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Resumen

El objetivo de este estudio fue comparar resultados de citologia e histologia en la deteccién de acumulo de lipido
hepatocelular en bovinos. La lipidosis hepatica en ganado lechero es una enfermedad de gran importancia clinica y
econdmica. La citologia de aspirado de aguja fina (AAF) ha sido descrita como una técnica capaz de identificar lipidosis
hepatica en bovinos, sin embargo se carece de estudios que evallen la exactitud del método. Este estudio corresponde a
un primer paso para probar nuestra hipotesis de que la citologia de AAF es un método de una exactitud razonable,
econdmico y practicable para diagnosticar lipidosis hepatica en bovinos. Se obtuvo 73 muestras a partir de higados de
matadero inmediatamente post mortem. Utilizando una escala de 1 a 4 se determind la severidad de la lesion tanto para
el porcentaje de células afectadas como para el promedio de citoplasma afectado. Se utilizaron muestras pareadas que
representaron un espectro de las lesiones. La correlacion entre el grado de afeccién de hepatocitos y citoplasma entre
citologia e histologia fue altamente significativa.

El puntaje dado para porcentaje de hepatocitos afectados fue diferente en <1 punto entre citologia e histologia
en el 73% de los casos. Para el caso de porcentaje de citoplasma afectado esta diferencia de <1 punto entre ambas técnicas
se presentd en el 95% de los casos. La prueba de concordancia de Kappa entre citologia e histologia fue adecuada. Estos
hallazgos sugieren que la citologia de aspirado de aguja fina puede ser un método aceptable para diagnosticar higado
graso en ganado bovino. Se requieren mas estudios en animales vivos con sospecha clinica de lipidosis hepética.
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1. Introduccién

La lipidosis hepatica, también conocida como
higado graso, es una condicion en la cual existe un
acumulo de triglicéridos en los hepatocitos. En bovinos,
esta condicion se desarrolla en forma secundaria a un
balance energético negativo, lo que ocurre mas
comunmente en bovinos lecheros durante el periodo
post parto temprano, a inicios de la lactancia. Esta
situacion es consecuencia de ocurre de una
movilizacion de las reservas grasas que conlleva a un
aumento de &cidos grasos no esterificados sanguineos
que son transportados a higado, quien que no es capaz
de exportar los triglicéridos en forma de lipoproteinas en
la misma proporcién (Bobe y col., 2004; Herdt, 1988).

Cuando esta movilizacion grasa es severa, el exceso de
lipido acumulado se asocia con el sindrome de higado
graso, que pueden llevar a incluso la muerte del animal
(Herdt, 1988). Existen anormalidades clinicas que se
pueden encontrar asociadas a este cuadro, como
mastitis, metritis, desplazamiento del abomaso, cetosis
y baja en la produccién, lo que conlleva a una baja en la
productividad del rebafio con la consecuente pérdida
econdmica. En una revision realizada por Bobe y col.
(2004), se estim6 que las pérdidas econdmicas
relacionadas con este sindrome en Estados Unidos
podrian ascender a US$60 millones al afio.

En la actualidad no existe una prueba
diagndstica en cuanto a bioquimica clinica que sea
precisa y confiable para el diagndstico de este sindrome
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(Cebra y col., 1997; Herdt, 1988; Kalaitzakis y col.,
2007). El contenido de lipidos en higado puede ser
determinado mediante métodos bioquimicos, mediante
histopatologia o por flotacién de trozos de biopsia en
una solucién de sulfato de cobre (Bobe y col., 2004,
Gaal y col, 1983, Herdt, 1988). Adicionalmente,
literatura de hace varios afios describe el uso de citologia
de aspirado de aguja fina (AAF) para el diagnostico de
higado graso en bovinos (Frerking y col., 1991; Hoff y
Cote, 1996; Holtenius, 1961, 1963; Holtenius y col.,
1962). A pesar de lo anterior, no se han encontrado
estudios que evallen la exactitud de la citologia
comparada con la histopatologia u otras pruebas.

En la préctica clinica, el diagnostico de higado graso es
principalmente presuntivo, raramente se obtiene
muestras para evaluacion histolégica puesto que la
obtencién de ellas no esta exenta de riesgos para el
animal, sumado al tiempo que implica la obtencion de
resultados. La citologia de AAF es técnicamente factible
de realizar en la préactica clinica, menos invasiva que la
obtencion de una biopsia para histopatologia, de bajo
costo y de interpretacion rapida. El objetivo de este
estudio es comparar los resultados de la citologia de
AAF versus histopatologia para determinar el contenido
de lipidos hepatocelulares en bovinos. Lo anterior a
modo de avaluar en forma preliminar una prueba
diagndstica que permita su eventual utilizacion futura a
nivel de campo y forme parte del conjunto de pruebas
diagndsticas disponibles para la practica clinica.

2. Materiales y métodos

Se trabajé con 76 muestras de higado de bovinos
obtenidos en matadero en la ciudad de Santiago de
Chile. No se contd con antecedentes de edad, sexo, ni
clinicos de los animales. En términos macroscopicos, se
seleccionaron higados libres de neoplasias, parésitos y
abscesos, desde sin alteraciones en su color, textura y
morfologia hasta con distintos niveles de infiltracion
grasa (color blanquecino-amarillento, brillante, bordes
redondeados) (Reid y Roberts, 1982). Las muestras
fueron obtenidas en un plazo no superior a los 10
minutos de la insensibilizacion del animal. Se obtuvo
una muestra del mismo sitio del higado tanto para
citologia como para biopsia. Para la obtencién de
biopsia se utilizé una aguja de biopsia de 16 g x 15 cm
(Jorgenson Laboratories, Loveland, CO, EEUU) vy el

trozo obtenido fue conservado en una solucidon de
formalina al 10%. Posterior a la fijacion, las muestras
fueron procesadas mediante técnicas estandares para la
obtencién de bloques de parafina. Las muestras para
citologia fueron obtenidas mediante una aguja espinal de
209, depositadas en un portacbjetos y secadas al aire.
Estas fueron tefiidas mediante tincion
rapida(Hemacolor, Merck Chemicals, Darmstadt,
Alemania) durante las primeras 2 a 4 horas de obtenidas.
Los bloques de parafina y muestras citologicas fueron
transportados a la Universidad de Tennessee (EEUU) en
donde se finaliz6 el procesamiento de las preparaciones
histol6gicas (corte y tincién con hematoxilina-eosina) y
se analizaron microscopicamente ambas preparaciones.

Los evaluadores asignaron una puntuacion tanto
para el porcentaje de hepatocitos afectados como para el
porcentaje de citoplasma afectado. Para ello se utiliz6
una escala de 0 a 4 puntos: puntuacion de “0” indicando
no afectado, “1” para 0,5 a 25% afectado, “2” para 26 a
50% afectado, “3” para 51 a 75% afectado y “4” para
76- 100% afectado. Ambas preparaciones (histologia y
citologia) fueron evaluadas por un mismo evaluador
apropiadamente entrenado vy certificado en su
especialidad (Dres. L. Craig y M. Fry, respectivamente).
Para la evaluaciéon, se contaron 200 hepatocitos
(utilizando microscopia directa) y se estimd el
porcentaje de citoplasma con presencia de vacuolas. El
puntaje final se calculé basandose en el nimero de
células afectadas ponderado por el porcentaje de
citoplasma afectado. Las muestras fueron evaluadas en
forma ciega, es decir, los evaluadores desconocian la
evaluacién del otro, ademas de no tener informacion
acerca de la descripcion macroscopica de la muestra.
Los puntajes obtenidos en citologia e histopatologia
fueron analizados mediante el coeficiente de
Correlacion de Pearson (r), prueba de Kappa (Kw) para
concordancia, Chi cuadrado para normalidad y Prueba
de Wilcoxon para muestras pareadas (Medcalc Version
8.2.1.0, http://medcalc.be). La concordancia entre
citologia e histologia fue considerada aceptable si el
puntaje era idéntico en ambas o diferia por 1 punto e
inaceptable si diferia por mas de 1 punto.

3. Resultados y Discusion
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Se evaluaron muestras pareadas (histologia y
citologia) provenientes de 73 animales. Tres muestras
fueron excluidas del andlisis por baja calidad de las
preparaciones. Los resultados de los puntajes obtenidos
se presentan en los cuadros 1 y 2. Los puntajes obtenidos
no se distribuyeron en forma normal(P< 0.001 para los
4 grupos de datos). La correlacion entre los puntajes
obtenidos mediante citologia e histologia fue
significativa tanto para porcentaje de hepatocitos
afectados (P < 0.0001, r = 0.64) como para porcentaje
de citoplasma afectado (P < 0.0001, r = 0.53). La
concordancia entre ambos métodos fue definida como
adecuada (Kappa de 0,21-0,40) tanto para porcentaje de
hepatocitos afectados (Kw = 0.382) como para el

porcentaje de citoplasma afectado (Kw = 0.262). La
concordancia entre citologia e histologia  para
porcentaje de hepatocitos afectados fue considerada
aceptable en el 73% de los casos (idéntica en 28/73
casos y con diferencia de 1 punto en 25/73 casos). Para
el porcentaje de citoplasma afectado, la concordancia
entre ambas técnicas fue de un 95% (idénticos en 34/73
de casos, diferencia de un punto 1 en 35/73 casos). Los
puntajes obtenidos mediante citologia fueron
significativamente mas altos que en histologia para el
porcentaje de hepatocitos afectados (P < 0.0001), no asi
para el porcentaje de citoplasma afectado, donde no se
encontraron diferencias entre ambas técnicas (P =
0.5030).

Cuadro 1: Resumen de puntajecitolégico (Cito) e histoldgico (Histo) para % de hepatocitos afectados.

Cito=0 Cito=1
0 11
Histo =0
Histo =1
Histo = 2
Histo = 3
Histo = 4

Cito=2 Cito=3 Cito=4

0 12

El valor en cada casilla indica nimero de casos. Los campos oscuros representan puntajes con concordancia aceptables
(diferencia < 1 punto) y campos claros, baja concordancia. El puntaje refleja porcentaje de hepatocitos afectados: 0 =

ninguno, 1 = 0.5-25%, 2 = 26-50%, 3 = 51-75%, 4 = 76-100%.
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Cuadro 2: Resumen de puntajecitolégico (Cito) e histolégico (Histo) para % de citoplasma afectado.

Cito=0 Cito=1 Cito=2 Cito=3 Cito=4

0 14
Histo =0
Histo =1
Histo = 2
Histo = 3
Histo = 4

El valor en cada casilla indica nimero de casos. Los campos grises representan puntajes con concordancia aceptables
(diferencia < 1 punto) y los en blanco, baja concordancia. El puntaje refleja porcentaje de citoplasma afectado: 0 =
ninguno, 1 = 0.5-25%, 2 = 26-50%, 3 = 51-75%, 4 = 76-100%.

Figura 1: Microfotografias de histologia y citologia hepética. Microfotografias de histologia (A,C) y citologia hepética
(B, D) representando muestras levemente afectadas (arriba) a severamente afectadas (abajo) en relacién al acumulo de
lipidos. Barra = 50 pum.
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Las  diferencias  entre  citologia e
histologiapueden deberse anumerosos factores, entre
ellos los biolégicos, comovariacion focal de la severidad
de la lesiobn (Mohamed y col., 2004) o a factores
analiticos como la diferencia entre sensibilidad,
especificidad o precisidn entre ambos métodos. El hecho
de que muchos casos obtuvieran un puntaje “0” en el
analisis histolégico, mientras que no se encontraran
casos “0” en citologia, sumado a que el puntaje obtenido
en citologia para el caso de porcentaje de hepatocitos
afectados fuera mayor, sugiere que esta técnica podria
constituir un método diagndstico mas sensible.

Este estudio por tratarse de un trabajo
preliminar, tiene una serie de limitaciones como lo son
un numero relativamente reducido de muestras, la falta
de antecedentes clinicos de los animales y la falta de un
andlisis cuantitativo para la determinacién de lipidos.
Sin embargo, a pesar de estas limitaciones, los
resultados indican que la citologia de AAF es una
técnica factible y de exactitud adecuada para ser
utilizada en el diagnéstico de lipidosis hepatica en el
bovino. Estos resultados deben ser complementados a
futuro con andlisis cuantitativos de lipidos e “in vivo”
con animales con sospecha clinica de higado graso
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