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Resumen

Entre los tumores de piel en perros el mastocitoma es una de las neoplasias mas
frecuentes en esta especie, los mastocitomas se caracterizan por ser tumores derivados
de células mastociticas, que migran para desarrollarse en el tejido conectivo de diversos
organos entre ellos la piel. En la actualidad la citologia e histopatologia son herramientas
fundamentales en el diagndéstico de mastocitomas, en especial la histopatologia, para
establecer el grado histopatolégico mediante una biopsia, ademas de permitir conocer el
comportamiento y la progresion de la neoplasia. Los tratamientos actuales representan
un riesgo latente para los mismos animales, por lo que se hace necesaria la utilizacion
de nuevos productos quimioterapéuticos, como los biocompuestos. El objetivo de este
estudio es evaluar los hallazgos histopatolégicos del mastocitoma en caninos, antes y
después de ser tratados con acetogeninas encapsuladas en liposomas, las cuales son
biomoléculas derivadas de la guanabana. Se emplearon 4 perros diagnosticados con
mastocitoma cutaneo, a los que se les aplico tépicamente las acetogeninas, para
posteriormente extraer biopsias del tumor y realizar un analisis histopatologico para
diferenciar los distintos grados de malignidad que se puedieran presentar, asi mismo
como la progresion y comportamiento de la enfermedad.

Palabras clave: mastocitoma cutaneo, perros, acetogeninas, biopsia.
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Abstract

Among cutaneous tumors in dogs, mast cell tumors are one of the most frequent
neoplasms in this species, mastocytomas are characterized by tumors derived from mast
cells, which migrate to develop in the connective tissue of various organs, including the
skin. Currently, cytology and histopathology are fundamental tools in the diagnosis of
mastocytomas, especially histopathology, to establish the histopathological grade
through a biopsy, in addition to knowing the behavior and progression of the neoplasm.
Current treatments represent a latent risk for the same animals, so it is necessary to use
new chemotherapeutic products, such as biocomposites. The objective of this study is to
evaluate the histopathological findings of the mastocytoma in canines, before and after
being treated with acetogenins encapsulated in liposomes, acetogenins are biomolecules
derived from the soursop. Four dogs diagnosed with cutaneous mastocytoma were used,
to which acetogenins were applied topically, to then extract biopsies from the tumor and
perform a histopathological analysis to differentiate the different degrees of malignancy
that could occur, as well as the progression and behavior of the disease.

Key words: mast cell, dogs, acetogenins, biopsy.
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Introduccion

En la actualidad una de las preocupaciones de propietarios de animales son las
enfermedades crénicas, que pueden llegar a afectar a sus mascotas como son los
mastocitomas, los cuales representan una de las causas de muerte en perros mayores
de 5 afos (Matz, 2015). Este tipo de neoplasia es uno de los principales problemas de
salud en la especie canina, su tratamiento se ha convertido en un reto para la medicina
veterinaria. Como en la mayoria de los tipos de cancer, los tratamientos que se emplean
en los mastocitomas son la cirugia, la radiacion y la quimioterapia; cada uno de ellos a
ser realizado en pacientes segun el grado y el curso de la enfermedad, representando
riesgos para la salud de las mismas mascotas, como la anestesia en pacientes
geriatricos (Coppo y Mussart, 2005), o el uso del tratamiento convencional donde los
farmacos tradicionalmente utilizados presentan altos niveles de toxicidad, debido a su
baja selectividad sobre células cancerigenas (Mayorga y Torres, 2014). Todos estos
métodos podrian resultar onerosos para los propietarios por lo que es necesario abordar
nuevas alternativas de tratamientos como los son los compuestos derivados de
productos naturales. Dentro de los beneficios de emplear la medicina natural, a base de
biocompuestos de plantas en la medicina veterinaria, se encuentra la facil obtencion del
material vegetal, la diversidad de propiedades medicinales y el aprovechamiento de los
recursos naturales de nuestro pais. Entre la biodiversidad de la naturaleza, las plantas
poseen gran cantidad de compuestos que pueden ser Utiles en la cura y prevencion del

cancer (Viegi y Ghedira, 2014).
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Hoy en dia se cuenta con medicamentos antineoplasicos provenientes de
compuestos naturales, como los alcaloides de Vinca (Catharantus roseus), la vincristina
y la vinblastina, el taxol de Taxus brevifolia, antibiéticos como doxorubicina (adriamicina)
de Streptomyces peucetius y la bleomicina de Streptomyces verticillus, entre muchos
otros (Itokawa et al., 2008). Las acetogeninas son una potencial alternativa por su amplio
rango de potencial biolégico y su capacidad de bloquear la obtencién de energia de la
célula cancerigena (Schlie, Gonzalez & Luna, 2009). Teniendo en cuenta lo anterior y
siendo el mastocitoma una de las principales patologias cutdneas en caninos, la presente
propuesta de investigacion tiene objetivo evaluar y caracterizar hallazgos
histopatolégicos del mastocitoma en caninos tratados con acetogeninas como posible
terapia alternativa.

Por lo tanto, la pregunta que se pretende responder es:

¢Pueden los extractos de Annona muricata (acetogeninas) causar cambios

histol6gicos en caninos con mastocitoma cutaneo?
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Justificacién del proyecto

En la actualidad los perros como animales de compafiia, han cobrado gran valor
mas que afios atras, solo en Colombia, seis de cada diez familias cuentan con una
mascota entre ellas principalmente perros (Fenalco, 2015). Todo esto debido a multiples
factores entre ellos basicamente su facil adaptacion, las conductas que tienen estas
mascotas y al vinculo emocional que se ha creado entre perros y humanos. A
consecuencia de todo lo anterior la poblacibn de mascotas ha crecido, asi mismo ha
incrementado la demanda en servicios veterinarios. Lo que ha hecho que los propietarios
se interesen cada vez mas por la salud de sus animales de compafia (Atehortua, Orozco
y Gomez, 2007).

Una de las principales enfermedades crénicas que sufren los perros son las
neoplasias, siendo el mastocitoma de piel una de las més frecuentes, aunque todos los
mastocitomas son potencialmente malignos y muchos de ellos tienen capacidad
metastasica a otras estructuras consecuentes como lo son los ganglios linfaticos, por ser
tumores que pueden llegar a alcanzar un crecimiento infiltrativo y posteriormente un
mayor acceso a vasos linfaticos (Nieto, 2009). De acuerdo con lo anterior se hace
necesario conocer la importancia de un diagnéstico oportuno para instaurar el
tratamiento adecuado. En la actualidad la citologia e histopatologia son herramienta
fundamentales en el diagndstico de mastocitomas, en especial la histopatologia, debido
a que es un examen que proporciona mayor informacion que la citologia, gracias a que
se puede observar proliferaciones clonales de linfocitos y su patron de distribucion de
sus granulos citoplasmaticos, por lo que es necesario establecer el grado histopatoldgico

mediante una biopsia (Merlo, 2000) ademas para conocer el comportamiento y la
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progresién del mastocitoma (Blackwood et al.,, 2012; Rech et al., 2004). Entre las
alternativas que se encuentran en la actualidad para tratar los mastocitomas se
encuentra principalmente la escsidén quirdrgica, la radioterapia y quimioterapia (Rios,
2008). Es por esto por lo que resulta importante evaluar los cambios histopatologicos en
perros que sean tratados con una nueva molécula para determinar el grado de

efectividad del tratamiento.
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Objetivos

Objetivo general
Evaluar los hallazgos histopatol6gicos del mastocitoma en caninos, antes y

después de ser tratados con acetogeninas.

Objetivos especificos
Clasificar histologicamente las lesiones cutaneas compatibles con mastocitomas

en caninos segun la escala de Kiupel y Patnaik.

Describir cambios histol6gicos en lesiones cutaneas compatibles con

mastocitomas en caninos tratados y no tratados con acetogeninas.
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Marco teorico

Actualmente las neoplasias constituyen uno de los mayores problemas de salud
en las especies domesticas a nivel mundial. En los Estados Unidos, el cancer continda
siendo la neoplasia mas frecuente en perros mayores de 2 afios, estimando que 1 de
cada 4 perros podria morir de cancer (Matz, 2015). En Colombia se reporta que el cancer
de piel es la neoplasia con mayor incidencia en caninos seguido de los tumores de la
glandula mamaria (Ferreira, Pedraza y Arango, 2008).

El cAncer en caninos se ha comprobado que tiene gran predileccion por diferentes
tejidos en especial la piel y el tejido subcutaneo. Entre los tumores de piel en perros el
mastocitoma es una de las neoplasias mas frecuentes en esta especie, se estima que
estos tumores abarcan mas del 6% de todos los tumores en los perros (Giraldo,
Aranzazu, Rodriguez y Pérez, 2003). El mastocitoma se caracteriza por ser uno de los
tipos de neoplasias de piel y tejido subcutaneo con mayor incidencia en los caninos con
un 18,8% entre los distintos canceres de piel. (Withrow,Page y Vail, 2013).

Los tumores derivados de las células mastociticas en los caninos no tienen
predisposicién por sexo, pero se ha reportado predisposicién por perros de raza Labrador
principalmente, ademas de otras razas como el Boxer, Boston terrier, Bull terrier, Cocker,
Golden Retriever, Pit Bull y Sharpei, aunque puede aparecer en cualquier raza, la edad
media de presentacion es de entre 8 a 10 afios, aunque han habido reportes de perros

mas jovenes con esta presentacion (Rios, 2008) (Perpifian y Durtnell, 2007).



18

Signos:

El mastocitoma cutdneo (MCTSs) se distingue por ser un tipo de cancer que afecta
de manera comun a perros y gatos, presentandose de manera solitaria 0 multicéntrica,
ademas de una forma visceral, menos comun, en el higado, bazo o medula 6sea. Se
encuentran con mayor frecuencia en el tronco 50% (ver imagen 1.), extremidades 40% y
cabeza y cuello 10%, rara vez se presentan en cavidad oral y conjuntivas (Gross; et al.
2008) (Rios, 2008), en la manifestacion clinica pueden presentarse como cualquier tipo
de lesion primaria o secundaria de la piel, lo que puede dificultar su diagnéstico
(Goldschmidt y Shofer, 1992); a nivel local pueden aparecer signos relacionados con la
liberacion de las sustancias vasoactivas, como eritema e inflamacion incluso durante la
misma manipulacion de la masa, efecto conocido como “Signo de Darier” (Rios, 2008),
asi como edema local. Entre la signologia sistémica se presentan anomalias como la
gastritis causada por la liberacion excesiva de histamina y a su unién a los receptores H-
2 de las células parietales del estbmago, encardas de la produccion de acido clorhidrico;
causando ademas anorexia, vomito, melena, dolor abdominal, y ulceras gastricas (Torres

y Eslava, 2006) (Fox; et al. 1990).
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Imagen 1. Mastocitoma cutaneo en la piel, en la region del torax de un
perro labrador de 3 afios. La piel muestra edemay Ulceras cutadneas. Fuente
propia.

Etiologia:

El MCTs es un tumor derivado de células mastociticas las cuales son células
hematopoyéticas originadas de una célula progenitora mieloide pluripotencial (Reyes; et
al. 2013), que migran para desarrollarse en el tejido conectivo de diversos 6rganos que
se someten al contacto con antigenos externos, entre ellos el sistema digestivo,
respiratorio y la piel, en este ultimo se focaliza principalmente en la dermis o el tejido
subcutaneo (Goldschmidt y Hendrick, 2002) (Oliveira; et al. 2013). Los mastocitos estan
relacionadas con procesos alérgicos, como una respuesta del sistema inmune tipo 2,
asociada a los linfocitos T helper (TH2), esta respuesta se encuentra mediada por la
inmunoglobulina E (IgE) la cual provoca la secrecion o el almacenamiento de granulos
primarios y secundarios, equipados con sustancias como histamina, heparina, citoguinas

proinflamatorias, proteasas, factores quimiotaxicos para neutréfilos y eosinofilos,
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mediadores lipidicos; importantes ademas para el mantenimiento de la homeostasis a
partir de su actividad inmunomoduladora, asi como la reparacion del tejido lesionado,
incluso combaten contra bacterias y parasitos. Ver tabla 1. (Navia y Vasquez-Lépez,
2011).

Tabla 1. Mediadores secretados por los mastocitos. Tomado y editado de

(Feltrin, 2007) (Heredia,2014).

Sustancia Mediador Accidn

Histamina Primario Aumento de la permeabilidad vascular, vasodilatacion,
contraccién de la musculatura lisa del bronquio;

aumento de produccién de moco

Heparina Primario Anticoagulante (funcién no esclarecida en los

mastocitos).

Condroitin sulfato Primario Funcién desconocida.

Aril-sulfatase Primario Inactivacion de leucotrienos limitando la respuesta
inflamatoria.

Proteasas neutras Primario Desdoblamiento de  proteinas, activaciéon del

complemento y aumento de respuesta inflamatoria.

Factor quimiotactico de Primario Quimiotactico para eosindfilos.
eosindfilos
Factor quimiotactico de Primario Quimiotactico para neutrdfilos.

neutrofilos

Leucotrienos C4y D4 Secundario Vasodilatacion, aumento de permeabilidad vascular,

contraccién de la musculatura lisa del bronquio.

Prostaglandinas D2 Secundario Contraccién de la musculatura lisa del bronquio,

aumento de la secrecién de moco.
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El stem cell factor (SCF) o factor de crecimiento de células progenitoras, es uno
de los factores descritos mas importantes en la formacion, crecimiento y diferenciacion
de los mastocitos. El protooncogén c-Kit actia como receptor transmembrana de tipo
tirosin cinasa, cuya union al SCF generan una fosforilacion del mismo produciendo una
serie de efectos bioquimicos encargados de la supervivencia de los mastocitos
(Grimbaldeston; et al. 2005) (Reyes; et al. 2013); el gen que codifica c-Kit se conoce
como KIT y una mutacién en este gen seria el responsable de una proliferacion excesiva
en estas células, siendo una de las principales causas del mastocitoma, ademas de ser
asociado con inflamaciones cronicas o aplicacion excesiva de sustancias irritantes (Rios,

2008) (Furitsu; et al. 1993) (London; et al. 1999).

Diagnostico:

Como métodos diagndsticos para el hallazgo de mastocitomas se han llevado a
cabo a través de dos técnicas principalmente citologia e histopatologia, por otro lado,
estudios inmunohistoquimicos sugieren la presencia de marcadores moleculares como
c-Kit en estas neoplasias datos importantes para la identificacién de este tumor (Zemke,
Yamini y Yuzbasiyan-Gurkan, 2002) (Alleman y Bain, 2000).

La histopatologia se realiza a partir de muestras obtenidas por una biopsia de tipo
incisional o excisional. Normalmente se realiza una aspiracion con aguja fina por citologia
exfoliativa para un diagndstico previo de mastocitoma, pero la histopatologia brinda una
informacion mas amplia acerca de diversos criterios, asi como el grado de malignidad y
pronostico del tumor. Para el diagnostico se emplean coloraciones como hematoxilina y

eosina (H&E), donde se evidencia granulos citoplasmaticos intensamente basoéfilos; sin
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embargo, debido a su alta hidrosolubilidad es necesario el uso de fijadores especiales
para su observacién en el microscopio Optico, como métodos adicionales se emplean
fijadores y coloraciones metacrométicas de azul de toluidina, tricromico de Masson, azul
alciano, Giemsa entre otros (Mondragon y Arango, 2010) (Heredia; et al. 2015).
Actualmente se encuentran dos sistemas para la clasificacion tumoral del MCTs,
el sistema tradicional propuesto por Patnaik, 1984. Ver figura 1, el cual clasifica en 3
grados de diferenciacion celular, siendo el grado | el mas diferenciado y de mejor
pronostico (mortalidad del 10%), grado Il de diferenciacion intermedia (mortalidad del 20
al 50%) y el grado Il menos indiferenciado y de peor prondstico (mortalidad del 80%)
(Bostock, 1986); mientras Kiupel, 2011 plantea una nueva escala de clasificacibn mas

objetiva con solo dos grados de clasificacién, alto y bajo grado. Ver tablas 8,9.

Figura 1. Histopatologia de mastocitoma canino. Representacién
fotografica de los distintos grados mastocitomas segun la escala de Patnaik. A)
Histologia (tincién de Azul de Toluidina). Grado |: Evidencia la metacromasia de

los granulos de los mastocitos. B) Histologia (tincion de Azul de Toluidina).
Grado Il: Aumento del grado de infiltracion con respecto a los mastocitomas de
grado Iy un menor numero de células positivas a Azul de Toluidina. C) Histologia
(tincion de Azul de Toluidina). Grado lll: Obsérvese el escaso namero de células
tefiidas con Azul de Toluidina (Nieto. 2009).
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Tratamiento para el MCTs

El tratamiento convencional del MCTs es la cirugia a nivel local, ya que permite
una extraccion total de la masa y a su vez de las células cancerosas en el mismo
procedimiento, se ha descrito una extraccion amplia de la masa con minimo 3
centimetros de mérgen libre alrededor de cada masa; se reporta mayor porcentaje de
éxito cuando la masa se encuentra localizada en el tejido subcutdneo a comparacion de
las masas que se encuentran en zonas de dificil abordaje quirdrgico, como extremidades
y cavidad oral, donde se recomienda el uso de tratamientos paliativos como
quimioterapia.

El principal objetivo de la quimioterapia es evitar la diseminacion o metastasis a
organos, es el tratamiento ideal para las mastocitosis de grado Il y lll cuando es dificil el
abordaje quirargico; Los quimioterapéuticos mas utilizados en el MCTs son:
Prednisolona, Vinblastina, Lomustina y los inhibidores de tirosin quinasa (Toceranib
Fosfato y Masitinib). Ademas, se ha descrito el uso de drogas como Ciclofosfamida o
Clorambucil (Varela-Vargas, 2016).

Por otro lado, la radioterapia se emplea como otra alternativa para el tratamiento
de estas neoplasias debido a que actia de manera local dafiando el ADN de las células
cancerosas; no obstante, el uso de corticoides como la prednisolona esta indicada por la
induccion de apoptosis en las células mastociticas gracias a la union de los
glucocorticoides a receptores ubicados en la matriz citoplasmatica de los mastocitos

(Finotto, Mekori y Metcalfe, 1997)
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Nuevas expectativas de tratamientos

El uso de extractos derivados de plantas ha sido la base de la medicina tradicional
mucho antes de la llegada de la medicina occidental. Se ha podido demostrar que entre
las méas de 500 mil especies de plantas que existen, se podria encontrar en solo una
especie mas de 5 mil compuestos quimicos (Tringali, 2000). Entre esta amplia gama de
estructuras, se ha demostrado que cada una de ellas posee distintas funciones sobre el
organismo, lo que podria brindar a la medicina gran diversidad de moléculas
eventualmente para la produccion de nuevos productos terapéuticos. Las civilizaciones
antiguas usaban las plantas por sus bondades en la salud. En la actualidad, las plantas
aun siguen siendo utilizadas debido a sus propiedades curativas y preventivas (Laza,
Rodriguez y Sardifia, 2003).

La Annona muricata, también conocida como guandbana, proviene del arbol de la
familia Annonaceae, Se domesticé en las tierras bajas de América del Sur como una
planta de jardin; siendo un arbol de ramificacion baja y espesa, midiendo
aproximadamente de 4 a 8 metros de altura cuando ha culminado su desarrollo, sus tallos
son redondeados y de consistencia rugosa, sus hojas poseen peciolos cortos, estas son
ovales de 14 a 16 cm de largo y de 5 a 7 cm de ancho, su flor es considerada una de las
més grandes del género Annonaceae midiendo de 3.2 a 3.8 cm de longitud (Pinto; et al
2005). La guanabana se ha cultivado en muchos paises tropicales por sus frutos
comestibles.

La guanabana se considerada ademas una fruta con multiples bondades como
agente antiparasitario y anticancerigeno (Quispe.; Angel et al. 2006). Los primeros

estudios se llevaron a cabo a partir de 1970 de los que se logrG aislar alcaloides
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isoquinolinicos en toda la planta. Se reporta que la Annona muricata posee mas de 50
annonacinas con diferentes actividades biol6gicas encontradas en frutos, corteza y hojas
(Kim; et al 2006).

Las acetogeninas son derivados policétidos con la particularidad de poseer una
cadena alifatica de hasta tres anillos de tetrahidrofurano (THF) los que algunas veces
son reemplazados por anillos de epdxido o dobles enlaces, y con un anillo de y-lactona
insaturado metil sustituido como grupo terminal (Quispe.; Angel et al. 2006). El campo
de la investigacién se ha enriquecido ampliamente con el estudio de estas moléculas
desde la primera acetogenina (uvaricina), reportada en 1982, se ha generado una
expansion masiva con estas plantas por sus bondades biolégicas, como lo es su
capacidad citotoxica, pesticida, antiparasitaria y antitumoral (Tormo y Gonzalez. 1999),
en la extraccion de compuestos naturales extraidos de plantas se reportan varios
métodos a partir de fluidos supercriticos, y diversos disolventes como metanol, etanol,
clorometano entre otros (Ortega-Barbosa, 2014).

Asi mismo, en el campo de la oncologia, las acetogeninas han sido blanco de
multiples estudios in vitro, en lineas celulares de cancer por su alta capacidad citotdéxica
con resultados exitosos en lineas de células tumorales de cancer prostatico, carcinoma
pancreatico (Hopp; et al. 1996), carcinoma de glandula mamaria, carcinoma
epidermoide, carcinoma pulmonar, adenocarcinoma de colén y células de hepatoma
humano (Chang; et al. 2003)

La encapsulacion liposomal de sustancias, es el uso de fosfolipidos para formar
una monocapa vesicular con caracteristicas de un medio interno acuoso, con el fin de

encapsular diversas sustancias hidrofilicas y lipofilicas, el uso de la encapsulacion
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liposomal por medio de fosfolipidos ha demostrado mejorar el paso de moléculas activas

a través de la piel (Sharma; et al. 2010), (Sancdoval-Arias, 2015).
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Metodologia

Tipo de estudio
Experimental
El presente estudio se realizé a partir de las biopsias obtenidas de los ensayos

clinicos del macroproyecto “Nanotecnologia farmacéutica: una estrategia de innovacion”.

Tamafo de la muestra y localizacion del estudio

como resultado de los ensayos clinicos se muestrearon en total 41 perros,
compatibles con masas a nivel cutdneo entre los diferentes municipios del area
metropolitana del Valle del Aburra, Abejorral y Amaga del departamento de Antioquia,
algunos se citaron en las instalaciones de la clinica veterinaria Hno. Marco Antonio Serna
f.s.c de la Corporacion Universitaria Lasallista, y otros se acudio directamente hasta el

domicilio para su atencion.

Recepcion de los casos
Se realizo una resefia del paciente, donde se tomaron todos los datos especificos
como edad, raza, sexo, estado reproductivo, procedencia, enfermedades previas, entre
otros, con el fin de obtener la mayor informacién posible de cada individuo.
Posteriormente y tras una exhaustiva anamnesis se valoro¢ el estado general del
paciente para describir las lesiones accesibles, elaborando una lista de diagnosticos
diferenciales y pudiendo asi emitir un diagnéstico presuntivo, ademas de verificar su

estado de salud general; se dispuso a tomar una muestra de la masa a partir de un
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aspirado con aguja fina (PAAF), para confirmar el diagnostico de MCTSs; y posteriormente
diagnosticados se realizé un diagnéstico histopatolégico para determinar el grado de

malignidad de dicha neoplasia.

Citologia exfoliativa

Las muestras fueron dirigidas al Centro de Estudios Clinicos Veterinarios Hno.
Marco Antonio Serna f.s.c de la Corporaciéon Universitaria Lasallista, donde se

procesaron para su evaluacion macro y microscopica.

Puncioén con aguja fina:

El aspirado con aguja fina o puncién con aguja fina (PAAF), es definido como la
remocion de células, usando una aguja fina, en una masa sospechosa para propésitos
diagnésticos. Sus ventajas se resumen en ser simple, eficaz, rapido y econémico. Ver
tabla 2. No deja cicatriz ni interfiere con la realizacion de otros estudios, es una manera
eficaz para diagnosticar mastocitomas cutaneos en los que se ve la evidencia de células
redondas con granulos metacromaticos dispersos en su citoplasma. Ver imagen 2.
Ademas, la presencia de eosindfilos ayuda a confirmar el diagnostico a través esta

herramienta (Cruz y Martinez 2002).

Materiales para realizar el PAAF

Para la toma de las muestras se empled: Jeringa descartable de 3 mL de volumen,

aguja de calibre 21, guantes de nitrilo, laminas portaobjetos, algodoén, alcohol.
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Tabla 2. Procedimiento para tomar un aspirado con aguja fina (Zamorano y

Sepulveda, 2002).

Asepsia con alcohol en la zona de la nodulacion.

Se sostiene la masa entre el indice y el pulgar.

Se introduce la aguja en la masa.

Se mueve el extremo de la aguja con desplazamiento cortos para desprender las células del tejido.

Ejerciendo una presion negativa sobre el émbolo de la Jeringa se efectua la aspiracion % partes de la jeringa.

Se saca la aguja y se desconecta de la jeringa.

Se llena de aire la jeringa y se reconecta la aguja, se deposita el contenido en el portaobjetos.

Se extiende la muestra con una segunda lamina.

Tinciéon de placas para citologia exfoliativa

La preparacion de la muestra se realizé a partir de la tincion Hemacolor la cual

consta de colorantes hematoxilina y eosina (H&E). Ver tabla 3.

Tabla 3. Procedimiento de tincion con coloracion Hemacolor (Cowell; et al.

2009).

Se realiza la fijacidn de la muestra en metanol para lo cual solo se requiere una inmersion corta en el frasco

dispensador.

Esperar a que se seque la muestra

Luego se realizan 3 inmersiones cortas en el recipiente de eosina.

Luego se realizan de 5-6 inmersiones cortas en el recipiente de hematoxilina.

Luego se enjuaga y se deja secar durante 5 minutos.
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Imagen 2. Imagen citoldégica en 100X de un aspirado con aguja fina de un
mastocitoma en un canino, donde se observa la presencia de células
redondas
cuyo nucleo no esta bien definido por la presencia de granulos
citoplasmaticos basofilicos ademas de la presencia de eosinéfilos, células que
suelen aparecer en las citologias de mastocitomas. Fuente propia.

Histopatologia

Luego del diagnéstico de MCTs a partir del PAAF, se procede a realizar
nuevamente una anamnesis y un perfil basico en el paciente, el cual incluye exdmenes
rutinarios como hemoleucograma y bioquimica sanguinea, antes de realizar el
procedimiento de toma de la biopsia, con el fin de determinar su estado hemodinamico y

sistémico funcional.
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Tabla 4. Materiales para la extraccion de la biopsia incisional

Aguja hipodérmica de calibre 21

Jeringa de 3mL preferiblemente de rosca.

Sacabocados 7 mm

Anestésico local: lidocaina 2-4 mg/Kg

Sedacidn segln el caso: acepromacina 0.08mg/Kg y tramadol 2mg/Kg
Guardianes

Pinza de diseccién con dientes
Tijeras

Sutura Corpalon® 2-0,

Gasas tejidas estériles

Marcador a prueba de agua
Hoja de bisturi # 22
Mango para bisturi #4

Frasco plastico boca ancha (tubos de citoquimico)
Solucién salina al 0,9% 12 mL

Formalina al 10% 5 mL

Tapabocas

Batas de insumo y elementos de sujecion del animal.
Jeringa 3 mL

Porta objetos

Antibidtico de larga accion: Amoxicilina LA, a una dosis de 15 mg/Kg Subcuténeo (SC)
Analgésico: Meloxicam a una dosis de 0.2 mg/Kg SC

Preparacién del paciente:

Se procede a tranquilizar el perro por medio de una premedicaciébn con
acepromacina a dosis de 0.08mg/Kg intramuscular y tramadol a 2mg/Kg intramuscular,
se le coloca un bozal al perro y se dispone a localizar la masa, se realiza una tricotomia
de la zona con tijera y posteriormente una limpieza con agua, se marca la zona donde

se va a extraer la masa con marcador a prueba de agua. Ver imagen 3.
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Imagen 3. Preparacién de la masa para la toma de la biopsia. Fuente propia.

Toma de biopsia:

Se toman los materiales necesarios, ver tabla 4. Se inyecta minimo 0.5 ml de
lidocaina en el espacio subcutaneo, haciendo un bloqueo de los puntos trazados, se
presiona con el sacabocados la zona, ejerciendo presién contra la piel y girando a 360°
para elevar, se realiza un corte de 7 mm?3, donde se debe tomar borde sano y parte
tumoral; se remueve el resto de la pieza con hoja de bisturi y se deposita en el recipiente
con formalina al 10%, se sutura usando sutura Corpalon® 2-0, se aplica una dosis de
Amoxicilina LA, como antibiético a dosis de 15 mg/Kg Subcutaneo (SC) y meloxicam
como analgésico a dosis de 0.2 mg/Kg SC; todos los pacientes se mandan con collar

isabelino minimo por 10 dias.



33

Andlisis y procesamiento de las muestras

Las biopsias fueron tomadas antes y después del tratamiento elegido para cada
grupo, posteriormente fueron dirigidas al Centro de Estudios Clinicos Veterinarios Hno.
Marco Antonio Serna f.s.c de la Corporaciébn Universitaria Lasallista, donde se
procesaron para evaluacion histopatoldgica. Las muestras fueron previamente fijadas
con formol al 10%, se llevaron a un centro de inclusion con parafina, (TBS Tec Il CP,
Gentech®, USA) y procesador de tejidos (TBS GeneralData, Gentech®, USA), (imagen
4). Se cortaron a 4 um de espesor en un micrétomo (TBS Shurt/cut Gentech®, USA)
(imagen 5), y tefiidas con Hematoxilina — Eosina (H&E), ver imagenes 6,7. Ademas de
Giemsa y azul de toluidina para su diagnostico diferencial segin protocolo de tincién,
(Luna, 1968), para la posterior descripcion microscopica de la lesion y confirmacion del
diagndstico; se fotografiaron los distintos epitelios y tipos de células con la ayuda de un
microscopio de luz en objetivo de 100X con camara fotografica digital incorporada (Carl
Zeiss, Microscopy GmbH®), en el laboratorio de microbiologia industrial de la
Corporacion.

Tincion hematoxilinay eosina:

Tabla 5. Preparacion del reactivo Hematoxilina

Adicionar 5,36 g del contenido de la parte Ay 4,68 g de la parte B dentro de un
frasco con capacidad de 150 mL.

Adicionar 100mL de agua destilada o desionizada.

Agitar hasta que disuelvan los reactivos.

Dejar reposar de 1 a 12 horas.

Adicionar de 3 a 5 mL de 4cido acético para la conservacion de la hematoxilina.

Filtrarlo antes de usar (Es normal observar una nata en la superficie de la
preparacion).
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Tabla 6. Preparacion del reactivo de Eosina

Adicionar .5,45 gramos de Eosina en un frasco oscuro.

Adicionar 100 mL de alcohol al 70%

Mezclar por 15-60 minutos hasta que el contenido se haya disuelto.

Usar inmediatamente o almacenar en un recipiente oscuro con tapa

Desparafinado:

1. Desparafinar en estufa a 58°C por 30 minutos.

2. Colocar las placas en xilol, durante 2 minutos por lavado.

2. Hidratar en una serie decreciente de alcohol 96, 90 y 80% por un minuto cada
uno.

Imagen 4. Bloques incluidos en parafina con las diferentes muestras.
Fuente propia.



Imagen 5. Micrétomo TBS Shurt/cut Gentech®, USA. Fuente propia.

Tabla 7. Proceso de coloracion de las placas.

Con gotero aplicar la solucion colorante (hematoxilina) y dejar por 5 minutos o en
frasco sumergir los portaobjetos.

Lavar en agua corriente en un recipiente hasta que no suelte colorante.

Sumergir en alcohol acido para eliminar exceso de colorante por 2 segundos.

Lavar en recipiente con agua corriente de inmediato.

Adicionar agua alcalina y esperar a observar color azul, 1 minuto (96 mL de agua
destilada + 4 mL de amoniaco al 1%).

Lavar en agua corriente de inmediato.

Con gotero adicionar Eosina al 1% por 30 segundos.

Lavar en agua corriente hasta que no quede colorante.

Deshidratar con etanol al 96% en cubetas verticales por 1 minuto por tres veces.

Luego con etanol absoluto 3 veces por 2 minutos cada uno.

Aclarar con Xilol 3 veces por 1 minutos cada uno.

Colocar cubreobjetos con 1 gota de balsamo de Canada o la cantidad necesaria para
colocar el cubreobjetos.

Limpiar el borde del cubre objetos con xilol.

35
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Imagen 6. Recipientes con las distintas coloraciones histopatoldgicas.
Fuente propia.

Imagen 7. Placas histopatol6gicas coloreadas con H&E y azul de Toluidina.
Fuente propia.

Lecturay andlisis de las placas:

Se Inicia con observacion a 10X (nucleos se observan de color azul, citoplasma'y
otras estructuras rosado). Se caracterizan segun los criterios de clasificacion dados por
Kiupel y Patnaik, ver tablas 8,9. En el objetivo de mayor aumento se cuentan las mitosis
por minimo 5 campos, describe la morfologia celular, se describen la presencia de

granulos, sino se caracterizaran con la tincion de Azul de Toluidina, se analiza ademas
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la presencia de eosindfilos ademéas de colagenolisis, esclerosis, edema, necrosis e

inflamacion, Para la clasificacién histomorfolégica de las muestras se llevaron a cabo a

través del grado de diferenciacion celular. Las neoplasias se agrupan en tres categorias

donde se evallan caracteristicas como: Grado de lesion, celularidad (morfologia), indice

mitotico (figuras mitdticas) y cambios a nivel del estroma celular (Patnaik et al. 1984).

Tabla 8. Clasificacion histopatolégica en la escala de Patnaik (Patnaik, A.,

Ehler, y McEwen, 1984).

Bien diferenciado o Grado |:

Su localizacidn es principalmente dérmica, se distinguen mastocitos bien diferenciados con
bordes citoplasmaéticas definidos, separados por fibras de colageno, son circunscritos, con
nucleos redondos, se encuentra poca presencia de figuras mitdticas, presencia de

abundantes grénulos citoplasmaticos Metacromaticos.

De diferenciacion intermedia o

Grado ll:

Se caracterizan por poseer un patron de crecimiento agresivo y con un pleomorfismo
celular marcado, se encuentran acumulos de células empaquetadas, con limites
citoplasmaticos poco integros, se encuentra actividad mitética atipica de moderada a alta
y escasos granulos citoplasmaticos, son raras las figuras mitéticas (0 a 2/campo de mayor

aumento) ademas se pueden encontrar areas de edema y necrosis.

No diferenciado o Grado lll:

Son tumores anapldsicos e infiltrativos, similar al Grado |l a excepcién de la alta actividad
mitdtica que presenta este grado de neoplasia, ademds del patrén de crecimiento
exageradamente alto y discontinuo, con presencia de células pleomdrficas, anisocariosis e
infiltracidon en dermis y tejido subcutaneo, (3 a

6 mitosis / campo de mayor aumento), predomina la presencia de células multinucleadas

y células gigantes, y areas de edema, hemorragia y necrosis frecuentemente
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Tabla 9. Clasificacion histopatologica en la escala de Kiupel (Kiupel; et al.

2011).
Lectura de 10 campos en 400X de aumento
ALTO GRADO BAJO GRADO
27 mitosis Si no cumple con los criterios
23 células tumorales multinucleadas anteriores.

23 células tumorales con nucleos anémalos
210% de las células tumorales con cariomegalia

Distribucion de datos

Los perros fueron divididos en dos grupos: 2 perros tratados tépicamente con
acetogeninas a 50 mg/cm? y dos perros tratados con el tratamiento convencional,
prenisolona con una disminucion gradual, empezando a 2 mg/Kg por 24 horas, luego a
1 mg/Kg por 24 horas, luego a 0.5 mg/Kg cada 48 horas durante 10 dias (Heredia N.,
2014). Las biopsias fueron tomadas en dos momentos: antes y después del tratamiento,
finalmente se les ofrecid a los propietarios de los perros realizar la cirugia para la

extraccion de la masa luego del tratamiento. Ver tabla 10.

Tabla 10. Descripciéon de grupos segun el tratamiento elegido.

GRUPO Tratamiento Via de administracion  Dosis
1 Acetogeninas encapsulacion liposomal (LipoAnn) Tdpica Aplicacién
presentacion de 0,5 cc de la crema
cada 8
horas,
durante 10
dias.

2 Prednisolona Oral 1mg/Kg,
cada 24
horas,
haciendo
disminucién
de la dosis
durante 10
dias.
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Tratamiento:

Extraccion de las Acetogeninas

la extraccion de las acetogeninas se realizé a partir de las semillas por medio de
fluidos supercriticos en el laboratorio de fluidos supercriticos de la corporacion
universitaria lasallista, donde se obtuvo un extracto no purificado de acetogeninas. Ver

imagen 8.

Imagen 8. Extracto de acetogeninas a partir de fluidos supercriticos.
Fuente propia.

Preparacién de la formulaciéon de liposomal

Para la encapsulacion de las annonacinas en el liposoma LipoAnn, se emple6 1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine DMPC, como fosfolipido para la encapsulacion,
se determino que para la eficiencia de encapsulacion era necesario 0.018g de DMPC
para 10 pM de annonacinas Ann, se adicionan en tubos de 1.5 ml separados y se
resuspenden las Ann en 500 pL de cloroformo, se agitan y mezclan por vortex a 3000

rpm por 1 minuto, para luego adicionarse al tubo con DMPC vy se le realiza nuevamente
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vortex en las mismas revoluciones y por el mismo tiempo. Luego se adiciona la mezcla

a un balén volumétrico de 5 ml.

Rotaevaporacion:

Este proceso consiste en remover todo el cloroformo de la mezcla y formar a partir
de alli el ensamblaje de los liposomas, se coloca el balon de 5 ml en el condensador y
se pone a evaporar con el fin de obtener un film delgado de fosfolipidos, ver imagenes

9,10.

Imagen 10. Fotografia donde se muestra dentro del rectangulo rojo un film
uniforme de fosfolipidos. Fuente propia.
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Hidratacion de los fosfolipidos:

Se adiciona la solucién hidratante (buffer fosfato pH 7,4 10 mM) 3 mL al matraz
que contiene la mezcla de lipidos seca para obtener una suspensién primaria
multilamelar de liposomas, todo esto se realiza dentro de cabina, para asegurar un
ambiente estéril.

Posteriormente se realiza vortex a 1000 rpm durante 1 minutos con el fin de que
los lipidos presentes en el matraz se dispersen en el fluido de hidratacién y mantener en
bafio Maria a 40°C (se coloca el balén dentro de un beaker con agua sobre una plancha
de calor). Esto se realiza por aproximadamente 1 hora o hasta que despegue bien la

pelicula. Ver imagen 11.

Imagen 11. Balones volumétricos sobre la plancha de calor. Fuente propia.
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Extrusion:

Se realiza a través de membranas con un tamafio de poro 0,8 micras, realizando
aproximadamente 21 extrusiones, para obtener vesiculas de un tamafio uniforme, luego
se centrifugan los liposomas a 5000rpm a 4°C para obtener un precipitado en el fondo

con los liposomas. Ver imagen 12.

Imagen 12. Fotografia donde se muestra dentro del circulo rojo, el pellet o

precipitado de liposomas. Fuente propia.

Preparacion de la crema:
Se compro una crema base y se mezclé con las acetogeninas encapsuladas a

menos 50°C para obtener una preparacion al 10%.
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Seguimiento de los pacientes
Antes y después de iniciar el tratamiento, se realizaron pruebas diagnésticas como
Hemoleucograma, bioquimica sanguinea, ecografia abdominal y radiografia de térax con

el fin de realizar un seguimiento de cada paciente. Ver figura 2.

Figura 2. Resumen del desarrollo metodoldgico. Fuente propia.
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Aplicacion del tratamiento
LipoAnn: Diez dias después de haberse realizado la biopsia inicial para el
diagndstico, se dio la aplicacion tépica de la formulacién, dos veces al dia durante 8 dias,

finalizado el tratamiento se tomé una biopsia de la masa tratada, ver imagen 13.

Imagen 13. Fotografia donde se evidencia la aplicacion topica de la
formulacién de LipoAnn. Fuente propia.

Prednisolona: Diez dias después de haberse realizado la biopsia inicial para el

diagndstico, se inicia la administracion oral de prednisolona 1mg/Kg cada 24 horas
haciendo una disminucién gradual durante 10 dias, finalizado el tratamiento se tomé una

biopsia de la masa tratada. Ver tabla 11.
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Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el programa Microsoft Office Excel para la
tabulacion y organizacion de los datos a partir de la estadistica descriptiva, debido a que
no se determinaron hallazgos congruentes antes y después de los tratamientos, no se
evaluaron las variables en términos de distribucion de frecuencias, medidas de tendencia
central y de dispersién, ademas de las diferencias entre grupos a partir de pruebas de

Chi square, Fisher, ANOVA o kruskall wallis seguin hubiese sido caso.
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Resultados

Del total de los 41 perros muestreados fueron positivos a MCTs 6 perros de los
cuales solo se tomaron en cuenta las citologias de 4 perros diagnosticados, ver anexos
3,6,9,12. Esto debido a que 2 individuos diagnosticados con MCTs, ademas presentaban
diferentes condiciones crénicas como enfermedad renal, hipotiroidismo y alteraciones
hepéticas, por lo que se decidi6é excluirlos del proyecto; por otro lado, 11 perros fueron
diagnosticados con lipoma, 9 perros no mostraron criterios de atipia celular, 3 con
inflamacion granulomatosa, 3 presentaron alta atipia celular no concluyente, 2 con quiste
epidermal, 1 perro diagnosticado con tricoblastoma, 1 con melanocitoma, 1 con
hiperplasia mamaria, 1 present6 inflamacion purulenta y 5 con adenomas sebaceos. Ver

figura 3.

Figura 3. Casos presentados durante la recoleccion de muestras
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Tabla 11. Informacién de cada paciente segln su tratamiento.

47

Perro

Raza

Sexo

Edad
Anos

Descripcion de la
masa

Municipio
de
procedencia

Diagnostico

Grupo

Tratamiento

A

Labrador

Macho

Masas nodulares
multiples en la regidn
del tronco, cabeza vy
extremidades, de
aproximadamente 5
cm de diametro, con
presencia de edema,
eritema e inflamacion.

Abejorral

Mastocitoma

1

LipoAnn

Pug

Macho

Masa nodular solitaria
en la region del lomo,
de aproximadamente
1 cm de didmetro con
presencia de eritemay
pigmentacion.

Caldas

Mastocitoma

1

LipoAnn

C

Labrador

Macho

Masa nodular solitaria
en laregidn del tronco,
de aproximadamente
3 cm de didmetro, con
presencia de
inflamacion y eritema.

Envigado

Mastocitoma

2

Prednisolona

D

Pit Bull

Hembra

10

Masas nodulares
multiples en la regidn
de la pierna, de
aproximadamente 6
cm de diametro, con
presencia de ulceras,
inflamacion, edema vy
eritema.

Medellin

Mastocitoma

2

Prednisolona

Por otro lado, la citologia exfoliativa arrojo diagndsticos para mastocitomas en los cuatro

pacientes. Ver anexos 3,6,9,12. Mientras la histopatologia solo demostr6 un diagnostico

certero para MTCs en solo 3 perros. Ver Tabla 12.
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Tabla 12. Diagndéstico de los pacientes.

Perro Raza Sexo Citologia Histopatologia
1 Labrador Macho Mastocitoma Mastocitoma

2 Pug Macho Mastocitoma  No concluyente
3 Labrador Macho Mastocitoma Mastocitoma

4 Pit Bull Hembra Mastocitoma Mastocitoma

Localizacion de las masas:
De los 4 perros diagnosticados, en 2 perros (50%) la localizacion de su masa se
encontraba en la region toracica, mientras otros 2 perros (50%), sus masas se

encontraban en las extremidades posteriores. Ver figuras 4,5.

Figura 4. Casos de mastocitoma cutaneo confirmados por citologia e
histopatologia, presentes en el proyecto. A) Masas multiples de un mastocitoma
multifocal presente en un perro raza labrador de 3 afios, con presencia de
ulceraciéon y edema. B) Mastocitoma solitario en la zona del lomo de un perro
raza pug de 8 afos, con presencia de pigmentacion en la zona de la masa. C)
Mastocitoma solitario en perro raza labrador de 8 afios, con presencia de eritema
e inflamacién de la masa. D) Masas multiples de un mastocitoma en la region de
la pierna de una perra raza pit bull de 10 afios, con presencia de inflamacion,
ulceras y eritema. Fuente propia.
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Figura 5. Variable de localizacion
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Sexo:

En cuanto al sexo 3 de los pacientes (75%) fueron machos, y 1 hembra (25%).

Ver figura 6.

Figura 6. Variable de sexo
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Edad:

Del total de perros encontrados con MCTs se clasificaron en 4 grupos etarios,
menores de dos afios de los que no se presentd ningun caso, de 2 a 5 afios del que se

presentd 1 caso, de 5 a 9 afios de los que se presentaron 2 casos y mayores de 9 afios,

gue se presento 1 caso. Ver figura 7.

Figura 7. Variable de edad
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Raza:

Del total de pacientes compatibles con MCTSs, se encontraron en 2 perros de raza

Labrador (50%), 1 perro de raza Pug (25%) y un perro de raza Pit Bull (25%), en relacién

con las razas descritas (Rios, 2008). Ver figura 8.
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Figura 8. Variable de raza
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En cuanto a los resultados de los hemogramas y quimicas sanguineas, el paciente
1 antes y después del tratamiento, se presentdé en el cuadro hematico hallazgos
normales; una neutrofilia relativa, la cual su valor absoluto se encontrd dentro del rango,
estando sobre el limite superior, ver anexos 1,2.

El paciente 2, antes y después del tratamiento se encontraron hallazgos normales
en la linea roja y un ligero aumento en la linea blanca, denotando los granulos cito-
neutrofilos y monocitos levemente aumentados en ausencia de cambios toxicos, ver
anexos 4,5.

El paciente 3, antes de empezar el tratamiento presentd en la linea roja una
moderada trombocitopenia, las plaquetas en el conteo automatico se mostraban
disminuidas, pero en el conteo microscopico se encontraron abundantes agregados

plaquetarios que compensaban el resultado automatizado obtenido (trombocitopenia

artefactual).
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Los hallazgos mostraron ademas leucocitosis ligera con leve aumento de
monocitos, en ausencia de cambios de activacion. Estos resultados solo se presentaron
antes de empezar el tratamiento, a excepcion de un ligero aumento en la creatinina que
se mantuvo en su valor en los examenes posteriores a la terapia elegida, ver anexos 7,8.

El paciente 4, antes de empezar con el tratamiento no mostrd ninguna alteracion
evidente en la linea roja, mientras que en la linea blanca evidencio una leve leucocitosis
con aumento de neutréfilos y monocitos, luego del tratamiento el paciente presenté en la
linea blanca una ligera neutrofilia ademas de una marcada linfopenia; esto es
caracteristico en pacientes que se les ha suministrado glucocorticoides, debido a un
secuestro en tejido linfoide y en medula 6sea de manera transitoria, asi como una lisis
de linfocitos no comprometidos en ganglios linfaticos (Latimer, 2011), la enzima

hepaticas ALT, mostré6 ademas un marcado aumento, ver anexos 10,11.

Clasificacion histopatolégica:

Se realizé la clasificacion histopatoldgica de las muestras, y no se determind
cambios evidentes en el grado histologico de la neoplasia antes y después de cada
tratamiento, debido a esto ninglin elemento ameritd hacerle analisis estadistico si de
entrada al revisar histologicamente los tejidos, el grado de la neoplasia fue el mismo

antes y después del tratamiento.

GRADO | segun Patnaik y BAJO GRADO segun Kiupel. (Paciente 1)

La poblacion predominante de células neoplasicas era circunscrita de caracteristica

redonda a oval, con bordes celulares uniformes, agrupadas en cordones, ubicados en la
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dermis superficial y dermis profunda, separadas por fibras de colageno, con una cantidad
abundante de citoplasma basdfilo granulado de color azul bien delimitado, un nucleo
regular de redondo a ovalado que poseia cromatina condensada. Ademas, se encontro
leve anisocitosis y anisocariosis, se observo 1 figura mitdtica en diez campos de 40X.
por otro lado, se encontr6 moderada presencia de eosinoéfilos, asi como pocas areas de

edema, inflamacion, colagendlisis y necrosis. Ver figuras 9,10,11,12.

GRADO Il seguiin Patnaik y BAJO GRADO segun Kiupel. (Paciente 3)

En este paciente se destac6 un mayor numero de células neoplasicas con
invasion profunda a tejido subcutaneo y planos mas profundos de la piel, se encontrd
moderado pleomorfismo celular con cumulos de células empaquetadas, el citoplasma
celular se encontré de moderado a escaso, con limites citoplasmaticos poco integros, las
células presentaron una mayor anisocitosis y el pleomorfismo también fue mayor, se
encontraron 2 figuras mit6ticas por campo de aumento en 40X y se acompafian de

algunas areas de edema y colagendlisis. Ver figuras 13,14,15.

GRADOQO lIl segun Patnaik y ALTO GRADO segun Kiupel. (PACIETNE 4)

Se present0 alta atipia celular con gran porcentaje de nucleos bizarros, con
presencia de células multinucleadas, un patrén de crecimiento agresivo que infiltraba a
planos mas profundos de la dermis, tejido adiposo y musculo, con amplias areas de

necrosis, edema e inflamacion. Se encontraron multiples figuras mitoticas (4) por campo
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de aumento en 40X, asi mismo se observdé multinucleolosis en algunas células. Ver

figuras 16,17, 18, 19.

Figura 9. Histopatologia Paciente 1: Grado |, ANTES
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Figura 9. Microfotografia de mastocitoma canino de grado I, en perro de raza
labrador de 3 afios, H&E, 40X. Se observan mastocitos bien diferenciados
distribuidos en cadenas o cordones, separados por fibras de colageno sefialados
con la flecha negra, en el circulo de color negro se muestra areas de edemay
colagendlisis, ademas de un neutroéfilo sefialado con la fecha azul, se evidencia
infiltracion por parte de eosinoéfilos sefialados con las flechas rojas. Fuente

propia.
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Figura 10. Histopatologia Paciente 1: GRADO |, DESPUES (A)

NE AT |
Figura 10. Microfotografia de mastocitoma canino de grado |, en perro de raza
labrador de 3 afios, H&E, 40X. Se evidencia un mastocito en mitosis sefialado con
la flecha negra, ademas de mastocitos bien diferenciados agrupados en
cordones dentro del ovalo de color negro, asi como alta celularidad, areas de
edema y colagendilisis dentro del ovalo rojo. Fuente propia.
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Figura 11. Histopatologia Paciente 1: GRADO |, DESPUES (B)
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Figura 11. Microfotografia de mastocitoma canino de grado I, en perro de raza
labrador de 3 aflos, H&E,40X. Se observan mastocitos bien diferenciados con
amplio citoplasma granulado de color azul, escasas figuras mitoticas, dentro del
circulo negro se muestran mastocitos con un solo nucléolo, ademés de
infiltracion de eosindfilos sefialados con flechas rojas. Fuente propia.



57

Figura 12. Histopatologia Paciente 1: GRADO |, DESPUES (C)

Figura 12. Microfotografia de mastocitoma canino de grado |, en perro de raza
labrador de 3 aflos, H&E, 100X. Sefialado con la flecha negra un mastocito bien
diferenciado, con un nucleo prominente, un nucléolo voluminoso de color
purpura oscuro con un citoplasma abundante de caracteristica granular de
coloracion azul, se observa también en el circulo de color negro infiltracién por
parte de eosinéfilos. Fuente propia.

‘

Figura 13. Histopatologia Paciente 3: GRADO Il, ANTES (A)
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Figura 13. Microfotografia de mastocitoma canino de grado Il, en perro raza
labrador 8 afios, H&E, 40X. Se observan mastocitos agrupados en islotes, un
vaso linfatico con inflamacion perivascular dentro del circulo negro, pocas
figuras mitoticas, asi mastocitos atipicos y voluminosos con un citoplasma
irregular sefialado con flecha negra, también se muestra moderada infiltracion de
eosinofilos sefialados con las flechas rojas. Fuente propia.
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Figura 14. Histopatologia Paciente 3: GRADO II, ANTES (B)
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Figura 14. Microfotografia de mastocitoma canino de grado Il, en perro de raza
labrador de 8 afios, H&E, 100X. Se muestra una figura mitética dentro del circulo
de color negro y presencia de eosinofilos sefialados con las flechas rojas. Fuente

propia.

Figura 15. Histopatologia Paciente 3: GRADO Il, DESPUES
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Figura 15. Microfotografia de mastocitoma canino de grado Il, en perro de raza
labrador de 8 afios, H&E, 40X. Se observa alta proliferacion de células redondas,
con moderado pleomorfismo y atipia celular sefialadas con las flechas rojas, se

observa la presencia de algunas figuras mitéticas en las flechas negras, asi
mismo la presencia de edema sefialado dentro del circulo de color negro y zonas
de colagendlisis en la flecha azul. Fuente propia.
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Figura 16. Histopatologia Paciente 4: GRADO Ill, ANTES (A)
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Figura 16. Microfotografia de mastocitoma canino de grado lll, en perra de raza
pit bull de 10 afios, H&E, 40X. Se observa alto pleomorfismo celular y

anisocariosis, los mastocitos se disponen a agruparse en un patréon de sabana

con escasas fibras de colageno y poca infiltracién por parte de eosinéfilos, se

evidencia multiples figuras mitoticas sefialadas con las flechas de color rojo.

Fuente propia.
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Figura 17. Histopatologia Paciente 4: GRADO Ill, ANTES (B)

2% 4
Figura 17. Microfotografia de mastocitoma canino de grado lll, en perra de raza
pit bull de 10 afios, H&E, 100X. Se evidencia marcada anisocariosis, anisocitosis
y pleomorfismo celular, asi como escasa infiltracion de eosinoéfilos. Fuente
propia.
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Figura 18. Histopatologia Paciente 4: GRADO II, DESPUES (A)

pit bull de 10 afios, H&E, 40X. Se observa alta proliferaciéon celular con formas

atipicas, que van desde redondas-ovales a fusiformes, marcado pleomorfismo

celular, asi como multiples figuras mitéticas sefialadas con las flechas de color
rojo. Fuente propia.
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Figura 19. Histopatologia Paciente 4: GRADO Il, DESPUES (B)
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Figura 19. Microfotografia de mastocitoma canino de grado lll, en perra de raza
pit bull de 10 afios, H&E, 100X. Se destacan mastocitos con una menor relacién
de su nucleo con respecto al citoplasma, se evidencia en las flechas negras
multinucleolosis y una binucleacidon dentro del circulo rojo.



63

Conclusiones y discusion

El mastocitoma cutdneo es una de las neoplasias mas comunes en los caninos
(Withrow, Page y Vail, 2013), aunque en este estudio se evidencié diferentes tipos de
alteraciones cutaneas con una mayor frecuencia, como lo fueron alteraciones de tipo
inflamatorio, tumores benignos (lipomas), ademas de muestras no concluyentes a partir
de la citologia exfoliativa, datos diferentes a los obtenidos en estudios anteriores
realizados en nuestro pais donde se reporta el MCTs con una mayor incidencia (Ferreira
y Pedraza, 2003) (Bravo et al; 2010).

Conforme con lo descrito con North y Banks, 2009 el MTCs tiene una mayor
frecuencia de manifestacion en sitios como la region del tronco 50%, datos concordantes
con los obtenidos en esta investigacion, por otro lado, y conforme con los resultados de
Thompson et al; 2011 correlaciona la presentacion de MCTs en hembras con mayor
frecuencia de localizacion en miembros, datos similares a los encontrados.

La mayor forma de presentacion de MCTs fue la forma cutanea donde 2 perros
tenian masas solitarias, segun lo descrito por Rios, 2008 es la forma mas comdn y con
mayor porcentaje; sin embargo, los otros 2 perros poseian multiples nodulaciones
contrario a Kaldrymidou et al., 2002 donde se reportan bajas incidencias de presentacion
9%.

La edad promedio de los perros con MCTs fue de 7,25 afios, edad mayor a 5,8
afos reportados por Heredia et al; 2015 y 6,8 afios por Feltrin en 2007, pero inferior a los
datos arrojados por Webster et al; 2007 donde la media de edad se encontro en 9.7 afios
y Patnaik en 1984 donde describiéo una edad media de presentacion entre 8.2 y 10.5

anos.
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La mayor frecuencia en perros de raza Labrador concuerda con los resultados
obtenidos por Gbmez Contreras, 2015 y Mochizuqui et al; 2017, en el que ademas se
reporto otras razas con alta predisposicion como Bulldog y Boxer entre otras.

En cuanto al sexo se encontr6 mayor tendencia en machos conforme a los
reportes de Heredia et al; 2015, por otro lado, Feltrin, 2007 encontr6 mayor
predisposicién en hembras. Aunque se apunta que no existe relacion entre el sexo y la
de presentacién del MCTs.

Las caracteristicas histolégicas de las muestras de MCTs fueron similares a las
descritas por Patnaik, 1984 y Dores et al; 2018.

La clasificacion histopatologica segun las escalas de Kiupel y Patnaik clasificaron
uno de los pacientes como bajo grado segun Kiupel, grado Il segun Patnaik, esto muestra
inconsistencias debido a que no se ha definido claramente el comportamiento clinico de
los mastocitomas grado Il en comparacion con el tiempo de supervivencia, por lo que se
recomienda como manera mas segura para el prondstico el uso de técnicas con
marcadores de proliferacion celular a partir de la inmunohistoquimica para obtener un
prondstico mas certero (Gémez Contreras, 2015).

Las anonnacinas se han descrito por alta cualidad citotdxica sobre diversas lineas
celulares de cancer (Chang et al; 2003) (Hopp et al; 1996), sin embargo no mostraron
ningun efecto in vivo sobre los sujetos de estudio antes y después del tratamiento con
LipoAnn, esto se podria deber a la baja encapsulacion de estas moléculas debido a
varios factores contundentes como el método de extraccion, el cual se realizo a partir de
fluidos supercriticos, donde el extracto resultd en gran parte ser un compuesto oleoso y

no purificado de multiples acetogeninas, esto conllevo a una baja encapsulacion
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liposomal debido a que los liposomas se han descrito con una mayor encapsulacion para
sustancias hidrofilicas al ser vesiculas anfifilicas basadas en los lipidos de las
membranas bioldgicas (Lanio et al; 2009). Este hallazgo se debe describir tal cual
(cualitativo) y discutir a la luz de los resultados ya reportados, de lo que falta atin por
estandarizar en liposomas o tal vez evaluar mejores mecanismos de liberacion y
administracion (por ejemplo, la via oral) y defendiendo la utilidad de las acetogeninas de
acuerdo a los resultados parciales in vitro en nuestro estudio aun sin reportar, donde las
acetogeninas solas han demostrado actividad citotoxica a través del dafio de membrana
celular.

La prednisolona sigue siendo uno de los tratamientos ideales en primera instancia
para combatir esta enfermedad segun el grado de progresion del tumor segun los
resultados de Stanclift y Gilson, 2008, no obstante se deben tener medidas en cuanto a
los posibles efectos secundarios del uso de estos glucocorticoides como lo son el
sindrome de Cushing, diabetes, trastornos gastrointestinales, enfermedades oculares,
leucopenia e inmunosupresion, alteraciones del equilibrio hidroeléctrico, problemas a
nivel hepético entre otras (Macédo, 2014).

En cuanto a las perspectivas a futuro se considera fortalecer mas el campo de
investigacion para la resolucion de este tipo de cancer debido al comportamiento
impredecible de esta enfermedad, tomando en cuenta las fallas metodolégicas presentes
para lograr desarrollar de manera mas exitosa cualquier tipo de planteamiento en cuanto

a nuevas alternativas como cura para el MCTSs.
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Anexo 1. Resultados de los examenes clinicos de laboratorio del
paciente (1):
Hemograma: (Osama Antes)

Serie Roja Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R
Anisocitosis -3+t Escaso
Eritrocitos 6.44 mill/l 55485 Policromasia - a+t+t MNegativo
Hemoglobina 15.9 g/dl 12.0-18.0  |Hipocromia - 3 +++ Megativo
Hematocrito 452 % 37-85 Howell-Jolley - a4+t Megativo
V.CM 70 Fl 60-T7
H.C.M 247 Pg 22-27 Plaquetas 236 ¥ 104l 200-500
C.Hb.C.M 351 g/dl 32-37
ADE 149 % 12-18 Proteinas P G4 g/l 55-T5
Metarubricitos 0 En 100 leuc 0
Serie Blanca Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R

Formula Absoluta Formula Relativa
Leucocitos totales 12.500 l 7.000-14.000 |Leucocitos x 100
Basdfilos 375 il 0-200 Basadfilos 3 % 0-1%
Eosindfilos 0 ul 100-1.500 Eosindfilos 1] % 1-10%
Meutrdfilos 9.875 iyl 3.300-10.000 | Meutrdfilos 79 % 55-T5%
Bandas 0 il 0-300 Bandas 0 % 0-3%
Linfocitos 1.875 ful 1.000-4 500 |Linfocitos 15 % 12-30%
Monocitos 375 ful 100-700 Monocitos 3 % 1-T%

Serie Roja Maorfologia eritrocitana normal.

Serie Blanca Neutrofilia relativa

Serie Plaquetaria | Normal

Analito Resultado Unidades Valor de Referencia

ALT (Alaning 26 un 21-102

aminotransferasa)

Creatinina Ug mg/dl 0315
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Anexo 2. Resultados de los exdmenes clinicos de laboratorio del paciente

(2):
Hemograma: (Osama Después)
Serie Roja Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R
Anisocitosis - han: Escaso
Eritrocitos 6.43 mill/l 5585 Policromasia - a+++ MNegativo
Hemoglobina 15.0 g/dl 12.0-18.0 | Hipocromia + - a4+t Negativo
Hematocrito 437 % 3785 Howell-Jolley - a3+ MNegativo
V.CM 68 Fl 60-77
H.CM 233 Pg 2227 Plaguetas 335 ¥ 10%pl 200-500
C.Hb.C.M 343 g/dl 32-37
ADE 15.3 % 12-18 Proteinas P 64 g/l 55-T5
Metarubricitos 1 En 100 leuc 0
Serie Blanca Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R
Formula Absoluta Formula Relativa
Leucocitos totales 10.210 Tl 7.000-14.000 |Leucocitos x 100
Basifilos 0 ul 0-200 Basdfilos 0 % 0-1%
Eosinofilos 408 ul 100-1.500 Eosinofilos 4 % 1-10%
MNeutrifilos 7.862 fl 3.300-10.000 | Meutrdfilos T % 55-T5%
Bandas 102 Jul 0-300 Bandas 1 % 0-3%
Linfocitos 1.225 Jul 1.000-4.500 |Linfocitos 12 % 12-30%
Monocitos 613 Jul 100-700 Monocitos 6 % 1-7%
Serie Roja Hipocromia +.
Serie Blanca MNeutrofilia relativa
Serie Plaquetaria | Macroplaguetas en cantidad escasa.
Analito Resultado Unidades Valor de Referencia
ALT (Alanino k3 un 21-102
aminotransferasa)
Creatinina 0.7 mg/d| 0515

Observaciones:
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Anexo 3. Resultado de la citologia paciente 1 (Osama)

MUESTRA ANALIZADA: Puncidn
con aguja fina de multiples masas
cutdneas

DESCRIPCION: La muestra
analizada presenta abundante
celularidad caracterizada por
Mastocitos bien diferenciados, con
profusa granulaciéon azul purpura
metacromatica que cubre gran
parte de la célula y dispuestas
individualmente o en agrupaciones
densas. Se observa anisocitosis y
anisocariosis.

Algunas de las ldminas analizadas
presentan abundantes eritrocitos,
bien conservados, y eosindfilos en
cantidad moderada, acompafando
las agrupaciones de Mastocitos.

Escasas células fusiformes con
citoplasma moderado, mal
definido, de tonalidad azul claray
presentando nucleo fusiforme con
cromatina cordonada, compatibles
con fibroblastos.

No se observan microorganismos.

INTERPRETACION: Compatible con
Mastocitoma.
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pacientes (2):
Hemograma: (Jerry Antes)
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0s

Serie Roja Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R

Anisocitosis - -a++t Escaso

Eritrocitos 6.37 mill/l 5585 Policromasia - - 3+t Negativo

Hemoglobina 14.8 g/dl 12.0-18.0  [Hipocromia - -3+t Negativo

Hematocrito 450 % 37-85 Howell-Jolley - - a++t Negativo

V.CM 71 Fl 60-77

HCM 233 Pg 22-27 Plaguetas 292 x 10%pl 200-500

C.HbCM 329 g/dl 3237

ADE 151 % 12-18 Proteinas P 70 g/l 55-T5

Metarrubricitos 0 En 100 leuc 0

Serie Blanca Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R

Formula Absoluta Formula Relativa

Leucocitos totales 14.780 ful 7.000-14.000 {Leucocitos x 100

Basdfilos 148 iyl 0-200 Basdfilos 1 % 0-1%

Eosindfilos 443 ful 100-1.500 | Eosindfilos 3 % 1-10%

Meutrofilos 11.528 il 3.300-10.000 | Neutrdfilos 78 % 55-T5%

Bandas 0 ful 0-300 Bandas 0 % 0-3%

Linfocitos 1921 il 1.000-4.500 |Linfocitos 13 % 12-30%

Monocitos 739 ful 100-700 Monocitos 5 % 1-7%

serie Roja Moriologia entroide normal
Serie Blanca Leucocitosis ligara; Neutronha y monocitosis absoluta.

2erie Plaquetaria

Mormal

Analito Resultado Unidades Valor de Referencia
ALT (Alanino 55 i 21102
aminotransferasa)
Creatinina 1.0 ma/dl 0.515

Observacian:
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Anexo 5. Resultados de los examenes clinicos de laboratorio de los
pacientes (2):
Hemograma: (Jerry Después)

Serie Roja Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R

Anisocitosis -a 4+t Escaso

Eritrocitos 6.92 mill/l 5585 Policromasia - @+t Negativo

Hemoglobina 16.4 g/dl 12.0-18.0  |Hipocromia - 3+t MNegativo

Hematocrito 478 %o 37-85 Howell-Jolley - a3+t MNegativo

V.CM 69 Fl 60-77

HCM 238 Pg 22-27 Plaguetas 340 x 10%pl 200-500

C.Hb.C M M4 g/dl 32-37

ADE 149 % 12-18 Proteinas P 72 g 55-T5

Metarmubricitos 0 En 100 leuc 0

Serie Blanca Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R

Formula Absoluta Formula Relativa

Leucocitos totales 19.300 al 7.000-14.000 | Leucocitos x 100

Basdfilos 0 | 0-200 Basaofilos 0 % 0-1%

Eosindfilos K+ al 100-1.500 Eosindfilos 2 % 1-10%

Neutrifilos 14.861 ful 3.300-10.000 | Neutrdfilos i % B5-T5%

Bandas 0 ful 0-300 Bandas 0 % 0-3%

Linfocitos 3.068 ful 1.000-4.500 |Linfocitos 16 % 12-30%

Monocitos 965 ful 100-700 Monocitos 5 % 1-T%

Serie Roja Morfologia entroide normal

Serie Blanca

Leucocitosis ligera, neutrofilia y monocitosis absoluta

Serie Plaquetaria

Normal

Analito Resultado Unidades Valor de Referencia
ALT (Alanino a7 un 21-102
aminotransferasa)
Creatinina 0.7 mg/dl 0.5-15

Obsenvaciones:
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Anexo 6. Resultado de la citologia paciente 2 (Jerry)

MUESTRA ANALIZADA: Puncidn DESCRIPCION: La muestra INTERPRETACION: Compatible con
con aguja fina de masa en lomo. analizada evidencia profusa Mastocitoma.

cantidad de Mastocitos dispuestos

individualmente o en agrupaciones

densas, caracterizados por

abundante granulacién azul

purpura metacromatica que cubren

casi la totalidad de la célula; Se

observa anisocitosis y anisocariosis.

Eritrocitos abundantes bien
conservados junto con agregados
plaquetarios escasos y eritrocitos
policromatdfilos.

Moderada presencia leucocitaria
de tipo mixto con aumento de
eosinofilos.

No se observan microorganismos.
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Anexo 7. Resultados de los examenes clinicos de laboratorio del
paciente (3):
Hemograma: (Ricardito Antes).

Serie Roja Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R
Anisocitosis - -3+t Escaso
Eritrocitos 7.04 il |/l 5585 Policromasia - - a+++ Megativo
Hemaoglobina 17.3 g/di 12.0-18.0 Hipocromia - - a3+t MNegativo
Hematocrito 50.4 % 37-85 Howell-Jolley - - a+++ MNegativo
V.CM 72 Fl 60-77
HCM 246 Pg 2227 Plaguetas 164 * *10%pl 200-500
C_ HbCM 343 g/dl 32-371
ADE 14.6 % 12-18 Proteinas P 82 g 55-T5
Metamubricitos 0 En 100 leuc 0
Serie Blanca Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R

Formula Absoluta Formula Relativa
Leucocitos totales 15.220 ful 7.000-14.000 |Leucocitos x 100
Basofilos 0 Il 0-200 Basofilos 0 % 0-1%
Eosindfilos 609 ful 100-1.500 Eosindfilos 4 % 1-10%
Meutrdfilos 9.893 ul 3.300-10.000 | Meutrofilos 65 % 55-75%
Bandas 0 ful 0-300 Bandas 0 % 0-3%
Linfocitos 3957 fl 1.000-4.500 |Linfocitos 26 % 12-30%
Monocitos 761 ful 100-700 Monocitos 5 % 1-T%

Serie Roja Morfologia entrocitana normal.

Serie Blanca Leucocitosis ligera, monocitosis ligera.

Serie Plaquetaria | Se observan macroagregados plaquetarios en cantidad abundante

Analito Resultado Unidades Valor de Referencia
ALT (Alanino LE] un 21-102
aminotransferasa)
Creatimna 1.6 mg/d| 0.5-1.5

Observacionas:
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paciente (3):

Hemograma: (Ricardito Después).
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examenes clinicos de laboratorio del

Serie Roja Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R
Anisocitosis -a+++ Escaso
Eritrocitos 6.16 il ful 5585 Policromasia - a+t+t MNegativo
Hemoglobina 15.1 g/dl 12.0-18.0 | Hipocromia - a4+t MNegativo
Hematocrito 439 % 3755 Howell-Jolley - a4+t MNegativo
V.CM 71 Fl 60-77
HCM 245 Pg 22-27 Plaguetas 218 x 10%pl 200-500
C.Hb.CM M3 g/dl 32-37
ADE 14.9 % 12-18 Proteinas P 72 g/l 55-T5
Metarubricitos 0 En 100 leuc 0
Serie Blanca Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R

Formula Absoluta Formula Relativa
Leucocitos totales 12.930 fal 7.000-14.000 | Leucocitos x 100
Basofilos 0 Il 0-200 Basofilos 1] % 0-1%
Eosindfilos BT fl 100-1.500 Eosinafilos 4 % 1-10%
Neutréfilos 9.051 ul 3.300-10.000 | Neutréflos 70 % 55-75%
Bandas 0 fl 0-300 Bandas 0 % 0-3%
Linfocitos 2715 ful 1.000-4.500 |Linfocitos 21 % 12-30%
Monocitos B4T fl 100-700 Monacitos 5 % 1-7%

Serie Roja Morfolegia entroide normal

Serie Blanca Normal

Serie Plaquetaria | Normal

Analito Resultado Unidades Valor de Referencia

ALT {(Alanino 53 un 21-102

aminotransferasa)

Creatinina 16* mig/d| 0515

Observaciones: “Confirmado por repeticion
&
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Anexo 9. Resultado de la citologia paciente 3 (Ricardito)

MUESTRA ANALIZADA: Puncién
con aguja fina de masa ubicada en
la region de la pierna

DESCRIPCION: Macroscépicamente
se evidencia un rocio de material
oleoso que no seca
correspondiente con grasa; En la
microscopia se evidencia un fondo
con lipidos libres y granulos
gruesos libres; Se evidencia
moderada presencia de elementos
de estirpe redondo y
caracterizados por amplio
citoplasma con abundante
granulacién azul purpura
metacromatica caracteristica de las
células cebadas (Mastocitos), los
cuales se encuentran dispuestos
tanto individualmente como en
acumulos de pocos elementos no
cohesivos. Muchas células se
observan degranuladas.

Presencia leucocitaria en cantidad
moderada con aumento de
eosinofilos.

Se evidencia una moderada
presencia de adipocitos dispuestos
individualmente o en agrupados y
caracterizados por un amplio
citoplasma uniloculado que no
colorea conteniendo un nucleo
excéntrico de aspecto elongado
con cromatina densa levemente
reticulada sin nucléolos
evidentes.Eritrocitos escasos
medianamente conservados.

Se observan ocasionales células
fusiformes con escaso citoplasma
terminado en colas y nucleo
elongado compatible con posibles
fibroblastos con bajo grado de
reactividad.

INTERPRETACION: Compatible con
Mastocitoma
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Anexo 10. Resultados de los examenes clinicos de laboratorio del
paciente (4):
Hemograma: (Medusa Antes).

Serie Roja Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R
Anisocitosis - -a+++ Escaso
Eritrocitos 6.57 millfpl 5585 Policromasia - - a+++ Negativo
Hemoglobina 16.3 g/dl 12.0-18.0 Hipocromia - - a+++ MNegativo
Hematocrito 47.5 % 37-55 Howell-Jolley - - a+++ Negativo
V.C.M 72 F 60-77
H.C.M 249 Pg 2227 Plaguetas 472 % 10%pl 200-500
C. Hb.CM 344 g/dl 32-37
ADE 14.6 % 12-18 Proteinas P 66 g/l 5575
Metarrubricitos 0 En 100 leuc 0
Serie Blanca Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R
Formula Absoluta Formula Relativa
Leucocitos totales 14.280 ful 7.000-14.000 |Leucocitos x 100
Basdfilos 0 ful 0-200 Basdfilos 0 % 0-1%
Eosindfilos 143 ful 100-1.500 | Eosindfilos 1 % 1-10%
MNeutrdfilos 11.710 Ml 3.300-10.000 |Meutrdfilos 82 % 55-T5%
Bandas 0 ful 0-300 Bandas 0 % 0-3%
Linfocitos 1.000 ful 1.000-4.500 |Linfocitos 7 % 12-30%
Monocitos 1.428 ul 100-700 Monocitos 10 % 1-T%
Serie Roja Morfologia eritroide normal

Serie Blanca

Leucocitosis ligera; Meutrofilia y monocitosis absoluta.

Serie Plaquetaria

MNormal

Analito Resultado Unidades Valor de Referencia
ALT (Alanino 26 Uil 21-102
aminotransferasa)
Creatinina 11 mg/dl 0.5-15

Observaciones:
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Anexo 11. Resultados de los exdmenes clinicos de laboratorio del paciente

(4):
Hemograma: (Medusa Después).
Serie Roja Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R
Anisocitosis - -3 +++ Escaso
Eritrocitos 6.02 mill/pl 5585 Policromasia - - 3+t MNegativo
Hemoglobina 151 gfdl 12.0-18.0 Hipocromia - - 3+t MNegativo
Hematocrito 433 % 37-55 Howell-Jolley - - a++t MNegativo
V.C.M 72 Fl 60-77
H.C.M 251 Pg 2227 Plaguetas 447 ® 105l 200-500
C.Hb.C.M 348 g/dl 32-37
ADE 14.6 % 12-18 Proteinas P 70 il 55-75
Metarrubricitos 0 En 100 leuc 0
Serie Blanca Valor Unidad V.R Valor Unidad V.R
Formula Absoluta Formula Relativa
Leucocitos totales 11.580 ful 7.000-14.000 |Leucocitos x 100
Basafilos 0 ful 0-200 Basafilos 0 % 0-1%
Eosindfilos 116 ul 100-1.500 Eosindfilos 1 % 1-10%
Meutrdfilos 10.538 fl 3.300-10.000 | MNeutréfilos 9 % 55-T5%
Bandas ] ful 0-300 Bandas 0 % 0-3%
Linfocitos 232 l 1.000-4.500 |Linfocitos 2 % 12-30%
Monocitos 695 l 100-700 Monocitos & % 1-7%
Serie Roja Morfologia entroide normal.
Serie Blanca Meutrofilia absoluta; linfopenia absoluta.
Serie Plaquetaria | MNormal.
Analito Resultado Unidades Valor de Referencia
ALT (Alaning 314 i 21-102
aminotransferasa)
Creatinina 1.0 mag/dl 0515

Obsemrvaciones:
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Anexo 12. Resultado de la citologia paciente 4 (Medusa)

MUESTRA ANALIZADA: Aspirado
con aguja fina de masa ubicada en
cara medial del muslo.

DESCRIPCION: La muestra
analizada evidencia abundante
celularidad caracterizada por
Mastocitos bien diferenciados
dispuestos individualmente o en
densos acumulos y compuestos de
abundante granulacion azul
purpura metacromadtica que cubre
la mayor parte de la célula; se
denota anisocitosis y anisocariosis.

Eritrocitos en cantidad moderada,
medianamente conservados,
algunos aglomerados;

Presencia leucocitaria escasa de
tipo mixto sin evidencia de
degeneramiento ni atipia celular.

No se observan microorganismos.

INTERPRETACION: Compatible con
Mastocitoma (bien diferenciado).
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