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3. RESUMEN

Se revisO la casuistica reportada con cambios vacuolares y alteraciones de pigmentos
en tejidos parenquimatosos de caninos remitidos al laboratorio de histopatologia de la
Universidad de los Llanos, entre los afios 2003 a 2010, y se realizO su respectiva
confirmacion mediante coloraciones especiales. En este estudio para los casos de
caninos con acumulacién de glucogeno se utilizé la tincion Acido Peryodico Schiff (PAS)
en 7 casos, el 71% (5) resultaron positivos a PAS, de estos el 80%, (4 casos) eran de
raza French Poodle, los machos fueron los méas afectados con el 60% (3 casos) y una
hembra 20%, las edades oscilaron entre los 3 meses y 5 afos. En los casos de
acumulacion de pigmentos, se utilizd la coloracion Azul de Prusia para determinar
hemosiderina, solo 3 casos resultaron positivos, que correspondieron a las razas Boxer,
French Poodle y Pitbull, dos casos ocurrieron en hembras y uno en machos. Se realizo
un archivo fotografico de todos los casos. Finalmente, con el uso de estas coloraciones

se logré en algunos casos demostrar la acumulacion de glucégeno y hemosiderina.

Palabras claves: Cambios vacuolares, alteraciones de los pigmentos, coloraciones

especiales, PAS, glucégeno, Azul de Prusia, hemosiderina.



4. ABSTRACT

We reviewed the casuistry reported with vacuolar changes and pigment alterations in
parenchymatous tissues of canines sent to the histopathology laboratory of the
Universidad de los Llanos between 2003 and 2010, and their respective confirmation
was made through special colorations. In this study for canine cases with glycogen
accumulation, Pericodic Acid Schiff (PAS) staining was used in 7 cases, 71% (5) were
positive for PAS, 80% of these cases, (4 cases) were French Poodle, males were the
most affected with 60% (3 cases) and a female 20%, ages ranged from 3 months to 5
years. In the cases of pigment accumulation, the Prussian Blue coloration was used to
determine hemosiderin, only 3 cases were positive, corresponding to the Bdxer, French
Poodle and Pitbull breeds, two cases occurred in females and one in males. A
photographic archive of all the cases was made. Finally, with the use of these
colorations it was possible in some cases to demonstrate the accumulation of glycogen

and hemosiderin.

Keys words: Vacuolar changes, pigment alterations, special Colorations, PAS,

glycogen, Prussian Blue, hemosiderin.



5. INTRODUCCION

Los Organos parenquimatosos son generalmente de tipo macizo, estan formados por
los elementos de sostén o estroma y por los componentes celulares con caracteristicas
morfologicas y funcionales especificas que se denomina parénquima, el higado es un
ejemplo de este tipo de drgano, el cual participa en diferentes procesos metabdlicos,
por esta razén esta expuesto a la accion de diversos agentes infecciosos, metabdlicos y
toxicos, por consiguiente puede estar implicado en una serie de cambios patolégicos,
fisiopatoldgicos e histopatolégicos tanto primarios como secundarios (Gallardo, 2003;

Tejadas, 2010; Montalvo, 2011).

La hepatopatia vacuolar asociada al glucégeno (VH) es un sindrome comun en perros
frecuentemente asociado con la sobreproduccion endbégena de hormonas
esteroidogénicas o al tratamiento con mediadores de glucocorticoides, pero también
puede estar acompafando a trastornos inflamatorios, neoplasicos e infecciosos

(Sepesy y col, 2006; Greenhalgh et al, 2014; Twedt and Collins, 2016).

En el caso de acumulacién de pigmentos es importante lo que ocurre con el exceso de
hierro que se deposita intracelularmente como ferritina y hemosiderina,
fundamentalmente en el bazo y el higado (Forrellat y col, 2000; Pérez y col, 2005), esta
acumulacion puede presentarse de manera localizada (hematomas, insuficiencia
cardiaca izquierda) o bien en acumulos sistémicos (hemosiderosis por anemia

hemolitica 0 hemocromatosis idiopéatica, etc.) (Marti y col, 2002).
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El presente trabajo tuvo como objetivo precisar en los casos remitidos al Laboratorio de
Histopatologia Veterinaria de la Universidad de los Llanos a qué corresponden los
cambios vacuolares presentados en higado y rifién por medio de la coloracion de Acido
Peryodico de Schiff (PAS) y asi determinar o no la presencia de glucégeno, asimismo
confirmar o descartar la acumulacion de hemosiderina en diferentes 6rganos mediante

la coloracion de Azul de Prusia.

Los casos y datos se obtuvieron del trabajo previo titulado “Estudio retrospectivo de
patologias que afectaron a los caninos entre los afios 2003 a 2010 de la Universidad de
los Llanos” (datos no publicados), en este trabajo se reportd que el 6.27% de los casos
mostraron presencia de pigmentos y el 5.44% tenia alteraciones con cambios
vacuolares intracelulares, de estos casos se tomaron los bloques parafinados y se
realizaron las respectivas tinciones diferenciales de PAS y azul de Prusia, luego, se

observaron en microscopio Optico, para determinar si eran positivos 0 negativos.

6. OBJETIVOS

6.1. General.

Revisar la casuistica en la que se reportaron cambios vacuolares y alteraciones de
pigmentos en tejidos parenquimatosos de caninos remitidos al laboratorio de
histopatologia de la Universidad de los Llanos, entre los afios 2003 a 2010, y realizar su

respectiva confirmacion mediante coloraciones especiales.
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6.2. Especificos:

e Determinar la presencia de glucogeno mediante coloracion especial Acido Peryodico
de Schiff (PAS) en las laminas de higado y rifion que presentan cambios vacuolares.

e Identificar la presencia de hemosiderina mediante la coloracion de Azul de Prusia
para determinar hierro en los micropreparados.

e Realizar un archivo fotografico de los resultados positivos y negativos de las

coloraciones especiales.

7. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Laboratorio de Histopatologia de la Universidad de los Llanos se han realizado
algunos estudios retrospectivos para valorar diferentes patologias en animales
domésticos, el primero evalud la presencia de amiloidosis detectada por histopatologia
en casos de necropsia (Hernandez, 2008) y el segundo analizé la prevalencia de
neoplasias en caninos (Bravo, 2010). El trabajo méas reciente se enfocé en las
diferentes patologias que afectaron a los caninos entre los afios 2003 a 2010 (datos no
publicados) 239 casos, en este trabajo se reportd que el 6.27% de los casos mostraron
presencia de pigmentos y el 5.44% tenia alteraciones metabdlicas de acumulacién
intracelular con cambios vacuolares; estos casos fueron abordados desde el punto de
vista morfoldégico por medio de la técnica de rutina con Hematoxilina y Eosina, sin
embargo, esta técnica no permite apreciar fibras elasticas o mastocitos, elementos que

pueden acumularse en el citoplasma celular, ni diferenciar pigmentos, como ocurre con
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el melanico y la hemosiderina, por esta razdn es necesario recurrir a tinciones
secundarias o especiales, entre estas el Acido Peryodico de Schiff (PAS), esta
coloracibn es la mas comunmente utilizada pues permite determinar algunos
polisacéaridos (particularmente, glucégeno) (Gregory, 2007; Cote, 2011; Hajar, 2013;
Silvestri et al, 2017). Mientras que la coloracion de azul de Prusia es utilizada para
detectar la presencia de hemosiderina (Gaunt and Baker, 1986; Sprague et al, 2003;
Weiss, 2005; Harvey, 2012; Zachary and McGavin, 2012; Raskin and Meyer, 2016).
Este tipo de coloraciones especiales no son utilizadas rutinariamente en el Laboratorio
de Histopatologia de la Universidad de los Llanos, por esta razon surge la necesidad de
complementar el diagnostico morfolégico realizado con la técnica de H&E con
coloraciones diferenciales que permitan precisar el diagndstico de lesiones vacuolares y
acumulacion de pigmentos, ya que con estos hallazgos se podra orientar y
posiblemente especificar el proceso patoldégico presente, teniendo en cuenta que
existen diferentes origenes para los mismos como ocurre en la glucogenosis en las que
pueden intervenir defectos en enzimas requeridas para la sintesis o degradacion
del glucégeno que puede originarse por hiperadrenocorticismo, tumores de la glandula
adrenal o de la pituitaria, 0 en casos de tratamiento con glucocorticoides y por
glucogenosis propiamente dicha; en el caso de la acumulacion de hemosiderina se ha
relacionado a congestion, diatesis de eritrocitos, fenomenos hemoliticos, anemia

hemolitica autoinmune o enfermedades parasitarias (Jubb et al, 2007).
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8. REVISION DE LITERATURA

8.1. CAMBIOS VACUOLARES

Diversas sustancias pueden acumularse en el citoplasma de los hepatocitos lo que
conduce a la formacion de vacuolas, diferentes causas deben ser tenidas en cuenta
como inductores, en animales mayores las vacuolas corresponden casi siempre a
acumulacion de lipidos o glucégeno, mientras, el cambio hidrépico corresponde a una
lesion temprana asociada a procesos toxicos, hipoxia o disturbios metabolicos (Cullen,

1980; Jubb et al, 2007).

La degeneracion glucogénica, glucogenosis o hepatopatia por glucocorticoides
corresponde a las lesiones vacuolares mas severas por la acumulacién de glucégeno
gue pueden ser causadas por hiperadrenocorticismo, tumores de la glandula adrenal,
tumores de la pituitaria 0 en casos de tratamiento con glucocorticoides (Fittschen, 1984;
Cullen, 2007; Ackerman, 2011; Novilla et al, 2014; Cullen, 2016), su identificacion es
importante porque de esta depende la orientacion de la patogénesis, la tincion con PAS
puede ayudar a confirmar la acumulacion de glucégeno luego de usar la técnica de

H&E (Cullen, 2007; Jubb et al, 2007; Gregory, 2007; Hajar, 2013; Silvestri et al, 2017).

8.1.1. Glucogenosis:

Las glucogenosis son un grupo de enfermedades hereditarias con una caracteristica
bioquimica comun, una alteracion del depésito de glucogeno en los tejidos afectados en

los que puede estar aumentado o tener una estructura anémala. Se producen cuando
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existe deficiencia genética de la actividad de alguna de las enzimas que lo degradan o
lo sintetizan. Siendo los tejidos afectados aquellos en los que el metabolismo del
glucégeno es mas importante como el higado y el musculo (Moreno et al, 2000; Gregory

et al, 2007).

8.1.1.1. Tipos de glucogenosis.

8.1.1.1.1. Glucogenosis tipo | o Enfermedad de Von Gierke: son un grupo de
enfermedades metabdlicas hereditarias producidas por un defecto genético de algunos
de los componentes del sistema enzimatico de la glucosa-6-fosfatasa que es la
encargada de defosforilar la glucosa-6P (G6P) en el higado para su liberacién al
torrente sanguineo y distribuirla por todas las células, la deficiencia de esta enzima
provoca la acumulacion de G6P intracelular lo que conlleva a que se deposite
glucégeno en el higado y rifién (Kishnani et al, 2001; Cornejo, 2006; Labrune, 2010;
Specht et al 2011; Froissart et al, 2011; Lee et al, 2015). Las lesiones histopatologicas
correponden a la presencia de vacuolas en el citoplasma de los hepatocitos (Jubb et al,

2007; Specht et al, 2011).

8.1.1.1.2. Glucogenosis tipo Il o enfermedad de Pompe, es una falla congénita del
metabolismo del glucégeno que afecta al gen encargado de dar la orden de sintesis de
la enzima alfa-(1,4)-glucosidasa en los lisosomas (Gregory et al, 2007). Esta deficiencia
puede tener consecuencias en diferentes tejidos, aunque el efecto mas notable se
produce en las células musculares, pues en estas se acumula gran cantidad de

glucogeno residual que es absorbido por los lisosomas para su transformacion en
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glucosa, el depdsito creciente de glucégeno en los lisosomas interfiriendo con la funcién

llegando a causar dafios en la misma (Hirschhorn and Reuser, 2001; Carnero, 2015).

8.1.1.1.3. Glucogenosis tipo VIl o enfermedad de Tarui, es una enfermedad
metabdlica debida a una deficiencia en la enzima fosfofructocinasa, esta se encarga de
convertir la fructosa 6-P a fructosa-1,6-bisfosfato en el paso 3 de la glucdlisis, en esta
enfermedad ciertas células como los eritrocitos y el musculo esquelético, pierden la
habilidad de usar glucosa como fuente de energia (Skibild et al 2001; Gregory et al

2007)

8.1.2. Sindrome de Cushing

Es un conjunto de signos clinicos que puede presentarse de dos formas, una
iatrogénica a partir de la exposicion cronica o excesiva a glucocorticoides (Cook, 2008)
y una espontanea por una inapropiada secrecion de ACTH por parte de la hipdfisis la
gue corresponde al 80%-83% de los casos (Hernandez and Alzate 2006; Melian, 2014;
Nelson and Couto, 2014), mientras entre el 17%-20% restante corresponde a los
causados por una secrecion excesiva de cortisol por parte de la corteza adrenal

(Schaer, 2010; Lacroix et al, 2015; Soler y Castillo, 2016).

8.1.3. Diabetes Mellitus

La vacuolizacion es el reflejo de la acumulacion de glucégeno y es una lesion especifica

de diabetes mellitus, pero ocurre solamente en casos que se desarrollan rapidamente y
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gue son severos, en el perro el glucégeno puede acumularse incluso en el nacleo del

hepatocito (Levinthal and Tavill, 1999; Jubb, et al, 2007)

8.1.3.1. Tipo de diabetes mellitus

8.1.3.1.1. Diabetes mellitus (DM) tipo | (Insulino dependiente): 1 de cada 500
caninos padecen este tipo de diabetes y entre el 50 - 70% de los caninos con diabetes
padecen DM tipo | (Hoenig 2003; Rand et al, 2004). Se caracteriza por la destruccion
de las células B del pancreas, que en muchos casos es de etiologia desconocida,
aunqgue ciertas pruebas sugieren que la enfermedad es causada por la predisposicidon
genética, lesiones toxicas, inflamatorias, infecciosas o una respuesta inmunomediada,
similar a lo que ocurre en la diabetes tipo 1 humana, que inician la destruccién de los

islotes pancreaticos (Fleeman y rand, 2004; Lloret, 2009; Ackerman, 2011).

8.1.3.1.2. DM tipo Il (no insulino dependiente): Afecta frecuentemente animales de
media edad y geriatricos, machos y obesos, principalmente afecta a los gatos,
aproximadamente 80 a 90 % de los gatos diabéticos tienen diabetes no dependiente de
la insulina, no hay datos publicados que demuestren que la diabetes tipo 2 ocurra en
perros 0 que la obesidad es un factor de riesgo para la diabetes canina (Rand et al,
2004; Baréo et al, 2011; Pérez y Arenas, 2014). La sensibilidad de las células Beta a los
cambios en la glucosa y la primera fase de la respuesta de secrecion de insulina por la
célula beta no se pierden en perros a pesar de afios de resistencia a la insulina inducida

por obesidad e hiperinsulinemia compensatoria (Verkest et al. 2011). La diabetes
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resistente a la insulina puede producirse en presencia de alteraciones hormonales
como el hiperadrenocorticismo y acromegalia inducida por progesterona (Fall, 2009) o
por la administracion de farmacos antagonistas de la insulina como los glucocorticoides

(Tejada y Font, 2016).

8.1.3.1.3. Diabetes Mellitus atribuible a otros tipos de procesos, se puede
desarrollar debido a la presencia de hormonas que producen resistencia a la insulina
(glucocorticoides, progestagenos), o puede ser secundaria a enfermedades como
pancreatitis o insuficiencia pancreatica exocrina (Ackerman, 2011; Pérez y Arenas
2014). En aproximadamente, el 28% de los perros diabéticos, la diabetes se desarrolla
por un dafio pancreatico importante, debido probablemente a una pancreatitis cronica,
(Fleeman y Rand, 2004) y por ultimo la Diabetes Gestacional en donde la
progesterona que estimula la secrecién de la hormona del crecimiento y de la glandula
mamaria canina causa resistencia a la insulina, a través de un defecto post-unién
debido a que disminuye el nimero de receptores de insulina o la velocidad de unién a
los receptores, la resistencia a la insulina conduce a la hiperglucemia crénica que dafa
las células productoras de insulina, repercutiendo en una deficiencia de insulina (Fall,
2009; Mared, 2010; Pérez y Arenas 2014; Nelson and Reush, 2014). Los caninos
pueden tener una masa adecuada de células b funcionales para mantener la tolerancia
a los carbohidratos cuando no existe resistencia a la insulina (ejemplo, durante periodos
de inactividad ovarica cuando las concentraciones de progesterona permanecen bajas
(0,5 ng / ml)), pero no pueden segregar una cantidad adecuada de insulina para

mantener la euglicemia en presencia de resistencia a la insulina (Fall et al., 2008).
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Tabla 1. Tipos de diabetes atribuibles al perro y al gato (Pérez y Arenas, 2014).

Diabetes Perros Gatos
Tipo | Frecuente Rara
Tipo 2 No descrita Muy frecuente
Ofros tipos
Corticoides Poco frecuente Poco frecuente
(el 5-10% de los perros que desarrollan (el 90% de los gatos que desarrollan
sindrome de Cushing presentan esta forma  hiperadrenocorticismo hipofisario o adrenal
de diabetes) presentan esta forma de diabetes)
Progesterona Frecuente Rara
Pancreatitis Frecuente Frecuente
Hormona del crecimiento  Rara Frecuente

Tabla 2. Razas predispuestas a presentar diabetes (Hoenig, 2003; Fall, 2009; Nelson

and Reush 2014).

Australian terrier
Standard schnauzer
Samoyed

Miniature schnauzer
Fox terrier
Keeshond

Bichon frise

Finnish spitz

Cairn terrier
Miniature poodle
Siberian husky

Toy poodle

Mixed breed

8.2. ACUMULACION DE HEMOSIDERINA

El hierro es un componente de la hemoglobina, la mioglobina y del citocromo, se

almacena en el higado como ferritina 0 hemosiderina (Schultheiss et al, 2002, Bohn,
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2015) su acumulacién ocurre primero en el sistema fagocitario reticuloendotelial, si el
aporte es mayor se puede acumular en células parenquimatosas del higado, pancreas y
miocardio (Rand, 2000, Bohn, 2015); la acumulacion difusa de hemosiderina sugiere la
presencia de procesos hemoliticos por anemia hemolitica autoinmune o enfermedades
parasitarias, mientras si su acumulacion es localizada es compatible con procesos de
tipo hemorragico y también puede estar asociado directamente a procesos inflamatorios
(Fuentealba et al, 1997; Schultheiss, 2002; Jubb et al, 2007; Valli, 2007).

La absorcién excesiva de hierro ingerido puede ocurrir en dos situaciones, en primer
lugar, cuando la ingesta de hierro es tan grande que sobrepasa el sistema de
regulacion de la absorcién (hemosiderosis) y segundo, cuando existe una anormalidad
en el mecanismo de control de la absorcion intestinal del hierro y se absorbe mas de lo
que el organismo requiere (hematocromatosis) (Piperno, 1998; Powel et al, 1998;

Amatriain, 2000; Kaneko et al, 2008).

8.2.1. Hemosiderosis
Esta se define como el aumento de los depdsitos de hierro en las células del higado y
bazo sin dafio tisular asociado (Fuentealba et al, 1997; Schultheiss et al, 2002;
Sprague, 2003; McCown, 2011), se da por eritrofagocitosis excesiva y posterior
degradacion de la hemoglobina. Puede observarse en trastornos benignos (mielipoma
adrenal) (Tursi et al 2005, Christopher, 2003) y malignos (mielofibrosis en asociacién
con necrosis de médula 0sea, neoplasia hemopoyética y anemia hemolitica congénita
grave (Hoff et al 1991, Christopher, 2003). Asi, como ocurre en la enfermedad crénica

con secuestro de hierro. También puede ser el resultado de hemorragia asociada con
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hematomas, hemangiomas y hemangiosarcomas, en el bazo el aumento de hierro se
encuentra comunmente acompafado de hiperplasia esplénica difusa o nodular y
hematopoyesis extramedular (Christopher, 2003).

Una causa citada comunmente es la hemolisis causada por la presencia de parasitos
como la Babesia (B. canis y gibsoni) donde la hemoglobinuria, la eritrofagocitosis difusa
y hemosiderosis sugieren hemolisis intravascular y extravascular, siendo la anemia
hemolitica la manifestacion primaria de la infeccion por este agente (Boozer and

Macintire, 2003).

8.2.2. Hematocromatosis

La hemocromatosis es una enfermedad causada por la deposicidbn excesiva de
hemosiderina y ferritina en los hepatocitos, que puede ocurrir secundaria a un dafio
tisular y en la disfuncion de la deposicion de hemosiderina en las células
parenquimatosas (Sprague, 2003; Harvey, 2006; Kaneko 2008; Bohn, 2015).

Existen dos tipos de hematocromatosis, la primaria (genética) que es de tipo hereditario
y la secundaria que se presenta luego de multiples transfusiones o la deficiencia de
piruvato quinasa (PK) en perros (Giger, 1991; Holla, 1997; Schultheiss et al, 2002;
Christopher, 2003); la deficiencia de esta enzima probablemente es causada por el
aumento de la absorcion intestinal de hierro asociada con la anemia hemolitica activa
(Zaucha et al, 2001; Kaneko et al, 2008; Gultekin et al, 2012).

La piruvato quinasa es una de las enzimas regulatorias esenciales de la glicolisis
anaerobica, la deficiencia de esta causa una destruccion prematura de los eritrocitos,

en los perros, la deficiencia de PK causa una anemia hemolitica cronica grave y
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altamente regenerativa con osteosclerosis progresiva, mientras que en los gatos se
caracteriza por una anemia hemolitica intermitente sin osteosclerosis (Hlava et al,
2012).

Las células parenquimatosas mas frecuentemente afectadas en todos los tipos de
trastornos por sobrecarga de hierro son las del higado y el pancreas, posterior a la
saturacion de la transferrina (Sprague et al, 2003), los 6rganos principalmente
afectados son higado, bazo, nddulos linfaticos, rifion, cerebro y 6rganos glandulares

(Kaneko et al, 2008).

9. MATERIALES Y METODOS

9.1. Areade estudio

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Histopatologia de la Universidad de los
Llanos, vereda Barcelona (figura 1), localizada a 12 Km de la ciudad de Villavicencio,
Colombia, que se encuentra a una altitud de 418 m.s.n.m. y presenta una pluviosidad
de 4050 mm anuales, con una humedad relativa del 75% y una temperatura promedio

de 25°C.

97 Universidad de los Lanos

Figura 1. Mapa del
campus de la
Universidad de los

Llanos sede Barcelona.

(Google Maps, 2017)
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El Laboratorio de Histopatologia de la Universidad de los Llanos recibe casuistica de

diferentes especies animales no solo del municipio sino de todo el departamento.

9.2. Descripcion metodolégica.

La base de datos fue la informacion obtenida en el estudio previamente citado y se
recurri6 a los archivos de bloques parafinados del Laboratorio de Histopatologia
Veterinaria. Inicialmente se realizO una descripcion de los hallazgos, luego se
determinaron positivos y negativos para cada coloracion especial. Se hizo estadistica
descriptiva no paramétrica, los datos se reportaron por medio de tablas y graficas,
también, se hizo un registro fotografico de cada tejido evaluado (en aumentos de 100x y
400x), fueron descartados los bloques de casos que presentaron diferentes fenbmenos
de deterioro, ya que en estos fue imposible obtener un corte adecuado para realizar las

coloraciones.

9.3. Procesamiento de las muestras.
En todos los casos el procesamiento fue a partir de bloques parafinados. El

protocolo que se utilizé es el mismo descrito por Carvajal en 1970.

9.3.1. Técnica de coloracion:

9.3.1.1. GLUCOGENO

e Acido Peryodico — Schiff (P.A.S)

1. XILOL, alcohol de 100%, de 95% agua destilada
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2. Se lavé en agua destilada

3. Acido peryodico al 0.5% por 5 minutos. (oxidante)

4. Lavado en agua destilada

5. Se pusieron los cortes en solucion de Coleman o de schiff por 15 o 30

minutos.

6. Se Lavaron en agua corriente durante 10minutos, intensificando la

coloracién, hasta que los cortes tomaron un color rosa intenso.

7. Contraste con hematoxilina de Harris por 4-6 minutos o con verde brillante

por pocos segundos.

8. lavado luego en agua destilada y diferenciar en alcohol acido de 2-3 pases
rapidos. Lavado en agua corriente y neutralizar en agua amoniacal. Se lavo

5 minutos en agua corriente.

9. Alcohol del 85% alcohol del 100%, Xilol. Monte el permout.

10. Luego en agua corriente durante 10minutos y finalmente lavar con agua

destilada.

11. Se continud con la solucidon de Schiff

El resultado para glucogeno dié una reaccion positiva rojo o purpura rojizo (Anexo:

Imagen 5y 6).
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9.3.1.2. HEMOSIDERINA

e Azul de Prusia

Proceso de coloracion:

1. Xilol, alcohol absoluto, alcohol de 95% y agua destilada

2. Se sumergen las laminas en una solucién por partes iguales de acido
clorhidrico al 20% vy ferrocianuro de potasio al 10% y se acelera la

reaccion en una estufa 20 minutos a 60°C

3. Dejando enfriar y lavando rapidamente en agua destilada

4. Se contrasta con nuclear fast red o eosina alcohodlica

5. Lavado en agua destilada

6. Se deshidrat6 con 2 cambios de alcohol de 95%, alcohol absoluto y

aclarado en xilol

7. Se monto6 en permout

El resultado positivo para hemosiderina fué un azul brillante (Anexo: Imagen 10).
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10. RESULTADOS

10.1. ACIDO PERYODICO DE SCHIFF

De los trece casos reportados con cambios vacuolares en el Laboratorio de
Histopatologia Veterinaria de la Universidad los Llanos entre los afios 2003 y 2010 se
descartaron 6 (seis), por las condiciones del bloque de parafina que no permitieron un
corte 6ptimo para realizar la coloracion de PAS. Asi, que se tomaron en cuenta un total

de 7 casos para el estudio.

Los resultados de acuerdo a la tincién diferencial para cambios vacuolares (glucégeno)
PAS (Anexo: Imagen 3 y 4) quedaron de la siguiente manera, de los 7, 5 (71%) casos

resultaron positivos y 2 casos (29%) fueron negativos (figura 2).

En los casos positivos la raza mas afectada fue la French Poodle con 4 casos (80%) y
en el caso restante no se reportd la raza (figura 3). En cuanto al sexo de los individuos
afectados fueron méas afectados los machos con 3 casos (60%), un caso correspondio a
una hembra 20% y en el restante no se reportd el sexo en la historia clinica (Figura 4).
Con respecto a la edad 3 de los casos positivos (60%) no se reportd la edad, los dos
casos restantes fueron de un canino de 5 afios y de 3 meses (Figura 5). Con relacion a
la severidad de la acumulacion del glucégeno 2 casos (40%) fue considerado leve, 2

casos (40%) moderados y 1 severo.
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B Positivo M negativo

Figura 2. Resultados de los casos remitidos entre el afio 2003 y 2010 en el Laboratorio de Histopatologia de la

Universidad de los Llanos sometidos a coloracién de PAS.

Figura 3: Distribucién de los casos positivos a coloracién de PAS segun la raza.
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Figura 4: Distribucién de los casos positivos a coloracion de PAS segun el sexo.

® NO REGISTRA ®5ANOS = 3 MESES

Figura 5. Distribucion de los casos positivos a coloracién de PAS segun la edad.
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10.2. AZUL DE PRUSIA

15 casos fueron reportados con alteracion de los pigmentos en el Laboratorio de
Histopatologia Veterinaria de la Universidad los Llanos entre los afios 2003 y 2010, 8
casos eran sospechosos para acumulacion de Hemosiderina, después de realizar los
cortes se descartaron 5 casos por las condiciones de los bloques que no permitieron un
corte optimo para realizar la coloracion de Azul de Prusia. Asi, solo fueron incluidos 3

casos para el estudio

Después de realizar la coloracion de Azul de Prusia (Anexo: Imagen 5) los tres casos
fueron positivos, la distribucién de las razas fue homogénea un caso para cada una,
Béxer, French Poodle y Pitbull (figura 6); dos casos correspondieron a hembras y una a
machos (figura 7); con respecto a la edad dos casos fueron en caninos geriatricos uno
de 10 afios y el otro de 12 afios, en un caso no se reportd este dato (figura 8); la

acumulacion fue considerada moderada en los 3 casos.

W BOXER m FRENCH POODLE PITBULL

Figura 6: Distribucion de los casos positivos a coloracion de azul de Prusia segun la raza.
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Figura 7. Distribucién de los casos positivos a coloracion de azul de Prusia segun el sexo.

Figura 8: Distribucion de los casos positivos a coloracion de azul de Prusia segun la edad.
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11. DISCUSION

11.1. Glucogeno

De los 7 casos procesados para la coloracion de PAS, el 71 % (5) resultaron positivos y
los restantes no presentaron marcacion, siendo la raza mas afectada la French Poodle,
algunos autores como Ackerman, (2011) cita como causas de acumulo de glucdégeno a
la diabetes mellitus tipo 1 y que esta se puede encontrar principalmente en las razas
Poodle toy y Poodle. Al estudiar el hiperadrenocorticismo (Sindrome de Cushing), la
raza Poodle también ha sido citada (Melian, 2008); de igual manera Gregory (2007) en
su estudio reporta que la acumulacion de glucogeno es mas comun en perros de razas

puras.

Desafortunadamente, de los cinco casos positivos para coloracién de PAS en 3 casos
(60%) no se contd con el dato preciso de la edad, uno correspondié a un animal joven y
el otro a un geriatrico. Algunos autores han reportado que los cambios vacuolares son
comunes en edades entre los 3 y los 4 afios (Akol, 2012). Otros estudios citan la
presencia de cambios vacuolares en animales de edad avanzada o que progresan con
la edad (Sepesy, 2006; Ackerman, 2011; Cortright et al, 2014). Cullen, (2016) reporto
cambios vacuolares positivos a PAS en un canino de 9 afios tratado con fenobarbital -
prednisolona. Sin embargo, al tener en cuenta los cambios vacuolares ocasionados por
enfermedades de almacenamiento son reportados mas en animales jovenes (Kahn y

Scott, 2007; Specht et al., 2011; Yi et al., 2012).
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Con respecto al sexo, 3 casos correspondieron a machos y 1 caso a una hembra.
Varios autores citan que los cambios vacuolares son comunes en los machos, ya que
en algunos casos pueden asociarse a prostatomegalia, aumento de andrégenos,
tumores de higado, aumento circulante de la hormona aldosterona y aumento en la
concentracion de androstenediona (Gilor and Graves, 2011; Akol, 2012; Cortright,
2014). Al revisar en las enfermedades por almacenamiento se han reportado casos en

machos (Gregory, 2007).

11.2. Hemosiderina

De los 3 casos procesados para la coloracion de azul de Prusia, el 100 % (3) resultaron
positivos. La distribucion de los casos fue en 3 razas diferentes, la French Poodle, la
Béxer y la Pitbull, aunque el nimero de casos no es suficiente para hablar de
tendencias, la literatura ha reportado la presencia de hemosiderina en caninos de raza
Poodle (Fuentealba, 1997; Gordon, 2010; Boscato et al, 2014; Lawrence, 2015;
Herbach, 2016), pero también en otras como la Cocker Spaniel, Doberman pinscher,
Pastoral Aleman, Dash hound, Labrador (Fuentealba, 1997; Isobe, 2008; Smedley et al,

2009; Gordon, 2010; Herbach, 2016).

En los 3 casos el grupo etario mas afectado fue el geriatrico con dos casos uno de 12
afos y otro de 14 afios, como ocurre con la raza el numero de casos no permite
reportar tendencias. Al consultar la literatura Smedley et al (2009) en su estudio
encontré 12 hembras entre los 4 y 11 afios con presentacion de hemosiderina en

higado, al tener en cuenta otras causas como los tumores de glandulas suprarrenales
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en caninos han sido reportadas edades entre los 7 y los 13 afos (Herbach, 2016), lo
que coincide con las edades halladas en nuestro trabajo. Al indagar en casos de
lesiones inflamatorias del higado (Hepatitis crénica) y por uso el uso de corticoides la
edad més reportada fue 1lafos (Fuentealba, 1997, Schutheiss et al, 2002; Boscato et
al, 2014). Isobe (2008) report6 23 casos con presencia de acumulacion de
hemosiderina en higado asociadas con la presencia de lipogranuloma en donde el 87%

dio un resultado de edades entre 7 y 14 afios.

En cuanto al sexo dos casos correspondieron a hembras y el restante a un macho.
Fuentealba (1997) en su estudio reportd que un 70% de sus casos donde encontrd
acumulacion de hemosiderina en higado correspondian a hembras, Isobe (2008)
reporté que el 61% de sus casos de acumulacion de hemosiderina fueron hembras,
Boscato (2014) también reporto la presencia de hemosiderina en una hembra, en un
caso de hepatopatia difusa cronica causada por la utilizacion de corticoide. De igual
manera lo ha reportado Herbach (2016) en acumulacién de hemosiderina en relacion
con tumores de glandulas suprarrenales la presentacién fue similar en machos que en
hembras. Sprague (2003) reporta un caso de un macho positivo a hemosiderina, el cual

presentd hematocromatosis por transfusion sanguinea.
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12. CONCLUSIONES

El desarrollo del presente trabajo permitié revisar la casuistica en la que se reportaron
cambios vacuolares y alteraciones de pigmentos en tejidos parenquimatosos que
llegaron al Laboratorio de Histopatologia Veterinaria de la Universidad de los Llanos en
el periodo comprendido entre los afios 2003 y 2010, se debe resaltar que los resultados
del trabajo son de gran valor ya que la casuistica de este laboratorio comprende
principalmente caninos del municipio de Villavicencio-Meta. Se encontré que la
mayoria de los hallazgos se comportan segun lo reportado en la literatura, sin embargo,
es necesario aclarar que muchos casos fueron descartados por la mala calidad de
conservacion de los blogues parafinados lo que llevo a un numero bajo de casos que no
permite hablar de tendencias sino solo con referencia a la casuistica recibida en el
periodo estudiado al Laboratorio de Histopatologia Veterinaria de la Universidad de los

Llanos.

Se logr6 identificar la acumulaciéon de glucogeno en los casos valorados

previamente por la técnica rutinaria mediante la coloracion especial PAS.

e De la casuistica sospechosa el 71% de los casos resultaron positivos para
acumulacion de glucégeno.

e La acumulacion de glucogeno afecto a caninos juveniles y geriatricos.

e Laraza que padece mas esta anormalidad con un 80% fue la French Poodle.

e Los machos fueron mas susceptibles a padecer este tipo de cambio vacuolar.
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La acumulacién de hemosiderina en higado, rifidn, bazo y utero fue confirmada
por medio de la coloracién de Azul de Prusia.

Todos los casos positivos ocurrieron en caninos mayores de 10 afos de edad

La distribucion de las razas sugiere que puede ocurrir en cualquiera de ellas,
como lo encontrado en nuestro trabajo.

Es indispensable propender por un adecuado y completo diligenciamiento de las
historias clinicas donde se incluya todos los datos de la resefia basica de un
paciente.

Son necesarios trabajos posteriores que complementen los hallazgos de esta
tesis, buscando precisar a que corresponden los cambios vacuolares que

marcaron como negativos.
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14. ANEXOS

Imagen 1. Corte histolégico de higado mostrando en los hepatocitos cambio

vacuolar, coloracion de Hematoxilina y Eosina. 100x.

Imagen 2. Corte histolégico de higado mostrando en los hepatocitos cambio

vacuolar, coloracion de Hematoxilina y Eosina. 400x.
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Imagen 3. Corte histologico de higado mostrando células de Kupffer positivo a

coloracion de PAS. 40x. (L6pez, 2013)

/

/

Imagen 4. Corte histologico de higado mostrando células hepaticas positiva a

coloracion de PAS. 1000x. (Rosas y col, 2010)
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Imagen 5. Corte histolégico de higado mostrando en los hepatocitos y células de

Kupffer marcacién positiva a coloracion de PAS. 100x.

Imagen 6. Corte histolégico de higado mostrando en los hepatocitos y células de

Kupffer marcacion positiva a coloracion de PAS. 400x.
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Imagen 8. Corte histolégico de higado células de Kupffer positivo para Azul de Prusia

(Day, 2012)
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Imagen 9. Corte histolégico de higado con depdsitos de hemosiderina en células de

Kupffer, endotelio y tejido conectivo. (Lépez, 2013)

Imagen 10. Corte histologico de higado mostrando marcacion positiva para Azul de

Prusia. 400x.
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