y desprendiéndose en la efusién. Con el
tiempo, las células mesoteliales mueren y liberan agentes quimiotacticos que atraen fagocitos
para eliminar los restos celulares. Por tanto, los trasudados modificados son trasudados que han
estado presentes el tiempo suficiente para provocar una reaccion inflamatoria leve. Es un tipo de
efusion relativamente no especifico que se puede asociar a cualquier enfermedad o suceso que
aumente la permeabilidad vascular y/o aumente la presion hidrostatica del sistema vascular o
linfatico, pudiendo ser una etapa de transicion en el desarrollo de un exudado. El color del liquido
puede variar de incoloro, ambarino a blanco o rosado y puede ser ligera o moderadamente turbio.
La concentracion de proteinas es superior a 2,5 g/dl y la celularidad es baja, entre 1500 y 5000
células/pl. El principal constituyente celular es la célula mesotelial reactiva, pero también se en-
cuentran neutréfilos no degenerados, macrofagos y pocos linfocitos pequenos. Las condiciones
comunes asociadas con los trasudados ricos en proteinas son insuficiencia cardiaca congestiva
derecha (observandose principalmente efusién abdominal en perros y pleural en gatos), hiper-
tension portal y neoplasias. Algunos procesos, como la peritonitis infecciosa felina y la ruptura
de la vesicula biliar o vejiga, cursan inicialmente con trasudados ricos en proteinas que, de forma
crénica, evolucionan hacia exudados no sépticos (Burton 2018, Martinez de Merlo 2008, Schwe-
ndenwein 2017, Skeldon 2014, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Exudados

Los exudados se forman en respuesta a mediadores inflamatorios que aumentan la permea-
bilidad vascular secundaria a la inflamacion infecciosa o no infecciosa. La inflamacién puede ser
el proceso primario o puede ocurrir como consecuencia de una efusién preexistente. Macrosco-
picamente pueden ser de color variable (amarillo, anaranjado, pardo, blanquecino o rojizo), pero
a menudo son ligera a francamente turbios, densos. Se caracterizan por contener proteinas su-
periores a 3,0 g/dl, y un recuento de células nucleadas superior a 5000/ul. Citolégicamente se

observan numerosas células inflamatorias, generalmente neutréfilos, pero también aumentan los
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macréfagos y, hasta cierto punto, los linfocitos. Los exudados pueden ser infecciosos (sépticos)
0 no (no sépticos) (Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Skeldon 2014, Thompson
2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Una efusién séptica puede resultar de la diseminacion hematégena o linfatica de una septi-
cemia, de la extensién de una pleuroneumonia o del compromiso o perforacién Gl, o por la intro-
duccion de organismos a través de la penetracion directa en la cavidad corporal (traumatismo,
cuerpo extrafo, cirugia y centesis previa). Los diagnésticos diferenciales para la inflamacion no
séptica incluyen peritonitis infecciosa felina (PIF), efusién biliosa, neoplasica, irritacion postope-
ratoria, pancreatitis, cuerpo extrafio gastrointestinal, hematoma esplénico con necrosis, linfan-
giectasia, uroabdomen y causas idiopaticas (Valenciano 2020, Vap 2021).

La mayoria de las efusiones inflamatorias son citolégicamente inespecificas en términos de
diagnéstico etiologico. Sin embargo, la citomorfologia proporciona pistas importantes sobre la
causa subyacente. Se clasifican de acuerdo con las reglas estandar para la inflamacién como
neutrofilicas, mixtas o macrofagicas. En las efusiones neutrofilicas los neutréfilos (no degenera-
dos o degenerados) comprenden mas del 70% de las células e indican irritacion activa grave.
Las efusiones inflamatorias mixtas y macrofagicas reflejan una irritacion menos grave y se en-
cuentran en efusiones agudas que se resuelven o en asociacion con agentes etiolégicos menos
irritantes que las bacterias (organismos fungicos o cuerpos extrafnos). Las reacciones mixtas se
caracterizan por una mezcla de neutrofilos y macréfagos. En la inflamacion macrofagica, los ma-
crofagos son las células predominantes observadas. Si predominan los eosindfilos, la inflamacion
es eosinofilica, y si predominan los linfocitos, la efusidn se clasifica como efusion rica en linfocitos
(Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021).

Trastornos especificos que causan efusiones

Muchos liquidos de las cavidades corporales tienen caracteristicas diagndsticas y citolégicas

que permiten realizar un diagnoéstico mas especifico.

Efusion séptica

La peritonitis séptica mas comunmente se asocia con pérdida de contenido gastrico o intesti-
nal debido a cuerpos extrafos, isquemia, enfermedad inflamatoria gastrointestinal grave o neo-
plasia en perros y gatos, en tanto que el piotérax comunmente se asocia con heridas penetrantes
(Burton 2018, Schwendenwein 2017).

La fuente de peritonitis mas comun de infeccion es el tracto gastrointestinal; otras fuentes
son la fuga del tracto urogenital, los abscesos intraabdominales y el sistema hepatobiliar. La
cavidad oral y el tracto respiratorio superior son fuentes comunes de microorganismos en el

piotérax. Efusiones pericardicas se han asociado a infecciones bacterianas por Bartonella spp.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 189



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Los derrames sépticos a menudo son muy celulares (> 5000 células/pl) y tienen una proteina
total elevada (> 3,5 g/dl). Macroscopicamente se caracterizan por ser liquidos ligera a franca-
mente turbios, densos, de color variable que va del amarillo al anaranjado o pardo (Burton
2018, Thrall 2021, Vap 2021).

Los exudados sépticos por lo general, se relacionan con neutrofilos degenerativos. La pre-
sencia de microorganismos incluso en pequefio numero es significativa, pueden encontrarse in-
tracelulares fagocitados lo que confirma la sepsis, y también pueden estar extracelularmente. Si
los neutrofilos estan degenerados, el extendido debe examinarse cuidadosamente en busca de
bacterias dentro de los fagocitos (principalmente neutréfilos), siendo esto mas facil en los bordes
de los extendidos o en preparaciones citocentrifugadas (Figura 16.4). Si no se ven organismos,
el liquido debe cultivarse. Se recomiendan cultivos microbianos y pruebas de susceptibilidad, o
cultivo e identificacion de hongos. Las bacterias son las causas mas comunes de efusion séptica,
en las tinciones de Romanowsky se tifien de azul a rosado no reflejando sus propiedades de
tincion de Gram. Si se observan multiples tipos de bacterias, particularmente en grandes canti-
dades, se debe sospechar una ruptura gastrointestinal. Rara vez se han reportado agentes fun-
gicos (Paecilomyces Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides spp., Histoplasma, Cryptococcus
spp. Y Candida) que se tifien de azul a incoloro con tinciones de tipo Romanowsky y parasitarios
-protozoos- (Neospora spp., Toxoplasma spp., Leishmania spp.). Nucleos libres de células nu-
cleadas rotas pueden observarse en efusiones sépticas, debido al aumento de la fragilidad celu-
lar En los derrames sépticos puede observarse un aumento de precipitados y detritos celulares
como sustancia de fondo (Burton 2018, Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Thom-
pson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Mediante tincion de Gram de las bacterias en la efusion puede determinarse si la poblacién
es homogénea (pleuritis o peritonitis primaria) o heterogénea (posiblemente secundaria a ruptura
de viscera hueca). En ocasiones las bacterias no se observan en los preparados, pero la dege-
neracion de los neutréfilos permite interpretar que hay o que hubo contacto de esas células con
toxinas bacterianas. En exudados neutrofilicos, se justifica una investigacion exhaustiva en
busca de un agente infeccioso. Ocasionalmente, los macréfagos pueden contener neutréfilos
cargados de bacterias fagocitados (leucofagia). Puede haber neutréfilos degenerados en casos
de sepsis; sin embargo, la presencia de neutréfilos no degenerados o la ausencia de organismos
citolégicamente visibles, no excluye la posibilidad de una etiologia infecciosa. Algunas bacterias
(especialmente Nocardia y Actinomyces spp.) producen toxinas mas débiles y los cambios de-
generativos pueden no ser tan pronunciados. El uso previo o simultaneo de antibiéticos puede
reducir el numero de bacterias. La deteccién de agentes infecciosos mediante evaluacién mi-
croscopica puede ser dificil, por lo que las caracteristicas citolégicas como la presencia de neu-
trofilos degenerados deben complementarse con cultivo bacteriano. Se recomienda la realizacion
de un cultivo para cualquier exudado neutrofilico, aunque los neutréfilos no presenten cambios
degenerativos (Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Skeldon 2014, Thompson 2016,
Valenciano 2020).
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Figura 16.4. Efusion séptica.

Neutréfilos degenerados, macréfagos vacuolados y una célula mesotelial reactiva. Tincion 15,
Biopur®. Obj. 40X

Peritonitis infecciosa felina

Las efusiones asociadas a la peritonitis infecciosa felina (PIF) son exudados ricos en proteinas (a
menudo superiores a 4 g/dl) con baja celularidad (2000 a 6000/pl), siendo la unica efusién inflamatoria
en la que el liquido tiene estas caracteristicas. Macroscopicamente el liquido es color amarillo palido
a intenso (Figura 16.5), bastante viscoso, y puede contener hebras de fibrina o formar coagulos par-
ciales en estacién o espuma cuando se agita, debido al alto contenido de proteina (Martinez de Merlo
2008, Schwendenwein 2017, Skeldon 2014, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Citologicamente, suelen tener un nimero bajo de células entre las que predominan los neutrdfilos
no degenerados, observandose también macréfagos activados y raramente, linfocitos de tamano in-
termedio (Figura 16.5 C y Figura 16.6). Es caracteristico observar un precipitado eosinofilico granular
de fondo debido a la gran concentracion proteica de la efusién; ocasionalmente puede observarse
“semilunas” proteicas baséfilas que constituyen un artefacto de secado que sugiere un alto contenido
proteico (Figura 16.6). Aunque estos hallazgos no son diagnosticos de PIF, cuando se correlacionan
con los hallazgos clinicos, se puede realizar un diagnéstico presuntivo de PIF (Martinez de Merlo
2008, Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

La prueba de Rivalta evalua subjetivamente el alto contenido de proteinas en las efusiones
de PIF. La electroforesis de la efusién o del suero revela una gammapatia policlonal (Thompson
2016, Vap 2021).
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Una prueba citolégica méas especifica para PIF implica inmunofluorescencia del coronavirus
felino intracelular (FCoV) dentro de los macrofagos de la efusion. Un resultado positivo es diag-
nostico, pero un resultado negativo no elimina a la PIF de los diagndsticos diferenciales
(Thompson 2016, Vap 2021).

La histopatologia sigue siendo el estandar de oro para el diagnostico, a menudo en combina-
cion con la inmunohistoquimica para demostrar el antigeno viral dentro de las lesiones (Skeldon
2014, Thrall 2021, Vap 2021, Valenciano 2020).

Figura 16.5. Peritonitis infecciosa felina.

Aspecto macroscopico, liquido amarillo claro (A) a amarillo intenso (B). (C) Neutréfilos no degenerados y macréfagos
activados. Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.

Figura 16.6. Peritonitis infecciosa felina.

Material citocentrigugado. Neutrofilos no degenerados, macrofagos activados y material rosado granular
de fondo. Color Fast Kit, Biopack®. Obj. 60X.
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Peritonitis biliosa

La peritonitis biliosa ocurre cuando la bilis se filtra hacia la cavidad abdominal debido a la
ruptura de la vesicula biliar o del conducto colédoco. La bilis es una sustancia muy irritante y
provoca una respuesta inflamatoria exudativa. Macroscépicamente, el liquido puede ser marron,
verde a amarillo anaranjado y puede ser ligera a francamente turbio (Figura 16.7 A.). A medida
que la respuesta se vuelve cada vez mas celular, esta coloracién puede enmascararse. Consti-
tuye un trasudado modificado o exudado no séptico, con concentraciones de proteinas superior
2,5 g/dl y recuento de células totales que oscila entre 9000 y 78000/uL (Burton,2018, Martinez
de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Valenciano 2020, Vap 2021).

Citolégicamente, la caracteristica mas llamativa es la presencia de pigmento biliar que se ve
como pigmento verde azulado o amarillo verdoso en el citoplasma de neutrdfilos, células meso-
teliales reactivas y macréfagos, o bien material granular, amorfo ocre libre (Figura 16.7 B y Figura
16.8). En reacciones mas crénicas pueden observarse cristales dorados romboidales a amorfos
de pigmento biliar en el citoplasma de los macréfagos. La respuesta inflamatoria a la bilis se
compone de neutrofilos no degenerados con un numero variable de macréfagos y células meso-
teliales reactivas dependiendo de la duracién del proceso (Figura 16.7 B). Muy raramente la rup-
tura del colédoco puede ocurrir en su desembocadura en el duodeno, de manera que la perfora-
cion de su pared permite el pasaje de contenido intestinal al peritoneo desarrollandose una peri-
tonitis séptica con degeneracion de los neutrofilos (Burton 2018, Schwendenwein 2017, Skeldon
2014, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

El diagndstico es ayudado por la medicion de la concentracién de bilirrubina en el liquido, que

es al menos 2 a 2,5 veces mayor que la concentracién sérica (Burton 2018, Schwendenwein
2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).
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A) Aspecto macroscopico, liquido amarillo anaranjado, turbio. B) Neutréfilos no degenerados y material granular, amorfo
ocre como sustancia de fondo. Tincién 15, Biopur®. Obj. 10X.
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Figura 16.8. Efusion biliosa.

Pigmento verde azulado o amarillo verdoso en el citoplasma macroéfagos y material granular, amorfo ocre
libre. Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.

Uroabdomen

El uroabdomen se produce a consecuencia de la ruptura de la vejiga y, menos frecuente-
mente, de las vias urinarias. La orina actua como un irritante quimico y causa inflamaciéon que
conduce a un proceso exudativo no séptico. El liquido puede oler a amoniaco. Los recuentos de
células nucleadas suelen ser inferiores a 6000 células/ul y el contenido total de proteinas es
generalmente inferior a 3 g/dl. Los neutrdfilos pueden estar degenerados o presentar cariorrexis,
picnhosis o cariblisis con bordes nucleares irregulares debido a su exposicion al irritante. También
pueden observarse células mesoteliales reactivas y macrofagos vacuolados. Bacterias y cristales
urinarios pueden estar presentes si lo estaban en la vejiga en el momento de la ruptura. El estudio
citolégico no es de gran aporte para arribar al diagnéstico. Una concentracion de creatinina en el
liquido abdominal 2 veces mayor a la del suero y una relacién de potasio en el liquido/potasio
sérico mayor a 1,4 a 1 confirmaran el uroabdomen. (Burton 2018, Martinez de Merlo 2008,
Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).
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Efusion quilosa

Las efusiones quilosas contienen quilo, es decir, liquido linfatico rico en quilomicrones. Los
quilomicrones son lipoproteinas ricas en triglicéridos que se absorben en el intestino tras la in-
gestion de alimentos con alto contenido de lipidos y son transportados a través de los vasos
linfaticos y el conducto toracico al torrente sanguineo. Las efusiones quilosas ocurren debido a
un drenaje linfatico deteriorado o fugas de quilo debido a compromiso de los vasos linfaticos
situados en algun lugar entre el intestino delgado y el conducto toracico y la vena cava craneal.
Esto puede ser causado por ruptura traumatica del conducto toracico (poco comun en medicina
veterinaria) u obstruccion linfatica (neoplasias, granulomas) con aumento de presion del flujo
linfatico, linfangiectasia del conducto toracico y ruptura (Burton 2018, Martinez de Merlo 2008,
Schwendenwein 2017, Skeldon 2014, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Las efusiones pleurales quilosas son mas frecuentes en gatos y suelen ser bilaterales, en
tanto que las efusiones abdominales quilosas ocurren con menos frecuencia. Entran en las ca-
tegorias de trasudado modificado o, mas frecuentemente, exudado, dependiendo del grado de
cronicidad (Burton 2018, Schwendenwein 2017, Skeldon 2014, Thompson 2016, Thrall 2021,
Valenciano 2020).

Macroscopicamente, la descripcion clasica de una efusion quilosa es un liquido "lechoso" que
no se aclara después de la centrifugacién. Es opaco y puede variar en color de blanco, amarillo
a blanco rosado, dependiendo de la cantidad de grasa de la dieta y la presencia o ausencia de
hemorragia (Figura 16.9 A) (Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Skeldon 2014,
Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Desde el punto de vista citologico, los linfocitos pequefios (maduros) son el tipo de célula
predominante en las efusiones recientes. El quilo es un irritante y, con el tiempo, los neutréfilos
no degenerados y/o macréfagos con lipidos fagocitados (pequenas vacuolas citoplasmaticas cla-
ras), se vuelven prominentes, aunque contintan observandose los linfocitos pequefios, con me-
nor numero de linfocitos reactivos y células mesoteliales reactivas (Figura 16.9 B y Figura 16.10).
Es frecuente encontrar células rotas, ya que el lipido actia como detergente, lo que hace que las
células sean particularmente fragiles. Las efusiones quilosas se caracterizan por vacuolas de
lipidos transparentes de tamario variable en el fondo de la muestra. El aumento de neutréfilos
ocurre consecuentemente a inflamacién inducida por toracocentesis repetidas o por la presencia
de quilo en la cavidad. La infeccién bacteriana en las efusiones quilosos es poco comun debido
al efecto bacteriostético de los acidos grasos en el quilo. Con tinciones de grasa como Sudan |l
se tifien positivamente las gotitas de lipidos muy pequefias dentro de neutréfilos y macrofagos y
en el fondo (Burton 2018, Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Skeldon 2014;
Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Una efusioén quilosa tiene una concentracién de triglicéridos mayor que la concentracion sé-
rica y una proporcion de colesterol a triglicéridos menor a 1. La medicién de niveles altos de
triglicéridos en liquidos confirma el diagnéstico (Burton 2018, Schwendenwein 2017, Thompson
2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).
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Figura 16.9. Efusion quilosa.

A) Aspecto macroscdpico, liquido de aspecto lechoso, opaco. B) Neutrofilos no degenerados, macréfagos y células me-
soteliales reactivas. Tincion 15, Biopur®. Obj. 20X.

Figura 16.10. Efusion quilosa.

Detalle de la figura 16.9 (B). Neutrdfilos no degenerados, macréfago con lipidos fagocitados (flecha
negra), célula mesotelial reactiva (flecha roja). Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.

Pseudoquilo

"Pseudoquilo” es un término médico que describe fluidos blancos, homogéneos, que no contienen
quilo. Se ha descrito en medicina humana, pero no esta bien descrito en medicina veterinaria, por lo
que constituye una entidad debatida y el término rara vez es apropiado por lo que ya no se usa.
Suelen asociarse con trasudados modificados de duracion prolongada (por ejemplo cardiopatias fe-
linas, linfomas, aunque también otras causas neoplasicas o inflamatorias) (Martinez de Merlo 2008,
Schwendenwein 2017, Skeldon 2014, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).
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Las efusiones pseudoquilosas son liquidos turbios, blancos, amarillentos a cremosos, muy se-
mejantes al quilo que, mediante centrifugacion, pierden el aspecto lechoso, observandose un se-
dimento blanquecino. La turbidez es causada por lipoproteinas ricas en colesterol de baja densidad.
La apariencia macroscopica es el resultado de restos celulares, complejo de globulina de lecitina,
colesterol de las membranas celulares o todos estos. Los fagocitos que se atraen son ricos en
enzimas que digieren las proteinas, no asi los lipidos complejos. En consecuencia, el contenido de
lipidos de las células se acumula en derramela efusion. Citolégicamente, se caracteriza por la pre-
sencia de material de degradacién celular, como cristales de colesterol extracelulares, transparen-
tes, planos, con muescas, la falta de un componente celular linfocitico significativo, pocas células
mesoteliales reactivas, neutréfilos no degenerados y macréfagos. La determinacion de los triglicé-
ridos y colesterol de la muestra es fundamental para diferenciar entre una efusién quilosa o pseu-
doquilosa. Las efusiones pseudoquilosas tienen alto contenido de colesterol y bajo contenido de
triglicéridos en comparacion con el suero. La alta concentracion de colesterol es causada por la
desintegracion de las paredes celulares que quedan atrapadas en la cavidad corporal
(Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Efusiéon hemorragica

Las efusiones hemorragicas pueden ser causadas por traumatismos, coagulopatias, ruptura
espontanea de neoplasias vasculares (principalmente hemangiosarcoma). Presenta una concen-
tracion de proteinas ligeramente menor y un hematocrito igual o mayor que la sangre periférica,
ya que el suero se reabsorbe mas rapidamente que los eritrocitos (Burton 2018, Martinez de
Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Macroscopicamente el liquido varia de serosanguinolento a rojo (Figura 16.11). La verda-
dera hemorragia imparte una coloracion rosada o roja durante todo el proceso de recoleccion,
y el liquido no coagula; por el contrario, las muestras que en un principio son claras y en el
transcurso de la toma demuestra se vuelven rojizas son indicativas de contaminacién y coagu-
lan en el tubo sin anticoagulante (Burton 2021, Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 201,
Thrall 2021, Vap 2021).

La citologia puede diferenciar las verdaderas efusiones hemorragicas de la contaminacion en
el momento de la recoleccién de la muestra o la aspiracion inadvertida de un érgano por ejemplo
higado o bazo. Aun asi, resulta dificil diferenciar la contaminacion sanguinea de la hemorragia
aguda o hiperaguda; siendo en este caso fundamental la evaluacion de los signos clinicos, los
hallazgos del examen fisico y los datos de laboratorio. Las efusiones hemorragicas de mas de 24
horas de duracién contienen predominantemente gldbulos rojos con relativamente pocos leucoci-
tos, no contienen plaquetas, presentan macréfagos reactivos con eritrocitos fagocitados (eritrofa-
gocitosis) y/o productos de degradacion de los glébulos rojos por ejemplo hemosiderina y cristales
de hematoidina, estos ultimos también pueden verse dentro de neutréfilos. Estas células se obser-

van mejor en el borde del extendido. La hemosiderina aparece como un pigmento pardo (Figura
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16.18) y los cristales de hematoidina son romboides de color amarillo/naranja brillante (Figura
16.12). Una tincion positiva con azul de Prusia confirma el pigmento rico en hierro como hemosi-
derina. La eritrofagocitosis se evidencia aproximadamente un dia después de iniciada la hemorra-
gia, la hemosiderina es visible aproximadamente a los tres dias y los cristales de hematoidina su-
gieren un proceso hemorragico crénico. La observacion de plaquetas, generalmente en el borde
del extendido, y la falta de eritrofagocitosis o productos de degradacion de la hemoglobina indica
hemorragia hiperaguda o contaminacion de la sangre periférica durante la extraccion. Cuando se
detectan células hematopoyéticas en una efusién hemorragica, se debe considerar la puncién ac-
cidental del bazo o la rotura esplénica (Burton 2018, Burton 2021, Martinez de Merlo 2008,
Schwendenwein 2017, Skeldon 2014, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Figura 16.11. Efusiéon hemorragica.

Aspecto macroscépico. Liquido rojo (A) o serosanguinolento (B)

Figura 16.12. .Efusién hemorragica

Macréfago con cristal de hematoidina en su interior (flecha negra). Abundante cantidad de eritrocitos.
Color Fast Kit, Biopack®. Obj. 60X.
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Efusiones neoplasicas

La neoplasia es una causa frecuente de efusiones en las cavidades corporales en perros
y gatos. La apariencia macroscoépica, el recuento celular y la concentracion de proteinas no
tienen utilidad diagnodstica, por lo que resulta imprescindible la identificacion de células tu-
morales en el examen citolégico del liquido para poder establecer un diagnéstico de neopla-
sia. De todos modos, muchos tumores no exfolian células y la ausencia de las mismas no
descarta la neoplasia. La deteccién de una masa mediante imadgenes de diagndstico y el
anélisis de liquido junto con la citologia por aspiracién con aguja fina de dicha masa aumenta
la probabilidad de identificar una neoplasia (Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017,
Skeldon 2014, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Se observa una variada cantidad de células neoplasicas. Su aspecto generalmente orienta
hacia el tipo celular (epitelial, mesenquimatico, de células redondas, melanociticas), pero solo en
ocasiones es de utilidad para establecer el 6rgano o sitio de origen. Es muy importante recordar
que la ausencia de células neoplasicas no permite descartar la existencia de un tumor
(Schwendenwein 2017).

Las efusiones neoplasicas pueden ser trasudados modificado o exudados. Un trasudado mo-
dificado hemorragico o serosanguinolento sin otra causa aparente suele asociarse a neoplasias
no exfoliativas. Pueden ser exudados no inflamatorios o inflamatorios, cuando hay inflamacién
concurrente o paraneoplasica. A menudo hay células mesoteliales reactivas y neutrofilos (Burton
2018, Martinez de Merlo 2008, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

La deteccion de células tumorales en efusiones hemorragicos puede pasarse por alto en tu-
mores mesenquimaticos que no se exfolian facilmente (por ejemplo, hemangiosarcoma). Se re-
comienda la evaluacion exhaustiva de los bordes del extendido ya que las células tumorales a
menudo se acumulan en esta area. Consecuentemente, en las efusiones hemorragicas secun-
darias a neoplasias es fundamental la correlacién de signos clinicos, antecedentes, datos de
laboratorio, estudios de imagenes y aspiracion con aguja fina (PAAF) de anomalias encontradas
en la cavidad corporal (Schwendenwein 2017, Valenciano 2020).

En perros y gatos, las causas comunes de efusiones neoplasicos son linfoma (pleural) y
adenocarcinoma o carcinoma (pleural y peritoneal), con mastocitoma y mesotelioma como cau-
sas menos comunes. Los sarcomas generalmente no exfolian células, aunque se reportan cé-
lulas de osteosarcoma y células de mixosarcoma en efusiones pleurales y de hemangiosar-
coma en pericardicas (Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Skeldon 2014,
Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Las células neoplasicas en una efusién deben distinguirse de las células mesoteliales
reactivas. La presencia de inflamacién concurrente en el liquido puede confundir el diagnoés-
tico de neoplasia, especialmente si las células neoplasicas no estadn presentes en un gran
numero y/o si no presentan criterios citolégicos significativos de malignidad. Distinguir un

carcinoma o adenocarcinoma de un mesotelioma, y un mesotelioma de células mesoteliales
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hiperplasicas y reactivas es un desafio particular, a menos que se identifique un tumor pri-
mario o se realicen tinciones especiales. Teniendo en cuenta la gran variabilidad en la mor-
fologia de las células mesoteliales reactivas, al menos 4-5 criterios citomorfolégicos de ma-
lignidad y una celularidad adecuada, deben estar presentes en una poblacion celular sospe-
chosa antes de que una efusién se considere neoplasica. Pocos criterios de malignidad en
un bajo numero de células, especialmente en combinacion con reaccion inflamatoria, no de-
ben sobreinterpretarse. Las tinciones citoquimicas especiales para identificar flamentos in-
termedios especificos de tejido, como citoqueratina, vimentina y desmina, son utiles para
establecer un diagndstico definitivo (Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017, Skeldon
2014, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Si se sospecha la existencia de una neoplasia maligna luego de la citologia, se debera con-
firmar su presencia mediante la histologia

Las neoplasias mas comunmente diagnosticadas son:

Linfoma

Las efusiones asociadas a linfoma son relativamente comunes cuando se afectan linfo-
nodulos intracavitarios, son hallazgos mas frecuentes en efusiones toracicas (a partir de lin-
fomas timicos y mediastinicos). Citolégicamente son muy celulares y contienen una pobla-
cién monomorfica de linfoblastos, células grandes, redondas, con una relaciéon N:C elevada,
moderada cantidad de citoplasma azulado, ligeramente vacuolado, con nucleos redondos,
de tamafio variable, con nucléolos evidentes y moderado numero de mitosis (Figura 16.13).
Puede mezclarse un numero variable de gldbulos rojos, células mesoteliales reactivas y cé-
lulas inflamatorias. El linfoma de células pequefas, poco frecuente, puede ser dificil de diag-
nosticar solo mediante citologia, ya que sus células son similares a los linfocitos normales
por lo que se justifican las pruebas de diagnéstico complementarias. La evaluacién de las
células linfoides del liquido mediante inmunocitoquimica con anticuerpos contra las molécu-
las CD3 (célula T) y CD79a o CD20 (célula B) puede proporcionar informacion util para una
fenotipificacion minima (Burton 2018, Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021,
Valenciano 2020).
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Figura 16.13. Linfoma.

Linfoblastos con moderada cantidad de citoplasma azulado, nucleo redondo y nucléolos evidentes y
nucleos desnudos. Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.

Carcinoma o adenocarcinoma

Las efusiones asociadas con carcinomas y adenocarcinomas pueden ser el resultado de una
neoplasia primaria o secundaria. Las efusiones pleurales generalmente son causadas por ade-
nocarcinoma pulmonar o metastasis de carcinoma de células de transicion, carcinoma de mama
en las hembras o carcinoma de prdstata en los machos. Las efusiones abdominales se asocian
con carcinomas que se diseminan por implantacién en la superficie peritoneal entre los que se
incluyen colangiocarcinoma, adenocarcinoma de pancreas, adenocarcinoma de ovario y carci-
noma de mama en hembras y carcinoma de prostata en machos (Burton 2018, Thompson 2016).

El origen de la neoplasia generalmente no se puede determinar en funcién a la citologia de
las efusiones. Los carcinomas y adenocarcinomas a menudo se pueden diagnosticar mediante
la evaluacion citologica de las efusiones sobre la base de un numero significativo de células
exfoliadas y numerosos criterios nucleares de malignidad. Con estos hallazgos, los estudios de
imagenes pueden identificar masas u organomegalia, lo que lleva a una puncion aspiracién con
aguja fina o una biopsia de tejido para una caracterizaciéon adicional (Martinez de Merlo 2008,
Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Las células de carcinoma con frecuencia se exfolian en grandes cantidades, en grupos, a
menudo en una disposicién papilar (carcinoma) o acinar (adenocarcinoma). Son grandes,
redondas a poligonales, con abundante citoplasma a menudo extremadamente basdfilo que
puede oscurecer los detalles nucleares. El citoplasma puede contener grandes vacuolas
transparentes, que empujan el nucleo hacia la periferia celular formando un globo o una

célula “en anillo de sello”; numerosas vacuolas citoplasmaticas finas y espumosas, o material
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secretor eosindfilo intracitoplasmatico lo que sugiere una naturaleza secretora del tejido de
origen. Los nucleos son redondos con cromatina granular gruesa y un gran nucléolo promi-
nente. Pueden existir pleomorfismo celular, anisocitosis y gigantismo celular (Figura 16.14,
Figura 16.16 y Figura 16.17). Es importante documentar criterios nucleares de malignidad
como anisocariosis; gigantismo nuclear; cromatina nuclear gruesa; multinucleacién ocasio-
nal; nucléolos grandes, extrafios o angulares, multiples; anisonucleoliosis; amoldamiento nu-
clear; alta relacion N:C; multinucleacién; numerosas figuras mitéticas y mitosis aberrantes
(Figura 16.15). Se puede observar canibalismo celular, es decir neutrdéfilos dentro células
neoplasicas, en tumores altamente malignos (Burton 2018, Martinez de Merlo 2008,
Schwendenwein 2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020).

Las células epiteliales neoplasicas pueden ser dificiles de distinguir de las células meso-
teliales reactivas. Puede hacerse un diagndstico de neoplasia epitelial si la poblacion celular
cumple cinco criterios nucleares de malignidad. Ademas, las células epiteliales son general-
mente mas grandes que las células mesoteliales y presentan un mayor numero de elemen-
tos, fuertemente unidos que se disponen tridimensionalmente con superposicién de nucleos.
La inmunocitoquimica es util para clasificar las células como epiteliales mediante una tincion
positiva para citoqueratina. Siempre es importante ademas, correlacionar la citologia con las
imagenes y los hallazgos clinicos (Burton 2018, Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein
2017, Thompson 2016, Thrall, 2021).

Células dispuestas en grupos con pleomorfismo celular. Tincion 15, Biopur®. Obj. 20X.
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Figura 16.15. Adenocarcinoma.

A) Células con citoplasma vacuolas citoplasmaticas finas, anisocariosis. B) Célula multinucleada, macréfagos, neutréfilos
no degenerados y célula mesotelial reactiva. Tincién 15, Biopur®. Obj. 60X.

Figura 16.16. Carcinoma.

Células dispuestas en grupos con pleomorfismo celular moderado. Célula binucleada (flecha negra). Tin-
cion 15, Biopur®. Obj. 60X.
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Figura 16.17. Carcinoma.

A) Células con anisocitosis y anisocariosis. B) Células poliédricas en grupos compactos con disposicién acinar. Tincién
15, Biopur®. Obj. 60X.

Mastocitoma

Las efusiones asociadas a mastocitomas son raras en el perro y mas comunes en los gatos,
en los cuales los érganos internos que con mayor frecuencia se ven afectados son higado, linfo-
nodulos bazo y tracto gastrointestinal. Los mastocitomas dentro de las cavidades exfolian un
gran numero de células, exhibiendo gran variabilidad en tamafio y granularidad. Los mastocitos
neoplasicos son células redondas con un nucleo redondo a ovalado, central con cantidad inter-
media de granulos citoplasmaticos color rojo purpureos o purpura que suelen agruparse en un
polo de la célula. Esto permite evaluar facilmente las caracteristicas nucleares que incluyen an-
isocariosis y nucléolos irregulares prominentes. Los mastocitos mal diferenciados con una gra-
nulacion minima pueden ser dificiles de identificar. Las tinciones de tipo Romanowsky a menudo
no tifen bien los granulos de mastocitos, como si lo hace la tincion de Wright-Giemsa, Wright
modificada o azul de toluidina. Puede haber variables cantidades de eosindéfilos acompafantes,
pocos neutréfilos no degenerados, células mesoteliales y macréfagos. Cabe sefialar que los tu-
mores pleomorficos (anisocitosis, anisocariosis, nucléolos prominentes, multinucleacion) y tumo-
res de mastocitos poco granulares pueden encontrarse en una efusion (Martinez de Merlo 2008,
Schwendenwein 2017, Skeldon 2014, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Sarcoma

Los sarcomas que involucran érganos intracavitarios no se detectan facilmente mediante la
evaluacion citolégica de las efusiones, ya que exfolian un reducido nimero de células a los
fluidos. La ruptura del tumor (por ejemplo, hemangiosarcoma esplénico, hepatico o cardiaco)
y la formacion de una efusién hemorragica despiertan sospechas; sin embargo, producen efu-
siones de celularidad baja. En este caso, la inspeccién del borde del extendido, de muestras
concentradas o de preparaciones de capa leucocitaria, aumentan la sensibilidad para la detec-
cion de células tumorales mesenquimales. Generalmente abundan los globulos rojos. De iden-
tificarse células neoplasicas, son fusiformes, medianas a grandes y con marcada variacion en
el tamanio celular, nuclear y nucleolar. Pueden observarse alteracion de la relaciéon N:C, angu-

laridad nucleolar y basofilia citoplasmatica (Figura 16.18). Puede haber células mesoteliales
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reactivas El diagndstico definitivo se realiza histolégicamente (Burton 2021, Martinez de Merlo
2008, Schwendenwein 2017, Valenciano 2020).

Figura 16.18. Hemangiosarcoma.

Liquido pericardico. Escasa cantidad de células fusiformes, con basofilia citoplasmatica. Macréfago con
hemosiderina (flecha negra). Color Fast Kit, Biopack®. Obj. 40X.

Mesotelioma

El mesotelioma es un tumor poco comun que surge del revestimiento mesotelial de las sero-
sas de las cavidades. La efusion suele ser sanguinolenta. Los liquidos presentan una elevada
celularidad; las células se encuentran aisladas o en pequefios grupos. Son redondas a ligera-
mente poligonales aunque también pueden ser fusiformes. Esta variacion en la citomorfologia
probablemente surge de los multiples subtipos histolégicos. Contienen una cantidad variable de
citoplasma claro o ligeramente azul, vacuolado, de bordes bien definidos, con uno o mas nucleos
centrales, de tamafio variable, de cromatina gruesa granular agrupada irregularmente, hipercro-
micos, multiples nucléolos grandes, prominentes, de forma variable. Es frecuente observar amol-
damiento nuclear. Muchas células conservan el borde del glucocaliz con flecos. Las caracteristi-
cas malignas incluyen macrocitosis, macrocariosis, anisocariosis, multinucleacién, relaciéon N:C
alta y variable y, gran cantidad de figuras mitéticas con mitosis aberrantes e incluso canibalismo
celular (Figura 16.19 y Figura 16.20). Pueden estar presentes cantidades bajas de linfocitos pe-
quefios, neutréfilos y glébulos rojos (Burton 2018, Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein
2017, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).
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Citologicamente, es dificil de diagnosticar debido a la variabilidad de las células mesoteliales
reactivas y a la semejanza de las células del mesotelioma con las de carcinomas o adenocarcino-
mas. Por lo tanto, se debe tener precaucién al evaluar poblaciones sospechosas por criterios de
malignidad, debiendo observarse al menos cinco criterios nucleares fuertes de malignidad antes
de realizar un diagnostico presuntivo. Cuando las células mesoteliales exhiben criterios marcados
de malignidad puede ser casi imposible diferenciar entre mesotelioma, carcinoma o adenocarci-
noma. Evidenciar células mesoteliales con criterios de malignidad poco evidentes, no permite dife-
renciar entre hiperplasia mesotelial y mesotelioma. A menudo, se necesita una combinacion de
antecedentes, hallazgos de imagenes (identificacion de un tumor primario), citologia e histopatolo-
gia para distinguir el mesotelioma de la neoplasia epitelial. Si no se identifica un tumor primario,
puede ser necesaria la histopatologia del mesotelio. Para llegar al diagnéstico definitivo de meso-
telioma, a menudo es necesaria la IHC. Las células de mesoteliomas suelen expresar citoqueratina,
vimentina y desmina, lo que permite la diferenciacion de los carcinomas, que normalmente solo
expresan citoqueratina (Burton 2018, Burton 2021, Martinez de Merlo 2008, Schwendenwein 2017,
Skeldon 2014, Thompson 2016, Thrall 2021, Valenciano 2020, Vap 2021).

Figura 16.19. Mesotelioma.

= ¢ ¥ 7, By

Abundante cantidad de células aisladas o en pequefios grupos redondas a ligeramente poligonalesTin-
cion 15, Biopur®. Obj. 20X.
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Figura 16.20. Mesotelioma.

Células redondas a ligeramente fusiformes con citoplasma ligeramente azul, nucleo central y nucléolos
prominentes y anisocitosis. Tincién 15, Biopur®. Obj. 40X.

Efusiones pericardicas

La efusidn pericardica es comun en el perro y menos comun en el gato, en el que casi nunca
causa taponamiento cardiaco. Las causas mas comunes en el perro son la neoplasia cardiaca 'y
efusion pericardica idiopatica. El hemangiosarcoma es la neoplasia cardiaca mas cominmente
reportada, otras son linfoma, mesotelioma, quimiodectoma y carcinoma de tiroides; causas me-
nos comunes incluyen enfermedad cardiaca (insuficiencia cardiaca congestiva derecha), enfer-
medades inflamatorias o infecciosas (bacterianas y micéticas), uremia, ruptura de la auricula
izquierda debido a la degeneracion mixomatosa de la valvula mitral y agrandamiento auricular
extremo, traumatismos, coagulopatias y defectos congénitos. La efusion pericardica idiopatica
suele ser sanguinolenta con células mesoteliales reactivas. La histologia pericardica revela fibro-
sis, inflamacion leve, hemorragia e hiperplasia mesotelial. En gatos la efusion es a menudo se-
cundaria a insuficiencia cardiaca congestiva o peritonitis infecciosa felina, pero puede ser cau-
sada por neoplasia cardiaca primaria, como linfoma (Burton 2021, Skeldon 2014, Thompson
2016, Valenciano 2020).

La evaluacion citoldgica del liquido pericardico rara vez revela una causa especifica y resulta
ser mas valiosa para diagnosticar infeccion e inflamacién. En perros, muchas efusiones pericar-
dicas son hemorragicas independientemente de la causa. El rendimiento diagnostico general-

mente es bajo de la citologia del liquido pericardico, por lo que esta justificada particularmente si
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una masa consistente con hemangiosarcoma o un tumor de base cardiaca se observa ecocar-
diograficamente o si otras caracteristicas sugieren infeccion o linfoma. El derrame pericardico a
menudo se asocia con hiperplasia mesotelial de moderada a marcada. En consecuencia, la cito-
logia a menudo no puede diferenciar la hiperplasia de células mesoteliales de la neoplasia. A
diferencia del hemangiosarcoma, que puede causar hemorragia pericardica y exfoliar grandes
células endoteliales neoplasicas individualizadas, otras neoplasias de origen mesenquimatoso
no suelen verter células neoplasicas en derrames. A menudo se requieren mas pruebas (por
ejemplo, ecografia, pruebas de coagulacion, pericardiectomia) para determinar la causa subya-

cente del derrame pericardico (Burton 2021, Thompson 2016, Valenciano 2020).
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CAPITULO 17
Estudio citologico de la médula 6sea

Lorena Fontana y Romina Pretti

La médula 6sea (MO) es el principal érgano hematopoyético y en ella se generan las diferen-
tes células sanguineas (series mieloide, eritroide y megacariocitica).

Las células sanguineas tienen una vida media relativamente corta, por lo que deben ser pro-
ducidas continuamente para mantener su cantidad en la sangre. La formacién de las células
sanguineas recibe el nombre de hematopoyesis.

En el embrion, la hematopoyesis comienza en el saco vitelino. Durante el desarrollo fetal tem-
prano, el higado y el bazo son los principales érganos hematopoyéticos. La médula ésea y los
organos linfoides periféricos se transforman en lugares hematopoyéticos significativos durante la
segunda mitad del desarrollo fetal de los mamiferos.

En el adulto, la hematopoyesis tiene lugar en la médula ésea. Los linfocitos, a diferencia del
resto de las células sanguineas, luego de su produccion en la médula 6sea pueden multiplicarse
y diferenciarse fuera de ella.

La evaluacion de la MO se indica siempre que exista una anomalia no explicable o persistente
en el hemograma. La informaciéon que brinda puede ser de valor diagnéstico y prondéstico. Sin
embargo, todo depende de una apropiada toma de muestras y del manejo de la misma (Acena
2001, Feldman 2000).

La evaluacion de la MO esta indicada, entre otros, en los siguientes casos:

— Anemia arregenerativa

— Leucopenia y trombocitopenia

— Policitemia, leucocitosis o trombocitosis de origen desconocido

— Neoplasia hematopoyética

— Hiperproteinemias con gammapatia monoclonal o policlonal (por ejemplo, como en los
casos de mielomas, linfomas, leishmaniasis y ehrlichiosis)

— Hipercalcemia de origen desconocido

— Fiebre de origen desconocido

— Estudio complementario para determinar los diferentes estadios de linfoma y evaluar
pronéstico y tratamiento

— Determinacién de depositos de hierro, en casos de hipoferremia

— Determinacion de agentes infecciosos (como Leishmania spp.)
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La evaluacién de la MO esta contraindicada en casos de coagulacion intravascular disemi-
nada (CID) y en la falla hepatica severa.

Técnicas para la toma de muestras

Se conocen dos técnicas para la obtenciéon de muestras de MO:
— Aspiracién
— Biopsia

Las diferencias entre una y otra son el costo, la facilidad de obtencién y la rapidez en su
posterior examen.

En la aspiracion apreciamos la morfologia celular en forma individual, pudiéndose determinar
la relacion mieloide/eritroide. En la biopsia se aprecia la estructura de la MO en conjunto y esta
indica en casos de médulas hipocelulares (sospecha de hipoplasia o aplasia) o mielofibrosis. La
biopsia lleva mas tiempo de procesamiento y su observacion es hecha por un patélogo.

En este capitulo solo se hace referencia a la aspiracion de médula ésea (Acefia 1992).

Materiales para la extraccién

— Antiséptico
— Anestésico local (lidocaina al 2%)
— Jeringas de 5y 10 ml
— Agujas de aspiracion/biopsia medular tipos Jamshidi, Jamshidi-lllinois o Rosenthal (o
en su defecto agujas 40/12 o 50/12)
— Portaobjetos
— Placa de Petri o placa de vidrio
Opcionalmente, para evitar la coagulacion de la muestra aspirada, se afiade una gota de
EDTA a la jeringa de aspiracion.
Otra manera de evitar la coagulacion es agregar 10 ml de solucion fisioldgica a un tubo estéril
que contenga 0,25-0,3 ml de EDTA, quedando una solucion al 2,5-3%. Se toma del mismo 0,5

ml en la jeringa que vamos a utilizar para aspirar la MO.

Lugares para la toma de muestras

Crestas iliacas y epifisis proximales del fémur y del hiumero para aspiracién, aunque también
es posible la obtencién de biopsias.

Costillas y esternebras: En estos lugares se realiza aspiracién, aunque la cantidad que se
obtiene es menor.

La puncioén esternal es la técnica mas utilizada en medicina veterinaria por su facil realizacién
(Figuras 17.1 y 17.2). Se dificulta en animales obesos y en perros y gatos pequefos por la posi-
bilidad de ingresar al térax.
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Procedimiento

La posicion del paciente durante el procedimiento depende del sitio de aspiracion.

Colocar al animal en decubito lateral cuando se elige puncion esternal, la epifisis proximal del
hamero o la del fémur o bien en decubito lateral o ventral cuando se elige la cresta iliaca.

Preparar la zona mediante depilacion y desinfeccion de un area de aproximadamente 6 cm
de diametro (utilizandose como antisépticos iodopovidona, clorhexidina).

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

En los caninos, generalmente no es necesaria la sedacion, pero en los felinos es aconsejable
una ligera sedacion.

Se debe insertar la aguja hasta hacer contacto con el hueso y realizar movimientos de rotacion
a derecha e izquierda hasta penetrar en la cavidad medular (Figura 17.1).

La muestra suele aparecer lentamente en la jeringa; si lo hace rapidamente es probable que
esté hemodiluida (Figura 17.2). Es suficiente obtener 0,5-1 cm?® de aspirado. En caso de no ob-
tener muestra al realizar el vacio con la jeringa en repetidas ocasiones, lo mas aconsejable es

retirar y cambiar la aguja (Harvey 2012).

Figura 17.1. Puncién esternal.

-

Extraccién de médula ésea.
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Figura 17.2. Puncién esternal.

Extraccién de médula ésea.

Procesamiento de las muestras

Si no se utiliza anticoagulante en la jeringa los extendidos se deben realizar rapidamente, ya
que pocos segundos son suficientes para que se coagule la muestra. En cambio, si se utiliza
anticoagulante, tenemos mas tiempo para realizar los mismos, pero no mas de 10 minutos, ya
que las células de la MO son muy fragiles y se alteran.

La muestra se coloca en una placa de Petri o una placa de vidrio (10 x 10 cm), la cual se
inclina ligeramente; el contenido medular se observa macroscépicamente como pequefios “gra-
nos blancos” que se corresponde con tejido medular, de ahi vamos tomando pequenas alicuotas
de la MO con un extensor y se realizan extendidos sobre varios portaobjetos (Figura 17.3y 17.4).

Cualquiera sea la forma de obtencién de los extendidos se dejan secar a temperatura am-

biente, antes de proceder a la coloracion (Figura 17.4) (Fernandez Algarra 2012).
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Figura 17.3. Extendido del material medular obtenido.

Figura 17.4. Extendidos de material medular sobre portaobjetos.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 213



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

Métodos de tincién

Las preparaciones de muestras aspiradas, una vez secas, se tifien con las mismas técnicas
que las empleadas para frotis sanguineos (tipo Romanowsky). Por lo tanto, pueden utilizarse
tinciones de metanol Giemsa, May-Griinwald-Giemsa o una tincion rapida como es la Tincién 15
Biopur®, o similar.

Para el estudio de los depdsitos de hierro se requiere una tincién especifica como la de Pearls

o Azul de Prusia.

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 em-
pleado, al igual que dafios en los tejidos circundantes por el paso de la aguja y sangrado en

el sitio de puncion.
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CAPITULO 18
Inmunocitoquimica
Carolina Gabriela Aspitia, Mariana Machuca

y Adriana Massone

La deteccién de antigenos mediante técnicas inmunoldgicas y reacciones quimicas en
tejidos, inmunohistoquimica (IHQ), y preparados citolégicos, inmunocitoquimica (ICQ), es
una de las técnicas utilizadas en patologia diagndstica. El fundamento de estas técnicas
consiste en la localizacién de componentes tisulares/celulares mediante la utilizacion de an-
ticuerpos especificos y moléculas marcadoras (reaccion enzima-sustrato que transforma un
cromaogeno incoloro en un producto final coloreado). Se pueden realizar utilizando anticuer-
pos (Ac) monoclonales (que reconocen un epitope Unico, una cadena de 4 a 8 aminoacidos
en una proteina) o policlonales (que reconocen varios epitopes, produciendo un aumento de
la afinidad del anticuerpo en detrimento de su especificidad). Los Ac, tanto monoclonales
como policlonales, son utilizados en diferentes técnicas de laboratorio, ya sea conjugados
con diferentes elementos tales como sustancias fluorescentes (fluoresceina, rodamina), en-
zimas (fosfatasa alcalina, peroxidasa), formando parte de inmunocomplejos (PAP), o bien
sin conjugar. Estos anticuerpos “reaccionan” a diversos antigenos (Ag), que definimos como
toda sustancia o particula animada o inanimada, de cualquier constitucién quimica, que, in-
troducida a un organismo superior por cualquier via, o bien perteneciente al mismo, no sea
reconocida como propia e induzca en éste una respuesta humoral y/o celular detectable tanto
“in vivo” como “in vitro” (Ramos-Vara 2016).

Como todas las técnicas de IHQ/ICQ se basan en la conjugacién de distintos marcadores
con moléculas de inmunoglobulinas, es importante comprender las interacciones entre las
mismas y los antigenos. La inmunoglobulina G (IgG) es el tipo de anticuerpo mas utilizado
en IHQ/ICQ. Su estructura esta compuesta por una regién variable que se une al epitope del
antigeno (Fab) y una porcién constante (Fc) especifica del animal en el cual se sintetizé. El
Ac primario detecta el epitope especifico que se desea marcar, y el Ac secundario se une a
la fraccién constante de la inmunoglobulina (anticuerpo secundario anti-especie) Luego de
producida la union Ag-Ac, el marcador es localizado, generalmente mediante una reaccion
tintorial, permitiendo identificar la reaccién del Ag problema con la célula o el tejido. En la
actualidad, las técnicas mas utilizadas son las que emplean la peroxidasa del rabano picante

y la fosfatasa alcalina (Burry 2011).
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La inmunocitoquimica (ICQ), inmunocitologia o inmunomarcacién de preparados citolégicos
es un método que complementa el estudio citolégico convencional, contribuyendo a mejorar la
precision diagnéstica y aportando, en casos particulares, datos de valor pronédstico. Esta marca-
cion se realiza sobre preparados citolégicos, obtenidos mediante los métodos tradicionales de

toma de muestras para citologia o bien mediante preparaciones especiales.

Preparacion y fijacion de la muestra

Las muestras se obtienen mediante los métodos tradicionales antes descriptos (ver capitulo
1) y, en caso de obtenerse especificamente para ICQ, deben colocarse sobre portaobjetos posi-
tivados, silanizados o recubiertos en poly-L-lisina para permitir una mayor adhesion entre el por-
taobjeto y las células (Ramos-Vara 2016).

Segun las caracteristicas de la muestra obtenida, la misma se procesa de la siguiente forma:

— Citocentrifugado: se realiza en muestras con bajo volumen celular. Es el tipo de proce-
samiento recomendado para evaluar antigenos citoplasmaticos o de membrana, ya que
preserva la citomorfologia.

— Extendido celular: se utiliza para muestras con bajo a moderado volumen celular. Si
bien se han obtenido resultados reproducibles para antigenos nucleares, es menos
apropiado para utilizar con marcadores citoplasmaticos o de membrana. Presenta ma-
yor tincién de fondo o “background” debido a la ruptura celular producida por el exten-
dido (Skoog 2011).

— Bloques celulares embebidos en parafina: recomendado para muestras con abun-
dante contenido de células. Los bloques celulares se obtienen mediante la fijacién de
células con formol o etanol seguida de citocentrifugacion. Algunos de los protocolos
indican una fijacion en alcohol 70% en un tubo Eppendorf de 0,6 ml, y posterior cen-
trifugacion a 2800 x g durante 10 minutos. Luego, se extrae el sobrenadante y se
agrega agarosa liquida al 2%. Finalmente, el tubo se centrifuga como en el paso
anterior y se obtiene un sedimento sélido o “pellet sélido”. El mismo se incluye en
bloques de parafina (Zanoni y col, 2012). Estas muestras, al procesarse de forma
similar a los cortes de tejidos, pueden requerir procedimientos de recuperacion anti-
génica (Shi 2011, Skoog 2011).

— Monocapa de células obtenidas con ThinPrep o citologia en base liquida (LBC): las mues-
tras se obtienen mediante colectas de liquidos, hisopados, “cytobrush” (raspados con
cepillo) o raspados y se colocan en un medio liquido comercial para su mejor preserva-
cion. Luego, a partir de esa muestra se realiza el centrifugado y extendido en monocapa,
para luego realizar ICQ. Este método es de mayor costo y no se han encontrado diferen-
cias significativas con los citocentrifugados tradicionales (Fetsch 2002, Skoog 2011).

La fijacion de los preparados citolégicos resulta indispensable para conservar una adecuada

cantidad de células, obtener suficiente adhesion al portaobjetos, mantener la morfologia celular

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 216



CITOLOGIA EN CANINOS Y FELINOS — MARIANA A. MACHUCA, ADRIANA R. MASSONE Y MARIA A. QUIROGA

y la antigenicidad y eliminar los fluidos proteinaceos y eritrocitos que generan coloracion de
fondo. Por un lado, en el caso de los antigenos nucleares se recomienda el uso de formol tam-
ponado al 4-10%, seguido de metanol-acetona. De poder fijarlos con estas soluciones se puede
recurrir a la recuperacion antigénica utilizando microondas. Por otro lado, en el caso de los anti-
genos de membrana y citoplasmaticos se recomienda la fijacion con formol seguida de etanol
(en general utilizado al 95%) (Skoog 2011).

Ademas, existen recomendaciones de fijaciéon segun los marcadores utilizados:

— Para marcadores en melanomas y células linfoides se recomienda la inmersién durante
5-10 minutos en acetona a temperatura ambiente.

— Para marcadores epiteliales se recomienda utilizar alcohol 95% o una mezcla v/v 1:1
de metanol y etanol 100% durante 5 minutos a temperatura ambiente.

— Para antigenos nucleares se recomienda el uso de formol tamponado al 3,7%.durante
15 minutos (Fetsch 2004).

Si bien los mejores resultados se obtienen con muestras procesadas especificamente para
ICC, el procedimiento podria realizarse en preparaciones previamente tefiidas con tinciones tipo
Romanowsky o Papanicolaou, previa decoloracién o sin decoloracion (Ramos-Vara 2016). Cabe
destacar que los portaobjetos obtenidos por las diferentes técnicas y posteriormente fijados pue-
den mantenerse sin perder inmunorreactividad hasta 2 semanas a 2-8° C o a -70° C para una

conservacion mas prolongada (Fetsch 2004; Skoog 2011).

Pretratamiento de la muestra

Estos procedimientos incluyen el bloqueo de actividades endégenas, el bloqueo de uniones
inespecificas y la recuperacion antigénica. El bloqueo de actividades enddgenas hace referencia
al bloqueo de la peroxidasa endégena, la fosfatasa alcalina endégena y la actividad endégena
de la biotina, mediante el uso de sustratos especificos para las mismas (por ejemplo, la inmersién
en H202 al 3% en agua destilada para el bloqueo de la peroxidasa enddgena). Por otro lado, el
bloqueo de uniones especificas de las inmunoglobulinas a las células se realiza mediante la
incubacion de las mismas con albumina sérica bovina o con suero normal de la especie a la cual
pertenece el anticuerpo secundario. Por ultimo, la recuperacién antigénica se realiza mediante
el uso de enzimas proteoliticas (como, por ejemplo, proteinasa K) o la inmersion de los portaob-
jetos en soluciones tamponadas a altas temperaturas. La misma dependera tanto de los antige-
nos blanco como de los anticuerpos utilizados (Ramos-Vara 2016).

Estos procedimientos disminuyen el “background”, evitando la interpretacion errénea de in-
munomarcaciones inespecificas, y para aumentar la sensibilidad de la técnica al recuperar la

estructura tridimensional de las proteinas y sus cargas electroestaticas (Ramos-Vara 2014).
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Interpretacién

La precision de los resultados obtenidos a partir de esta técnica depende, en gran medida, de
la sensibilidad y la especificidad de los anticuerpos de los que se dispone. El nivel desigual de
aceptacion alcanzado por las técnicas de IHQ e ICQ se debe, fundamentalmente, a ciertos in-
convenientes técnicos y de interpretacion que limitan el alcance de esta ultima.

Los resultados de la inmunomarcacion se consideran de valor diagndstico cuando permiten
confirmar una presuncion o de valor de rechazo cuando permiten descartarla.

Resulta dificil unificar los datos encontrados en la bibliografia acerca del aporte concreto de
la ICQ, ya que se han comunicado experiencias con células provenientes de los tejidos mas
diversos y utilizando paneles heterogéneos de anticuerpos. A pesar de ello, la mayoria de los
autores coincide en afirmar que la inmunocitologia es una herramienta que supera en sensibili-
dad y especificidad a la citologia convencional. En general, se sostiene que la ICQ tiene valor
diagnostico en un 55-65% de los casos.

Es importante al momento de interpretar los resultados de la técnica poder diferenciar, en
primer lugar, la inmunomarcacioén especifica de los falsos positivos. Estos ultimos se pueden
deber a material pobremente fijado, utilizacién de fijadores inadecuados, bloqueo insuficiente
de la peroxidasa enddgena o tincidon de fondo inespecifica. En segundo lugar, los falsos
negativos pueden deberse a una fijacion inadecuada (por ejemplo, el uso de fijacion con
alcoholes en anticuerpos nucleares) o a una concentracion muy baja del anticuerpo primario
(Skoog 2011).

Ademas, para poder realizar una correcta interpretacion de la inmunomarcacion, debemos
conocer el concepto de “perfil de personalidad del anticuerpo”. El mismo, introducido por Yaziji
y col. (2006), se define por la localizacién de la sefal esperada (citoplasmatico, nuclear, de
membrana o intersticial), el patrén de marcaciéon del anticuerpo (homogéneo, filamentoso o
granular) y el patron caracteristico obtenido en tejidos y tumores (% de células que expresan
el antigeno blanco).

En un analisis retrospectivo de muestras de fluidos y de material obtenido a partir de lesiones
so6lidas mediante aspiracion con aguja fina, Shield y col. (1996) encontraron que la inmunomar-

cacion fue de utilidad en el 75,8 % de los casos.

Aplicaciones

— Diferenciacion entre procesos reactivos y procesos neoplasicos malignos. Metzgeroth y
col. (2008) llevaron a cabo un estudio en el que analizaron 1234 muestras provenientes
de efusiones serosas, con la finalidad de comprobar si la inmunocitologia mejoraba la pre-
cisién diagnostica de la citologia convencional en la identificacion de efusiones debidas a

carcinomas. De las 619 efusiones causadas por procesos malignos, 314 fueron correcta-
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mente identificadas mediante citologia mientras que, con la inmunocitologia realizada uti-
lizando un panel de 3 anticuerpos, la cantidad de diagndsticos correctos ascendi6é a 561.
De las 615 efusiones debidas a procesos no malignos, 50 casos fueron errbneamente
clasificadas como causadas por carcinomas (falsos positivos) mediante citologia. En la
ICQ no se observaron falsos positivos.

— Determinacion del tejido de origen de una neoplasia. Este podria ser el caso de neoplasias
indiferenciadas, primarias o metastasicas. Por ejemplo, las neoplasias melanociticas pue-
den ser confundidas con otras neoplasias pobremente diferenciadas, tales como carcino-
mas, linfomas y sarcomas. Segun los estudios realizados por Sheffield y col. (2002), la
inmunohistoquimica utilizando un panel de al menos 3 anticuerpos, resulta de gran ayuda
para el diagndstico en estos casos. Una aproximacion diagnéstica puede realizarse utili-
zando citoqueratinas (carcinoma) (Figura 18.1), vimentina (sarcoma), S-100 (melanoma,
tumores de la vaina del nervio periférico y neoplasias de origen nervioso) y CD18 (proce-
sos histiociticos) (Ramos-Vara 2016). Por esta razon, el uso de marcadores mediante ICQ
puede mejorar la eficacia de la identificacién de tumores, en los casos que la morfologia
no permita llegar a un diagndstico preciso.

— Estadificacién de una neoplasia. La ICQ puede aplicarse en la investigacion del estado del
linfonddulo regional. Segun lo expresado por Stefanovic y col. (2016) en un trabajo reali-
zado en pacientes con carcinomas mamarios, la inmunomarcacion de células tumorales
en aspirados de médula 6sea podria ser considerado como un buen marcador de disemi-
nacion de la enfermedad vy, por lo tanto, reemplazar, o bien complementar, a la biopsia del
linfonédulo regional.

— Evaluacion del prondstico de una lesién tumoral conocida. Entre los factores utilizados, la
evaluacion de indicadores de proliferacion tumoral, receptores hormonales y oncogenes
(con mayor frecuencia en tumores mamarios) es una herramienta util para evaluar el pro-
nostico tumoral y el desarrollo de la enfermedad.

La difusion de la técnica de ICQ es limitada. En medicina humana se utiliza rutinariamente
en algunos centros asistenciales y se ha incorporado en estudios clinicos controlados. En
medicina veterinaria, su utilizacion es experimental. El costo de los anticuerpos para confor-
mar un panel que asegure utilidad de la técnica condiciona, en buena medida, la implemen-
tacion de la misma, a excepcion de aquellos laboratorios en los que la IHQ se realiza de
rutina. El conocimiento de los alcances de la ICQ por parte de los profesionales podria in-
crementar su demanda y asi favorecer la puesta en marcha del método en el laboratorio de
patologia y el entrenamiento del personal en la interpretacion de los resultados (Ramos-Vara
2016). La siguiente lista de anticuerpos incluye algunos de los mas utilizados en patologia
diagnéstica (Tabla 18.1).
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Antigeno

Actina
muscular
Actina de
musculo liso
CD3

CD18

CD20

CD31

CD79a

CD117

(c-kit)
Citoqueratina
AE1-AE3
Pan-Citoquera-
tina

Desmina

Enolasa neuro
especifica
Antigeno rela-
cionado al Fac-
tor VIl (VWF)
HLA-DR (MHC-
)]

Proteina glial
fibrilar acida
Ki-67

Melan-A
MIFT

PCNA

S-100
Sinaptofisina
Tirosinasa

Vimentina
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Tabla18.1 Anticuerpos mas utilizados en patologia diagnéstica.

Especie
Perro
Perro
Perro

Perro

Perro,
gato
Perro/
gato

Perro/
gato
Perro,
gato
Perro,
gato
Perro

Perro
Perro

Perro,
gato

Perro
Perro
Perro

Perro,
gato

Perro
Perro,
gato
Perro,
gato

Perro
Perro,
gato
Perro,
gato

Proveedor
Dako

Dako

Dako
Universidad
de California-
Davis
Thermo
Scientific
Dako

Cell Marque
BioGenex
Leica

Dako

Dako

Dako

Dako

Dako
Dako
Dako
Dako
Dako
BioGenex
Leica
Dako
Dako

BioGenex

* Tumor del estroma gastrointestinal

Nota. Adaptado de Cross-reactivity of antibodies among different species, Ramos-Vara J. A. y Borst L. B., 2017, Immuno-
histochemistry: Fundamentals and Applications in Oncology. En Meuten D. J., Tumors in Domestic Animals, (44-87) Fifth

Edition. Ames, lowa, USA: John Wiley & Sons Inc.
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Uso

Neoplasias

musculares

Neoplasias de musculo
liso

Linfoma de células T

Procesos histiociticos

Linfoma de células B

Neoplasias del endotelio
vascular y neoplasias me-
gacariociticas

Linfoma de células B

Mastocitomas, GIST*,
melanomas

Marcador general de célu-
las epiteliales

Marcador general de célu-
las epiteliales

Neoplasias musculares

Marcador neuroendocrino

Neoplasias del endotelio
vascular y neoplasias me-
gacariociticas

Células presentadoras de
antigenos y linfocitos
Neoplasias nerviosas
(gliales)

Marcador de proliferacio