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HEMATOLOGIA: PISTAS EN LA SANGRE
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GENERALIDADES

La hematologia es una parte fundamental del diagnéstico laboratorial. La correcta interpretacion de los
resultados requiere tener en cuenta el anticoagulante y el método utilizados, asi como las particularidades
de las distintas especies.

El EDTA es el anticoagulante de eleccién para los estudios de hematologia en mamiferos, habiéndose
descrito diferencias entre el uso de K>-EDTA y K3-EDTA en funcion del método utilizado, el tiempo de
procesamiento de la muestra, el estado acido-base del paciente, etc. El retraso en el procesamiento de la
sangre puede producir alteraciones morfoldgicas y ruptura celular, artefactos en la tincién, crecimiento
bacteriano, ... Un estudio describi6 cambios significativos en muestras en EDTA procesadas tras
refrigeracion a 4°C respecto a procesamiento en menos de 1h con el analizador ADVIA 120: aumento de
MCV (72 h) y MPV (48 h) y disminucion del recuento de monocitos (24 h) en conejos; aumento de MCV y
disminucion de MCHC, CHCM y recuento de monocitos (24 h) en ratas; aumento de MCV, RCDW y MPV
y disminucién de MCHC, CHCM y recuento de monocitos (24 h) en ratones."

En la mayoria de aves se recomienda el uso de EDTA, sin embargo puede causar hemdlisis, insuficiente
anticoagulacion y artefactos en cérvidos, avestruces, algunas anatides, gruidos y alcedinidos.? En el caso
de los reptiles el EDTA se ha asociado a hemolisis especialmente en tortugas, siendo este efecto menor
en lagartos y serpientes.® En Iguana iguana se han descrito diferencias significativas entre heparina y K2-
EDTA en el recuento absoluto de glébulos blancos, heterdfilos, monocitos y trombocitos, pero no en el
PCV o las proteinas plasmaticas; el recuento total y diferencial de leucocitos sobre el frotis sin
anticoagulante fue mas cercano a los resultados obtenidos con muestras en EDTA que en heparina.* Un
estudio comparando muestras sanguineas procesadas inmediatamente post extraccion y post
conservacion a 4°C mostré hemolisis en Ara sp tras 12 horas en citrato potasico y 24 horas en Ks-EDTA y
heparina de litio; en Python molurus se observd hemdlisis en citrato potasico a las 12 horas pero no se
hallaron diferencias significativas entre las muestras analizadas inmediatamente y tras 24 horas de
almacenamiento en K3-EDTA y heparina.®

Idealmente el frotis sanguineo debe realizarse con una muestra recién extraida y sin anticoagulante en
todas las especies.

La centrifugacion de sangre en tubos de hematocrito genera la distribucion de los componentes
sanguineos segun la densidad celular, con las células mas pesadas debajo. Los eritrocitos se disponen
en la capa inferior formando el “packed cell volume” (con los reticulocitos en la fraccién superior), mientras
que los leucocitos y las plaquetas permanecen en el “buffy coat’” o “costra flogistica” (granulocitos
adyacentes a los eritrocitos, linfocitos y monocitos en el area intermedia y plaquetas en la zona superior
adyacentes a la fraccion liquida). En mamiferos se considera que la mezcla de células entre capas es
minima, y en términos generales se estima que cada aumento del 1% del “buffy coat” se corresponde a
aproximadamente 20,000 leucocitos/pl.

Un estudio con microscopia 6ptica y electrénica convirtiendo el “buffy coat” en “cell tube blocks” en rapaces
(n=9) y varias especies de reptiles (n=7) mostré una distribucion de las células por capas en el “buffy coat”
mas irregular que en mamiferos, especialmente en los reptiles. Esto hace menos preciso el uso del % de
“buffy coat” para el recuento de globulos blancos. En las rapaces se observaron 3 capas: eritrocitos,
granulocitos (heterofilos, eosindfilos y basofilos) y mononucleares (monocitos, linfocitos y trombocitos, con
marcada mezcla de linfocitos y trombocitos). En Accipiter gentilis y Falco peregrinus se detecté una capa
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de eritrocitos pequefios y de nucleo grande entre las capas de granulocitos y mononucleares, interpretados
como eritrocitos inmaduros. Se identificaron posibles linfocitos T (inmunotincién CD3) sobre la capa de
trombocitos (A. gentilis) o dispersos entre la capa mononuclear (F. peregrinus). En los reptiles la
separacion por capas fue menos evidente, con heterofilos en las fracciones de eritrocitos y mononucleares,
y eritrocitos en el “buffy coat”. En Iguana iguana y Tupinambis merianae se observaron 2 capas:
granulocitos y mononucleares, con heterdfilos a lo largo de ambas; en el resto se observé una capa Unica.
En Testudo horsdfieldi se observé mezcla de eritrocitos con heterdfilos, linfocitos y trombocitos -este dato
concuerda con la presencia de eritrocitos, trombocitos y granulocitos en un estudio de separacién por
densidad celular con Percoll en Caretta caretta.b”

Los contadores hematoldgicos automaticos se basan en 3 métodos: analisis cuantitativo del “buffy coat”,
tecnologia de impedancia y citometria de flujo, a menudo combinados. La aplicabilidad en las especies de
mamiferos que acuden a la clinica de exdticos (hurones, cobayas, conejos, ratas, ratones, monos, cerdos,
cabras, ...) depende del analizador utilizado, pero es cada vez mayor.? Alternativamente pueden realizarse
recuentos manuales con hemocitometros. Las aves y los reptiles poseen eritrocitos y trombocitos
nucleados, hecho que limita el uso de los analizadores de hematologia automaticos utilizados en
mamiferos. A pesar de que las técnicas de citometria de flujo pueden proporcionar informacion valiosa,
sigue siendo recomendable realizar el recuento manual en hemocitdémetro con sistemas de dilucion/tincion
(Unopette, Natt & Herrick, etc) y evaluar el frotis sanguineo.®%'! En los Ultimos afios se estan desarrollando
técnicas de citometria de imagen en frotis sanguineos con programas de reconocimiento de imagenes,
con alto potencial en la hematologia de aves y reptiles.'>'3

Una de las principales ventajas del uso de contadores automaticos es la reduccién del tiempo de trabajo
y la disminucion del error humano. Sin embargo, todos los aparatos tienen limitaciones por lo que el
examen del frotis sanguineo sigue siendo imprescindible para validar la distribucion de las poblaciones de
leucocitos y detectar la presencia de eritrocitos nucleados, poiquilocitosis, desviacién a la izquierda
(neutrofilos en banda y precursores), cambios toxicos en neutrofilos y otras alteraciones en la morfologia
leucocitaria, cuerpos de inclusion, hemoparasitos, mastocitos, agregados plaquetarios, etc. Debemos
familiarizarnos con las caracteristicas propias de cada especie, como la presencia de inclusiones
intracitoplasmaticas denominadas “cuerpos de Kurloff” en los linfocitos de las cobayas.

El hemograma puede variar en funcién del estado de salud, pero también debido a mdltiples factores como
el aparato y método utilizados, la especie, el sexo o la edad del paciente, por lo que debemos tratar de
utilizar fuentes bibliograficas de referencia con poblacion y metodologia lo mas similar posible a nuestros
casos. Esto es especialmente complejo en los reptiles, habiéndose descrito cambios marcados segun las
condiciones ambientales (estacion, localizacion geografica, estado de cautividad o libertad, ...), estado de
hibernacion, fase reproductiva, sitio de puncién venosa, ... La estacionalidad causa en bastantes especies
un aumento de heterdfilos y linfocitos en verano y una disminucion en invierno o fase de hibernacion,
mientras que los eosindfilos varian a la inversa y los monocitos y los basdfilos se ven poco afectados.
Estas variaciones y la escasa bibliografia disponible dificultan la interpretacion de los resultados, por lo
que la valoraciéon de la morfologia celular y la obtencion de hemogramas seriados del paciente son
especialmente importantes.®

ALTERACIONES

La anemia puede deberse a la pérdida, destruccién y/o disminucién de la produccion de glébulos rojos. El
abordaje diagnostico laboratorial incluye la valoracién de la capacidad de regeneracion (recuento de
reticulocitos) y los indices eritrocitarios. Los principales tipos de anemia en humanos, perros y gatos son
macrocitica hipocrémica, normocitica normocrémica y microcitica hipocromica, con distintos trastornos
asociados a cada grupo. El tiempo necesario para el inicio de la respuesta regenerativa debe tenerse en
cuenta (3-5 dias), igual que la posibilidad de que existan varios mecanismos en el mismo paciente. La
evaluacion de la anemia puede ser especialmente dificil en reptiles, ya que sus eritrocitos tienen vidas
medias de hasta 600-800 dias.

Los hurones presentan una muy rapida disminucion de los parametros hematoldgicos al ser sometidos a
anestesia, especialmente el PCV, la concentracion de hemoglobina y el recuento de eritrocitos, aunque el
recuento de leucocitos y las proteinas plasmaticas también se ven afectados. 45 minutos post anestesia
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existe una recuperacion parcial de los valores preanestésicos.'* Esta especie presenta con gran frecuencia
supresion de la médula 6sea por estro persistente en hembras y por hiperadrenocorticismo.

Un estudio en 233 conejos anémicos mostro 70% de animales con PCV 26-32%, 19% animales con PCV
19-25% y 11% animales con PCV <19%. El 80% de las anemias eran normociticas y, de éstas, la mitad
eran normocromicas. Se clasificaron las etiologias como: 29% inflamatoria o neoplasica (principalmente
enfermedad dental y Encephalitozoon), 24% hemorragica (especialmente fracturas, enfermedad de tracto
urinario bajo y afecciones uterinas incluyendo neoplasias), 7% enfermedad renal, 0.5% hemolitica
(presuntamente por torsion de lobulo hepatico), 14% suma de varios mecanismos y 25% idiopatica. Este
estudio muestra varias limitaciones en cuanto al diagndstico de los pacientes y la inclusién en los distintos
grupos. El indice de reticulocitos de los conejos anémicos fue significativamente superior al de los no
anémicos, mientras que no se observaron diferencias en el recuento total. Este estudio, igual que otros,
muestra un indice de reticulocitos en conejos sanos mayor que el de otras especies (hasta 5-6%). Las
alteraciones en los indices eritrocitarios fueron poco frecuentes y no se hallé utilidad diagnodstica. Las
proteinas totales (PT) fueron significativamente mas bajas en las anemias hemorragicas, pero dentro del
rango de referencia, igual que se ha observado en gatos, hecho a tener en cuenta al utilizar las PT como
herramienta diagnostica en anemias hemoliticas.'

La poiquilocitosis es la presencia de eritrocitos de forma anémala en sangre periférica. Las alteraciones
pueden deberse a cambios bioquimicos, toxinas o dafio fisico en las células, derivados de trastornos en
el organismo o artefactuales (gj. los equinocitos pueden aparecer por almacenamiento prolongado de la
muestra de sangre, secado lento de las extensiones o exceso de EDTA). Se ha observado acantocitosis
en conejos de laboratorio sanos, y especies como cerdos, cabras y terneros también muestran acantocitos,
equinocitos y dacriocitos sin signos de enfermedad.

Un estudio en 482 conejos (403 enfermos) describe poiquilocitosis nula o leve (0-3% eritrocitos) en 52%
de animales, moderada (>3-10%) en 19% de animales y marcada (>10%) en 29% de animales; sin
observar influencia por la hemolisis de las muestras. En animales sanos se detectdé una mayor proporcion
de acantocitosis y equinocitosis de grado moderado-marcado en hembras; no se observaron diferencias
por edad ni raza. Los acantocitos y los equinocitos fueron los poiquilocitos mas frecuentes (30% de
presencia moderada-marcada de ambos) sin diferencias significativas entre sanos y enfermos. Los
procesos inflamatorios y sépticos si se asociaron a mayor acantocitosis respecto a animales sanos. Se
observé fragmentacion ligera-moderada en un 5% de animales: todos enfermos y especialmente en
procesos inflamatorios infecciosos y neoplasias malignas; posiblemente debido a toxinas bacterianas o
microangiopatia. El dafio oxidativo y las citoquinas generados por inflamacion y sepsis alteran la
membrana eritrocitaria, reduciendo su deformabilidad y aumentando la fagocitosis por macréfagos: este
estudio mostré correlacion entre fragmentacion y anemia regenerativa con marcadores de inflamacion e
infeccion (heterdfilos, monocitos, fibrinogeno y globulinas). La equinocitosis fue mas frecuente e intensa
en azotemia renal, alteraciones electroliticas y elevado anion gap; la uremia, hipernatremia e
hiperosmolalidad plasmatica se han relacionado con equinocitosis en otras especies. Se ha descrito la
asociacién entre acantocitosis y dietas aterogénicas en conejos; en otras especies las anomalias en
colesterol y fosfolipidos por enfermedad hepatica o dietas aterogénicas causan menor deformabilidad y
mayor fragilidad eritrocitaria (acantocitosis, equinocitosis, esferocitosis), reduciendo la vida media de los
glébulos rojos e induciendo anemia regenerativa. 1

Los trastornos leucocitarios en animales exéticos pueden tener origenes similares a las especies mas
habituales: inflamacion, hipersensibilidad, procesos infecciosos, neoplasias, toxicos, estrés, ... Los
mecanismos de trombocitosis y trombocitopenia son también, en general, los mismos: disminucion en la
producciéon y aumento en el consumo o la destruccién, ya sea por procesos inflamatorios, infecciosos,
traumaticos, toxicos, neoplasicos, inmunomediados, coagulacién intravascular diseminada, ...>"
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