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COMUNICACION

Evidencia hematolodgica de dismegacariocitopoyesis selectiva
enun perro con ehrlichiosis canina

Hematological evidence of selective dysmegakaryocytopoiesis in a dog
with canine ehrlichiosis

Alvaro Vasquez Y.!'?, Olga Li E.!, Miguel Cervantes S.!, Deysi Masgo C.!,
Iran Zavaleta C.!, Luis Hoyos S.'?

RESUMEN

Se describe el caso de una perra Ovejero Inglés de dos afios que fue llevada a
consulta a la Clinica de Animales Menores de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos por presentar letargia reciente. Los exame-
nes sanguineos en la paciente revelaron pancitopenia, presencia de morulas compatibles
con Ehrlichia spp en leucocitos, disproteinemia y seropositividad frente a E. canis / E.
ewingii. Se pudo observar en los extendidos de Buffy coat la presencia de multiples
megacariocitos displasicos, los cuales exhibieron alteraciones tales como asincronia de
maduracion nuclear, niicleos no lobulados a hipolobulados, aspecto pseudoarticulado
del niicleo y emperipolesis megacariocitica de neutrofilos, sin observarse alteraciones
mielodisplasicas en los restantes linajes celulares. Las caracteristicas descritas en su
conjunto representan la primera evidencia hematologica de dismegacariocitopoyesis
selectiva en un perro con ehrlichiosis canina en el Pert.
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ABSTRACT

The case of a two-year-old English sheep bitch that was taken to the Small Animal
Clinic of the Faculty of Veterinary Medicine, Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos for presenting recent lethargy is described. Blood tests revealed pancytopenia,
presence of morulae compatible with Ehrlichia spp in leukocytes, dysproteinaemia and
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seropositivity against E. canis / E. ewingii. The presence of multiple dysplastic
megakaryocytes, which exhibited alterations such as asynchrony of nuclear maturation,
nuclei not lobed to hypolobulated, pseudo-articulated aspect of the nucleus and
megakaryocytic emperipolesis of neutrophils were observed, without myelodysplastic
alterations in the remaining cell lineages. The characteristics described represent the first
haematological evidence of selective dysmegacariocytopoiesis in a dog with canine

ehrlichiosis in Peru.
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INTRODUCCION

La ehrlichiosis canina es una enferme-
dad transmitida por garrapatas a perros y pre-
sente a nivel global. El agente causal es
Ehrlichia spp, bacteria intracelular obligada,
gramnegativa, de aspecto redondo a
pleomorfico, que se caracteriza por infectar
aleucocitos (polimorfonucleares y mononu-
cleares). Los perros son susceptibles a la in-
feccion por E. canis, E. chaffeensis y E.
ewingii (Rikihisa, 1991).

La médula 6sea puede ser blanco de
multiples patogenos transmitidos por vectores,
incluyendo a Ehrlichia spp, causando alte-
raciones sustanciales en el nimero y funcion
de los eritrocitos, granulocitos, monocitos,
linfocitos y megacariocitos (De Tommasi et
al., 2014). Los sindromes mielodispléasicos
(SMD) representan un grupo de condiciones
caracterizadas por la morfologia anormal de
una o mas de las lineas celulares en médula
Osea, y suelen manifestarse con anemia de
tipo no regenerativa, leucopenia y tromboci-
topenia (Tefferi y Vardiman, 2009).

La dismegacariocitopoyesis es un tipo
de SMD, el cual es definido por la Organiza-
cion Mundial de la Salud (OMS) como una
displasia de mas del 10% del total de
megacariocitos en el extendido de médula
osea de un paciente (Swerdlow et al., 2017).
La dismegacariopoyesis esta usualmente aso-
ciada con otros SMD, pudiendo presentarse
en forma simultanea con diseritropoyesis y

disgranulopoyesis. Por consiguiente, reportes
de la ocurrencia de dismegacariocitopoyesis
como una entidad separada, medicamente
conocida como dismegacariocitopoyesis se-
lectiva, es rara en la literatura médica, tanto
humana como veterinaria (Weiss, 2004).

Los SMD, incluyendo a la dismega-
cariocitopoyesis, pueden ser clasificados con
base al agente causal. Los SMD primarios
pueden ser idiopaticos o por mutaciones ad-
quiridas en uno o mas linajes de las células
madre hematopoyéticas (Weiss y Smith,
2000). Las causas secundarias de los SMD
son asociadas con la administracion de
quimioterapéuticos, estrégenos o cloran-
fenicol, exposicion a toxinas, infecciones pa-
rasitarias o virales, enfermedades inmuno-
mediadas, exposicion a radiaciones y deficien-
cia de hierro (Weiss y Aird, 2001; Weiss,
2005). En perros, los SMD secundarios como
consecuencia de enfermedades inmunome-
diadas han sido relacionados con anemias
hemoliticas inmunomediadas y trombocito-
penias inmunomediadas (Weiss y Aird, 2001).
También se ha reportado que se producen
como resultado de la infeccion por patdgenos
transmitidos por vectores (Babesia vogeli,
Anaplasma platys, Leishmania infantum y
Hepatozoon canis) (De Tommasi et al.,
2014).

Entre las anormalidades morfologicas
observadas en los megacariocitos displasicos
se incluye la presencia de micromega-
cariocitos (<15 um), ntcleos no lobulados o
hipolobulados, asincronia de maduracion nu-
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Cuadro 1. Resultados de los examenes
hematolégicos en una perra Ovejera Inglés
nulipara de dos afos

Valor Rangos de

: 1
Parametro absoluto valores?
Eritrocitos 3.7 5-7

(x10%/ul)

Hemoglobina 7.6 12-18

(g/dl)

Hematocrito (%) 23 37-55
VCM 62.2 66 — 77

()

CHCM 33 32-36

(g/dD)

Plaquetas 90 200 — 400

(x10%/ul)

Leucocitos 4,900 8,000 -

(ul) 13,000
Abastonados 98 0-390

(uD)

Segmentados 4,263 5,200 -

(ul) 9,750
Linfocitos 539 1,200 —

(ul) 3,900

1 VCM: Volumen corpuscular medio; CHCM:
Concentracion de hemoglobina corpuscular
media

2 Fuente: Laboratorio de Patologia Clinica
Veterinaria, Universidad Nacional Mayor de
San Marcos

clear y evidencia de multiples nucleos am-
pliamente separados (Weiss, 2004; Swerdlow
et al., 2017). La deteccion prematura de los
SMD secundarios resulta importante, pues los
SMD representarian estados preleucémicos
que podrian progresar en una leucemia
mieloide aguda en un periodo indeterminado
(Triantafyllidis et al., 2012). El presente caso
representa la primera evidencia hematologica
de dismegacariocitopoyesis selectiva secun-
daria en un perro con ehrlichiosis canina en
el Pert.
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Caso CLriNico

Una perra Ovejera Inglés, nulipara, de
dos afios fue llevada a consulta a la Clinica
de Animales Menores de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria de la Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos (Lima, Pert), de-
bido a que se mostraba decaida durante los
ultimos cinco dias.

La dieta del animal consistia en alimen-
to balanceado comercial para perros adultos.
El propietario coment6 que no observo ga-
rrapatas en su mascota, pero que el animal
mantuvo contacto con animales infestados
con ectoparasitos (pulgas y garrapatas). A la
evaluacion clinica, la paciente present6 9.7
kg de peso corporal, temperatura rectal nor-
mal (38.5 °C), constantes fisioldgicas dentro
de los rangos normales y letargia (moderada
a severa). No se detectd organomegalia ni
linfoadenomegalia a la palpacion.

Se colectaron muestras de sangre de la
vena cefalica para realizar un hemograma
completo y bioquimica sérica (Cuadro 1). Los
frotis de sangre periférica fueron tefiidos con
tincion Wright de base acuosa. Para las ob-
servaciones citologicas se empled un micros-
copio optico de fondo claro Leica DM500®
acoplado a una camara Leica ICC50W®
(Leica Microsystems, Alemania).

En los frotis de sangre periférica se ob-
servé moderada cantidad de linfocitos
reactivos y linfocitos atipicos, leve anisocitosis
eritroide y policromasia, moderada cantidad
de plaquetas hipogranulares y macropla-
quetas, asi como la presencia de 1-2 estruc-
turas intracitoplasmaticas entre 2 y 4 pm de
diametro, redondeadas, de coloracion
grisacea, compatibles con morulas de
Ehrlichia spp en monocitos y neutrofilos.

En los extendidos de Buffy coat, eva-
luados en campo de alto poder HPF (40x) se
apreciaron 1-2 estructuras celulares indivi-
duales compatibles con megacariocitos
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Figura 1. Frotis de sangre de una perra Ovejera Inglés nulipara de dos afios. (a) Megacariocito
displéasico con bilobulacion nuclear y escaso citoplasma granular. (b) Nucleo
pseudoarticulado (flecha) de un megacariocito que evidencia asincronia de madura-
cion nuclear. Buffy coat. Tincion Wright. 100x

displasicos, los cuales mostraron forma ovoi-
de y diametro >50 pm. Dichas cé€lulas exhi-
bian en su mayoria una marcada asincronia
de maduracion nuclear, niicleos no lobulados
o bilobulados con un patréon de cromatina
granular grueso heterogéneo y un borde nu-
clear bien definido. Los nucleolos no fueron
visibles. En el citoplasma se observo una fina
granulacion de coloracion magenta de distri-
bucién difusa sobre un citoplasma ligeramente
basofilo, la relacion nucleo/citoplasma fue
variable con tendencia a ser baja y los bor-
des citoplasmaticos fueron mal definidos (Fi-
guras la, 1b). En algunos de los mega-
cariocitos displasicos fue posible identificar
la presencia intracitoplasmatica de neutrofilos
(Figura 2), fendémeno conocido como
emperipolesis.

Se determinaron las proteinas totales y
albiimina en suero (g/dl) mediante un método
colorimetro (Wiener Lab., Argentina), a tra-
vés de un analizador bioquimico semiauto-
matico Photometer 5010 V5+ (Robert-Riele,
Alemania). Los resultados se presentan en
el Cuadro 2. Ademas, se realizo un descarte
de patégenos transmitidos por vectores me-
diante el kit SNAP® 4Dx® Plus (IDEXX

Figura 2. Emperipolesis megacariocitica de
un neutréfilo (flecha). Buffy coat. Tincion
Wright. 100x, en un frotis de sangre de una
perra Ovejera Inglés nulipara de dos afios

Laboratories, USA) encontrandose seroposi-
tividad para la deteccion de anticuerpos frente
a E. canis | E. ewingii.

DiscusioN

Pese a que la dismegacariocitopoyesis
selectiva secundaria es una rara condicion
mielodisplasica reportada en medicina vete-
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Cuadro 2. Cuantificacion sérica de proteinas
y albumina de una perra Ovejera Inglés
nulipara de dos afios

Resultado Rangos (?e
valores
Proteina (g/dl) 6.1 55-75
Albumina (g/dl) 2.1 23-32

! Fuente: Laboratorio de Patologia Clinica
Veterinaria, Universidad Nacional Mayor de
San Marcos

rinaria y humana, en el presente caso se re-
porta la presencia de megacariocitos
displésicos en sangre periférica en un perro
con chrlichiosis canina, quien presento
morulas compatibles con Ehrlichia spp en
monocitos y neutrofilos, pancitopenia,
hipoalbuminemia e hiperglobulinemia séricas
y seropositividad frente a E. canis / E.
ewingii.

Normalmente, los megacariocitos se
caracterizan por presentar un nucleo
multilobulado con 8-32 16bulos fusionados, asi
como granulos citoplasmaticos de coloracion
magenta que le imparten un aspecto rosa al
citoplasma, siendo ello caracteristico de los
megacariocitos maduros (granulares). El dia-
metro oscila entre 50 y 200 um, lo cual los
hace facilmente reconocibles en los extendi-
dos debido a su abundante citoplasma
(Latimer, 2011; Harvey, 2012). Sin embargo,
los megacariocitos observados en el presen-
te caso (>50 um) exhibieron una morfologia
atipica, y no fue posible distinguir la multipli-
cidad de 16bulos. Los megacariocitos fueron
no lobulados o con hipolobulaciéon nuclear
(bilobulados) (Figuras 1a, 1b, 2). El nucleo en
todos los casos mantuvo un aspecto «cerebri-
forme» o pseudoarticulado, debido a la exis-
tencia de marcadas indentaciones o convo-
luciones nucleares. Segin Feng et al. (2016),
dichas caracteristicas displasicas en los
megacariocitos podrian estar atribuidas a
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anormalidades en el proceso de endomitosis
(lobulacion nuclear).

Se podria presumir que los mega-
cariocitos displasicos observados podrian pro-
venir de la médula 6sea, donde se produce la
mayor megacariopoyesis, aunque también
podrian provenir de otros 6rganos que reali-
cen megacariopoyesis extramedular en pe-
rros, tales como el bazo, higado y pulmones
(Stockham y Scott, 2008). Sin embargo, no hubo
evidencias clinico-laboratoriales que demues-
tren el compromiso de dichos 6rganos.

El fenomeno de la emperipolesis en
megacariocitos representa un hallazgo infre-
cuente y suele ser asociado a patologias be-
nignas y malignas. Este evento ha sido des-
crito en perros infectados con Hepatozoon
canis (De Tommasi et al., 2014) y en huma-
nos con linfomas, mielofibrosis, leucemias y
sindromes mielodisplasicos (Schmitt ef al.,
2000). La emperipolesis, inclusion activa de
una célula dentro de una célula huésped, se
diferencia de la fagocitosis en que la célula
engullida se puede mantener viable y con su
estructura intacta, mientras que en la
fagocitosis la célula envuelta es destruida por
las enzimas lisosomales (Rastogi et al., 2014).
Segtin Xia et al., (2008) la liberacion de las
proteinas granulares alfa, los factores de cre-
cimiento y las citoquinas por parte de los
megacariocitos, asi como las proteasas libe-
radas por los neutrofilos, inducirian la
emperipolesis.

Segun Hess et al. (2006), la severidad
de la presentacion de ehrlichiosis canina de-
pendera de multiples factores incluyendo el
estado inmune del paciente, la virulencia de
la cepa y la presencia de coinfecciones. En
ese sentido, De Tomassi et al. (2014) repor-
taron que los disturbios mas frecuentes ob-
servados en extendidos de médula dsea de
perros infectados o coinfectados con
patdgenos transmitidos por vectores son la
disgranulopoyesis y dismegacariocitopoyesis.
Sin embargo, no existen datos bibliograficos
que reporten la evidencia de dismegaca-
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riocitopoyesis selectiva secundaria en un pe-
rro con ehrlichiosis canina mediante extendi-
dos de Buffy coat.

El hemograma de la paciente presentd
una pancitopenia moderada, la cual podria ser
atribuida a la ehrlichiosis canina aguda; sin
embargo, Nelson y Couto (2014) lo relacio-
naron mas a la fase cronica de la enferme-
dad como consecuencia de una hipoplasia de
la médula 6sea. Con relacion al conteo de
leucocitos, los datos del hemograma muestran
una moderada leucopenia, caracterizada por una
leve neutropenia y una moderada linfopenia;
hallazgos en la cinética de los leucocitos que
podrian observarse en la fase aguda de la
ehrlichiosis canina segiin Moreira et al. (2003).
Adicionalmente, en el frotis sanguineo se ob-
servo una leve cantidad de linfocitos reactivos
y linfocitos atipicos, los cuales han sido relacio-
nados con la presentacion de ehrlichiosis cani-
na (Harrus y Waner, 2011).

A través del célculo de los indices
eritrociticos se identific6 anemia moderada
caracterizada por ser de tipo microcitica
normocrémica; la cual evidencid leve
anisocitosis y policromasia. Segun Stockam
y Scott (2008), 1a microcitosis eritrocitica suele
asociarse con patologias inflamatorias (cro-
nicas) o hepaticas, a través de la alteracion
en el transporte de hierro exdgeno.

Respecto a la serie trombocitica circu-
lante, el valor de 90 000 plaquetas por
microlitro puede ser catalogado como una
trombocitopenia moderada. Asi mismo, en los
frotis se observé una moderada cantidad de
plaquetas hipogranulares y macroplaquetas,
caracteristicas citologicas que estarian refle-
jando el desarrollo de una trombopoyesis ac-
tiva. Aunque la trombocitopenia moderada
podria ser atribuida a la produccion tempra-
na de anticuerpos antiplaquetarios (Waner et
al., 1995), es probable que el desarrollo de la
dismegacaricitopoyesis haya contribuido
sustancialmente en la disminucion del conteo

de plaquetas (Weiss, 2004). Se ha reportado
que los megacariocitos con ntcleos no
lobulados a hipolobulados son ineficientes en
la produccion de plaquetas (Feng et al.,
2016).

La identificacion de moérulas de
Ehrlichia spp se puede realizar en monocitos
y linfocitos (Elias, 1991); sin embargo, su pre-
sencia en leucocitos se circunscribe a la fase
aguda de la enfermedad (Rikihisa, 1991), por
lo que se pudo encuadrar el presente caso en
dicho periodo de la enfermedad, donde ya se
estarian sintetizando los anticuerpos especi-
ficos contra E. canis / E. ewingii encontra-
dos a través del Kit SNAP® 4Dx® Plus.
Aungque es factible la coinfeccion con E. canis
y E. ewingii por el tipo de células sanguineas
(monocitos y neutrofilos) donde fueron ob-
servadas las morulas, se podria considerar
que la paciente presentd una infeccion con
E. canis, donde la variacion antigénica de E.
canis seria la responsable de la presentacion
atipica de las morulas en los neutrofilos.

Las anormalidades bioquimicas mas fre-
cuentes encontradas en perros infectados con
Ehrlichia canis son hipoalbuminemia,
hiperglobulinemia e hipergammaglobulinemia
(Harrus et al., 1996). En el presente caso, se
determiné una leve hipoalbuminemia asocia-
da a una moderada hiperglobulinemia, donde
el calculo de la ratio albuminas/globulinas
(0.53) indic6 un predominio de las globulinas
con relacion al rango de referencia (0.6-1.1)
descrito por Latimer (2011) para caninos
adultos.

El diagnostico de los SMD se realiza en
base a los criterios propuestos por la OMS a
través de la evaluacion de frotices de sangre
periférica y citologias de médula dsea
(Swerdlow et al., 2017). Sin embargo, en el
presente caso no fue posible el abordaje de
lamédula osea del paciente debido a la remi-
niscencia del duefio a las posibles complica-
ciones del procedimiento.
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