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RESUMEN

Para determinar el estado fisiologico de un animal son necesarias pruebas
diagndsticas comparables con valores de referencia; éstos se encuentran
influenciados por factores internos y externos. Los valores definidos para perros
adultos no son los apropiados para la evaluacion de los pacientes pediatricos.

El objetivo fue obtener valores bioquimicos indicadores del funcionamiento hepatico
y renal en perros clinicamente sanos clasificados por edad y género; comparados con
las fuentes de referencia.

Se realiz6 un estudio bajo un disefio no experimental de tipo transversal, fueron
recolectadas un total de 240 muestras sanguineas de perros clinicamente sanos
clasificados por edad y género: (I) de 4 a 8, (I1) 9 a 24, (lll) 25 a 52 y (IV) mayores a
52 semanas de edad. Por medio de espectrofotometria se determin6 ALT, AST, GGT,
FAS, LDH, proteinas totales, albumina, colesterol, urea, creatinina, glucosa,
bilirrubina total y directa.

Los resultados fueron analizados con Minitab Statistical Sofware y con Reference
Value Advisor V 2.1. Se encontraron valores mas bajos de proteinas totales,
albumina, colesterol, triglicéridos, ALT, GGT, urea y creatinina en cachorros; mientras
gue la FAS, LDH y glucosa fueron mayores en cachorros que en adultos (p<0.05). Sin
embargo, los valores mas representativos fueron los siguientes, la concentracion de
proteinas totales del grupo (I) fue menor en comparacion con los valores de los
adultos (IV) al obtener una media de 46.4 mg/L y 62.2 mg/L respectivamente. Por otro
lado, la concentracién de albumina en el grupo (I) fue de 25.1 mg/L mientras que en
los adultos fue de 31.6 mg/L. Mientras tanto, la concentracion de creatinina en el
grupo (1) fue de 38.7 umol/L y en los adultos de 91 pmol/L. Los valores de LDH fueron
mayores en los cachorros del grupo (I) al obtener una media de 213. 6 U/L mientras
que en los adultos se obtuvo una media de 47.2 U/L. Con respecto a la FAS el grupo
(I) obtuvo una media de 208.5 U/L a diferencia de los adultos que presentaron una
media de 51.4 U/L. Algunos analitos bioquimicos se ven influenciados por la edad;
por esta razon, es importante contar con una tabla de valores de referencia
comparativa para lograr una mejor interpretacion de los resultados.

Palabras clave
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ABSTRACT

To determine the physiological state of an animal, comparable diagnostic tests are
necessary along with reference values; these are influenced by internal and external
factors. The values defined for adult dogs are not appropriate for the evaluation of
pediatric patients.

The objective was to obtain biochemical values indicative of hepatic and renal
functioning in clinically healthy dogs classified by age and gender; compared to the
reference sources.

A study was carried out under a non-experimental cross-sectional design, a total of
240 blood samples from clinically healthy dogs classified by age and gender were
collected: (I) from 4 to 8, (Il) 9 to 24, (lll) 25 To 52 and (IV) greater than 52 weeks of
age. By means of spectrophotometry, ALT, AST, GGT, FAS, LDH, total proteins,
albumin, cholesterol, urea, creatinine, glucose, total and direct bilirubin were
determined.

Lower values of total proteins, albumin, cholesterol, triglycerides, ALT, GGT, urea and
creatinine in pups were found; while FAS, LDH and glucose were higher in puppies
than in adults (p <0.05). However, the most representative values were as follows, the
total protein concentration of group (I) was lower in comparison with the values of
adults (IV) when obtaining an average of 46.4 mg /L and 62.2 mg / L respectively. On
the other hand, the concentration of albumin in group (I) was 25.1 mg / L whereas in
adults it was 31.6 mg/ L. Meanwhile, the creatinine concentration in group (I) was 38.7
pmol / L and in adults 91 ymol / L. The LDH values were higher in the pups of group
() when they obtained a mean of 213. 6 U / L whereas in adults an average of 47.2 U
/ L was obtained. With respect to FAS, the group (l) obtained an average of 208.5 U /
L as opposed to the adults who presented an average of 51.4 U / L. The results were
analyzed with Minitab Statistical Software and Reference Value Advisor V 2.1. Some
biochemical analytes are influenced by age; for this reason, it is important to have a
table of comparative benchmarks to achieve a better interpretation of the results.
Keywords

blood biochemistry, clinical pathology, reference values, pups, dogs.



INTRODUCCION

La bioquimica sanguinea es un grupo de examenes de la sangre que
suministra informacion acerca del metabolismo del cuerpo; mas del 97% de los
analitos de rutina pueden ser evaluados a partir del suero (Nafez, 2005).

El interpretar los resultados de un laboratorio, funciona para reconocer un
cambio significativo en uno o mas metabolitos, al tomar como referencia los valores
de un grupo de animales de la misma especie con condiciones fisiolégicas y
ambientales similares, conocidos como valores de referencia, éstos se definen como
el rango para una variable biol6gica, en el que se encuentra la mayoria de los
individuos de una poblacién clinicamente sana (Wittwer, 2008).

Los valores de referencia han pasado desapercibidos en la medicina
veterinaria; cuando éstos proporcionan informacion de la variabilidad biologica y
analitica. La variacion aleatoria relacionada con los analitos se conoce como
variabilidad biologica; ésta variacion es poco usada en medicina veterinaria, no
obstante tienen multiple aplicaciones que incluyen el establecer objetivos analiticos,
predecir la utilidad de los valores de referencia basados en la poblacion y evaluar la
importancia de los cambios en los resultados seriales (Walton, 2012).

Es una préactica comun, evaluar los resultados de laboratorio en base a un
rango de referencia universal, no resulta correcto debido a que en el establecimiento
de esos valores de referencia tuvo influencia una serie de factores ambientales
(ubicacion geogréfica, clima, manejo, alimentacion), genéticos (especie, raza, sexo)
y fisiol6gicos (edad, gestacion, lactancia, post-pandrial) asi como la variabilidad
metrolégica producto del tipo de técnica y equipos empleados en su valoracion
(Barrios y col., 2013).

Al usar los valores de referencia durante la practica médica, el especialista
recurre a los manuales clasicos de informacién veterinaria o a publicaciones de
trabajos realizados sobre los componentes sanguineos en animales (Meyer y Harvey,
2000). Ademas, los laboratorios encargados del procesamiento de las muestras,
comunmente refieren valores normales provenientes de laboratorios y universidades
extranjeras que no estan adaptados a las condiciones del pais o region (Castellanos
y Castellanos, 2010).



Los valores de referencia se utilizan para diferenciar pacientes sanos de
enfermos, para el prondstico y evaluacion de los factores de riesgo, asi como para
monitorear la efectividad de un tratamiento (Castellanos y Castellanos, 2010); signos
inespecificos de enfermedad e informacion limitada acerca de los valores bioguimicos
esperados en los cachorros, provocan una dificultad para establecer un diagnostico
diferencial (Rosset y col., 2012). Puesto que la fisiologia de un cachorro no es la
misma que la de un adulto, ya que un cachorro pasa por diversos cambios durante su
crecimiento (Davidson y Mas, 2007). Estos valores de referencia para adultos no
deben utilizarse para cachorros pues esto podria causar una mala interpretacion de
los resultados (O'Brien y col.,, 2014). Se deben utilizar valores de referencia
apropiados para una evaluacién precisa de los resultados de pruebas bioquimicas
(Levy y col., 2006).

Ademas es importante realizar estudios en donde se obtengan valores de
referencia bioquimicos en perros, lo cual permitird reforzar la informacion para
estandarizar los valores de referencia nacionales; asi como también realizarse
estudios relacionados con el tema en perros menores de 1 afio a fin de establecer
grupos en etapas diferentes (von Dehn, 2014).

Los sujetos en estudio fueron 240 perros sanos desde el punto de vista clinico,
clasificados en grupos de diferentes edades y género, que fueron aceptados de
acuerdo con los criterios de inclusién y exclusion.

Puesto que es necesario contar con valores de referencia especificos; el
objetivo de este estudio es obtener los valores bioquimicos indicadores del
funcionamiento hepatico y renal en perros clinicamente sanos atendidos en el
Hospital Veterinario de la Universidad Autonoma de Aguascalientes clasificados por
edad y género; para elaborar una tabla de valores normales comparados con las

fuentes de referencia.



1. ANTECEDENTES

1.1. BIOQUIMICA SANGUINEA EN VETERINARIA

La bioquimica sanguinea o clinica tuvo su mayor desenvolvimiento a partir de
la década de 1950, entretanto el primer congreso de quimica clinica ocurrié en 1957;
sin embargo, su aplicacion en el estudio de las enfermedades comenzd con el inglés
Robert Boyle, con su publicacion en 1684 “Memorias para la historia natural de la
sangre humana” donde describe las posibilidades del analisis clinico en la sangre y
en la orina ( Kerseboom, 1689; figura 1)

Figura 1. Robert Boyle (1627-1691)

Esta obra se observa en la figura 2 que se traduce del latin (idioma cientifico de
aquella época) al castellano y citada en la bibliografia de Boyle como un libro de
medicina, al ser un compendio de experimentos, casi todos ellos fisico-quimicos,
aplicados a la investigacion de la sangre humana, puede ser aceptada, como una de
las obras precursoras de la quimica fisiolégica (Boyle y Conesa, 2011). Ademas, el
primer libro de quimica clinica fue publicado en 1883, por C.H. Ralfe quien describio
el analisis quimico de la sangre, orina y tejidos; seguido por el francés L. Bourget en

1891 con su publicacion “Manual de quimica clinica” (Diaz y Ceroni da Silva, 2006).
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ROBERT BOYLE
Ensayos para
una historia natural
de la sangre humana

-

Figura 2. Ensayos para una historia natural de la sangre humana de Robert Boyle (1627-1691)

La determinacién e interpretacion de los componentes quimicos de la sangre
son algunas de las principales aplicaciones practicas de la bioguimica clinica (Diaz y
Ceroni da Silva, 2006). Un perfil bioquimico sanguineo se realiza de manera rutinaria
para detectar el estado de salud y de enfermedades inducidas por condiciones
patologicas, al comparar los resultados con valores de referencia normales en
medicina veterinaria (Katayev y col., 2010).

Un valor de referencia, también conocido como “limite de decision médica”,
segun lo definido por Ceriotti (2007); es un intervalo que si se aplica a la poblacion
atendida por el laboratorio, incluye correctamente la mayoria de los sujetos con
caracteristicas similares a las del grupo de referencia y excluye a los demas. En
consecuencia, los valores de referencia son esenciales para la interpretacion de los
resultados de pruebas de laboratorio clinico; sin embargo un resultado por si mismo
es de poco valor si no se acompafia con la informacion adecuada para su
interpretacion (Katayev y col., 2010).

Muy pocos laboratorios realizan sus propios estudios de valores de referencia,
por ende los laboratorios y fabricantes se basan en estudios realizados décadas atrés,
cuando los métodos y la poblacion eran muy diferentes. Hasta ahora, la mayoria de
los valores de referencia se han apoyado en los obtenidos en perros adultos, por esta
razén no siempre pueden usarse en animales jévenes (Sako y col., 2011).

Los factores individuales (raza, edad y sexo), factores ambientales (temporada
y clima, procesos fisioldgicos) y sociales pueden tener efectos en los individuos

clinicamente "normales" y provocar variaciones significativas en los valores de
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referencia (Rautenbach y Joubert, 1988). Como consecuencia de la influencia del
ambiente sobre los valores de los componentes sanguineos, es importante obtener
valores regionales y no utilizar los obtenidos en otros paises (Castellanos y col.,
2009).

Con respecto a los factores individuales se han encontrado algunos estudios
que hablan acerca del tema desde su evolucion hasta su estado actual; como el de
Konrad y col., (1980) quienes determinaron 26 propiedades bioquimicas en 72 perros
sanos de la raza pastor aleman de diferentes edades entre 6.5 meses hasta 7 afios.
También algunos autores estudiaron la variacibn de la actividad enziméatica
plasmatica con respecto a la edad y género (Keller y Wall, 1982). Al igual que Strasser
y col., (1993) examinaron la variacion en los valores bioquimicos, asociados con la
edad, con el fin de establecer los valores normales para perros de cierta edad.

Por su parte, Mischke (1994) estudio la relacion de la edad, el sexo y la raza
con respecto a la actividad de los factores de coagulacion Il, V, VIl y X en perros
sanos. Mientras tanto Hinchcliff (1996) relacioné la bioquimica sanguinea con el
rendimiento en perros de trineo. En ese mismo afio, Mischke y col., (1996) observaron
el efecto de la concentracién sanguinea de albumina en relacién con la concentracion
de calcio ionizado y calcio total en perros.

Kuhl y col., (2000) determinaron los valores de referencia de la concentracion
plasmaticas de albumina, proteinas totales, glucosa, bilirrubina total, urea, creatinina,
colesterina, triglicéridos, asi como también la actividad de la fosfatasa alcalina,
alanina aminotransferasa y glutamato deshidrogenasa, basandose en cachorros
sanos durante las primeras 8 semanas de vida; en donde observaron que a menudo
los valores de referencia en cachorros estaban por debajo de los propuestos para
adultos.

Otros autores como Sharkey y col., (2009) encontraron diferencias en los
analitos bioquimicos sanguineos con relacion a la raza. Ademas se han desarrollado
valores de referencia para los analitos bioquimicos determinados de manera
estadistica, en perros galgos sanos que no son utilizados en las competencias de
carreras de esta raza y también en relaciéon al género (Dunlop y col., 2011). Por su
parte, Aleman y col., (2000) encontraron diferencias en los parametros bioquimicos
en funcién al género en diferentes especies. Sin embargo, Jangsangthong y col.,

(2012) mencionan que poco se sabe acerca del género.
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Asimismo Castellanos y Castellanos (2010) después de elaborar su estudio
en perros adultos concluyen que deben desarrollarse estudios para determinar
valores bioquimicos de referencia en perros de otras regiones del pais, que permitira
consolidar informacion suficiente para estandarizar los valores de referencia
nacionales; asi como también realizar estudios relacionados con el tema, en perros
menores de un afio. Por su parte, Schafersy col., (2013) observaron que los valores
de referencia para alanina aminotransferasa y fosfatasa alcalina en perros jovenes
menores a un afio y adultos mayores a 10 afios de edad difieren de manera
significativa de los adultos de 1 a 9 afios de edad.

Algunos otros autores también han determinado que existen diferencias en los
pardmetros bioquimicos en relacién a la raza (Sheerer y col., 2013; Uhrikova y col.,
2013; Zaldivar y col.,, 2011). Asimismo se ha encontrado que los parametros
bioquimicos en el plasma cambian con la edad (lkeuchi y col.,, 1991), en
consecuencia, establecer los valores de referencia de parametros bioquimicos para
perros jovenes menores a un afio de edad, es considerado de gran utilidad para el
clinico veterinario y el investigador (Sako y col., 2011).

En la actualidad se ha identificado que los valores de referencia se ven
influenciados por la raza, edad, peso corporal y género (Misbach y col., 2014). Sin
embargo, a pesar de la importancia que representan los analisis sanguineos, la
informacion de los valores de referencia de bioquimica sanguinea en perros cachorros
y adultos sanos es muy escasa (von Dehn, 2014; Rortveit y col., 2015).

Existen otros trabajos en los que han determinado el efecto del ejercicio sobre
los valores bioquimicos sanguineos en perros (McKenzie y col.,, 2007). Ademas
algunos han desarrollado un estudio para conocer la importancia de utilizar la
bioquimica sanguinea en perros que seran anestesiados y de este modo establecer
las pruebas previas mas utiles para evaluar el riesgo anestésico (Alef y col., 2008).

Otros aspectos reportados en relacion a la variacion de los valores bioquimicos,
son las condiciones de la recoleccion de la muestra, el sitio de puncion y el método
usado para la determinacién (Comazzi y col., 2004).

Con respecto a los factores que pueden influir en la toma y procesamiento de
muestra, Tasker (1978) observd que la presencia de anticoagulantes, hemdlisis,
lipemia o hiperbilirrubinemia, a menudo eran las responsables de inconsistencias en

los resultados de la bioquimica sanguinea. Algunos estudios han evaluado la
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influencia de los ciclos de congelacion y descongelacion sobre los componentes
plasmaticos, como resultado obtuvieron que los ciclos de congelaciéon y
descongelacion repetidos no provocan cambios en los componentes bioquimicos
estudiados en el plasma canino (Reynolds y col., 2006).

En medicina veterinaria se han determinado varios metabolitos, enzimas y
electrolitos en suero sanguineo de diferentes especies, con el fin de revisar la
bioquimica sanguinea seca (Tschudi, 1995). Otros autores han comparado los
valores de creatinina, glucosa, proteinas, urea, alanina aminotransferasa y fosfatasa
alcalina en plasma canino, obtenidos con diferentes analizadores para bioquimica
sanguinea seca como Spotchem SP 4430 y Vitros 250 (Trumel y col., 2005). También
se han realizado estudios para comparar los analizadores de bioquimica sanguinea
hameda (Papasouliotis y col., 2006; Geffre y col., 2008).

Otros autores realizaron un estudio en perros, para sefalar las principales
diferencias en los parametros bioguimicos, que ayuden a determinar si la diferencia
entre dos resultados analiticos consecutivos puede atribuirse con seguridad a la
variacion natural (Jensen y Aaes, 1993).

Entretanto Hilppo, (1986) determind los 10 parametros bioquimicos mas
frecuentes en veterinaria como: alanino aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (FAS), gamma glutamil transferasa (GGT),
creatina quinasa (CK), urea, creatinina, colesterol, proteinas totales y albamina. Otros
autores analizaron muestras de sangre de 60 casos clinicos en perros, en los que
midieron 18 analitos (urea, creatinina, proteinas totales, albumina, CK, AST, ALT,
FAS, bilirrubina total, amilasa, lipasa, glucosa, triacilglicerol, colesterol, calcio total,
fosfato, sodio y potasio) de mayor importancia diagndéstica (Papasouliotis y col., 2008)

A continuacién en el cuadro 1 se observa una sintesis de algunas referencias
que hablan a cerca de la evolucion y estado actual de la bioquimica sanguinea en

medicina veterinaria.
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Cuadro 1. Cronologia de bioquimica sanguinea en medicina veterinaria

ANO AUTOR APORTACIONES

1974 | Henry y Reed Factores individuales, ambientales y procesos fisiolégicos
provocan variaciones en los valores de referencia.

1978 | Tasker Los anticoagulantes, hemdlisis, lipemia o hiperbilirrubinemia
son responsables de inconsistencias en los resultados de
bioquimica sanguinea.

1979 | Lumsdeny col., Cada laboratorio es capaz de generar valores de referencia;
estos son Utiles para los clinicos e investigadores

1982 | Kellery Wall Variacion de la actividad enzimatica plasmatica con respecto
a la edad y género

1986 | Hilppo Midié parametros bioguimicos como:
ALT,AST,FAS,GGT,CK, urea, creatinina, colesterol,
proteinas totales y albumina

1993 | Strassery col., Examinaron cambios en los valores asociados con la edad

1995 | Tschudi Bioquimica sanguinea seca

1999 | Freeman y Gruenwaldt Validacion de control de calidad para los laboratorios
veterinarios

2000 | Kuhly col., Parametros bioquimicos en cachorros durante las primeras
8 semanas de vida

2006 | Papasouliotis y col., Comparacion de valores con diferentes analizadores de
bioquimica humeda

2009 | Sharkeyy col., Diferencias en parametros bioguimicos con relacién a la
raza

2010 | Castellanosy Valores de referencia en grupos de perros adultos

Castellanos

2012 | Jangsangthongy col., Parametros bioquimicos en relacién a la raza y edad; poco
se sabe del género

2013 | Schafersy col., Los valores de referencia requieren de re-evaluacion regular
porque a través de los avances y nuevos conocimientos,
algunos de los factores relacionados con su determinacion,
en particular los métodos y equipos, estan en constante
cambio

2014 | Von Dehn Valores de referencia en cachorros

Fuente: Elaboracion propia

1.1.1. Coleccién, manejo y enviéo de muestras sanguineas para laboratorio

clinico

No existe en el organismo ningun tejido con tantas funciones fisiolégicas como el
tejido liquido que es la sangre, componente importante del cuerpo por si misma,
transporta ademas casi todas las materias necesarias para la vida, en macro o

microporciones. Por ello es comprensible que la mayor parte de las determinaciones
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analiticas de laboratorio se realicen en sangre total, plasma sanguineo o suero, como

materia prima.

El plasma se obtiene de la sangre con anticoagulante, por centrifugacion y
contiene un 90% de agua y un 10% de sustancias disueltas. El suero es un liquido
sobrenadante sobre el coagulo sanguineo, después de retraido. Se trata de una parte
del plasma, pero sin fibrinbgeno ni protrombina (solo residuos). Sin embargo
contienen trombina. El contenido de minerales del suero esta también mas o menos
disminuido respecto al plasma. Por cada 10 mililitros de sangre se obtiene en el perro
de 4 a 5 ml de suero (Kraft y col., 1998).

La sangre es un medio importante para evaluar el estado de salud de los
animales. Tanto las condiciones fisiol6gicas como las patolégicas pueden ser
evaluadas por los analisis bioquimicos de la sangre (Khan y col., 2011).

Muchas situaciones afectan los pardmetros de bioquimica sanguinea incluidos
los métodos de toma de muestras y preparacion, equipos, reactivos y métodos de
analisis (Washington y Van Hoosier, 2012). Por lo tanto, la exactitud de las
evaluaciones de laboratorio depende en gran parte de la calidad en la coleccién,
preparacion y transporte de las muestras, de tal forma que el éxito del uso del
laboratorio esta relacionado con el cuidado que se tiene desde la toma de muestras,
hasta la ejecucion de las técnicas de analisis y el informe de resultados (NUfiez, 2005).

En la practica deben elegirse las técnicas mas adecuadas para las
determinaciones. Los equipos comerciales de reactivos (kits) llevan incorporadas las
instrucciones para su uso, con la técnica recomendada por el productor. Los
siguientes parametros tienen una importancia especial en clinica veterinaria:

e Alanino aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), lactato
deshidrogenasa (LDH), fosfatasa alcalina (FAS), gama glutamil transferasa
(GGT), urea, creatinina, colesterol, triglicéridos, glucosa, proteinas totales,
albumina y bilirrubina (total, directa e indirecta). Ademas de sodio, potasio, cloro,
calcio, fosforo, hierro y magnesio (Papasouliotis y col., 2008).

Es conveniente insistir en que el muestreo debe efectuar antes de cualquier

tratamiento, para que sirva como referencia cuando se haga el seguimiento del

paciente. Con una sola evaluacion sanguinea es dificil establecer si los resultados

detectados son anormales o si se encuentran sin variaciones. Una segunda
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evaluacion permite detectar la resolucion del problema o una exacerbacion de éste,
ademas facilita establecer un prondstico con mayor precision (Schaer, 2009).

En condiciones ideales, la muestra debe tomarse con el paciente en ayuno de
12 horas, en la préactica pocas veces es necesario dar estas indicaciones a los
propietarios, debido a que los pacientes llegan a la clinica con hiporexia, anorexia o
con un efecto postprandial (efectos posteriores a la ingestién de alimento) minimo o
inexistente (Nufez, 2005).

Para obtener una muestra de sangre en perros se recomienda puncionar las
venas cefdlica, safena o yugular. En caso de que los animales sean cachorros, de
talla pequefia o con una hipovolemia importante se prefieren las yugulares. Se debe
hacer la limpieza de la zona de puncién con antisépticos como el alcohol, ésta debe
secarse con una torunda de algodén, de lo contrario se corre el riesgo de que entre
el alcohol a la aguja por capilaridad y se produzca una hemdlisis, lo cual afecta la
calidad de la muestra en hematologia y bioquimica (Schaer, 2009).

Sin embargo, en un estudio realizado para investigar la diferencia en la
concentracién de varios componentes de la sangre en bioquimica sanguinea de
muestras obtenidas de vena yugular y vena cefalica externa; no observaron
diferencias decisivas en los resultados, pero en el caso de la creatinina se encontro
una diferencia significativa en los resultados de las pruebas entre las dos venas; los
resultados mas altos en general se midieron en sangre venosa yugular. Estos
hallazgos indican que puede ser aconsejable establecer procedimientos
estandarizados en la obtencion de muestras de sangre y hacer ajustes en la
interpretacion de los resultados (Jensen y col., 1994).

Mientras tanto, para favorecer la acumulacion de la sangre en el interior de la
vena seleccionada, se aplica un torniquete cercano durante un maximo de 10
segundos antes de la venopuncion, pues mantenerlo por mayor tiempo produce un
aumento de la masa eritroide por retencion de eritrocitos en mayor proporcion que el
plasma. El animal debe encontrarse lo menos excitado posible para minimizar las
variaciones fisioldgicas que estos estados traen consigo (Schaer, 2009).

Las muestras deben identificarse con los siguientes datos:

a) Nombre del paciente, especie, raza, edad, hora y fecha de muestreo.
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b) Sefalar con tinta roja si existe sospecha de rabia, tuberculosis, brucelosis,
leptospirosis, salmonelosis u otra enfermedad transmisible al hombre, con el fin de
aumentar las precauciones durante el manejo de la muestra en el laboratorio.

c) Describir la anamnesis con los hechos mas relevantes, como la presencia de
diarrea, vomito, anorexia, hiporexia, fiebre, etc. y mencionar los dias de duracion.

d) Indicar si al animal se le ha administrado algin tratamiento médico y cuanto tiempo
tiene de recibirlo, particularmente en los casos de terapia de liquidos y de electrolitos,
cortico terapia de larga accién, transfusiones sanguineas; pues aunque la terapia
haya sido concluida, sus efectos en la sangre permanecen durante 5 dias o mas.

e) Debe sefnalarse cualquier tipo de cirugia que se haya realizado, la fecha del

procedimiento y las evaluaciones posquirdrgicas (Birchard y Sherding, 2006).

1.1.2. Influencia de los sueros hemolizados o lipémicos y de los anticoagulantes

La hemolisis o los sueros lipémicos no interfieren en las siguientes determinaciones:
colinesterasa, lipidos totales, glucosa. La reaccion del Biuret, para determinar
proteinas totales, se ve influida por los sueros hemolizados, lipémicos o ictéricos. Los
sueros hemolizados interfieren en las determinaciones de colesterol, fosfatasa
alcalina, bilirrubina, creatinina, hierro, asi como la actividad enzimética de AST, ALT,
GGT, lactato deshidrogenasa (LDH), fosfatasa acida, urea y fosforo inorganico. Los
sueros lipémicos, por el contrario, no interfieren con estas reacciones. Aunque
parezca muy practico usar anticoagulantes para conservar la sangre durante cierto
tiempo, no por ello debe creerse que todos los elementos sanguineos formes, en
especial las células, pueden mantenerse indefinidamente (Kraft y col., 1998).

Un estudio realizado en muestras obtenidas en tubos que contenian heparina
de litio midieron las concentraciones de albumina, nitrégeno ureico en sangre (BUN),
colesterol, creatinina, glucosa, bilirrubina total, proteina total, FAS, ALT, AST y CK;
proporcionado resultados bioquimicos equivalentes, en comparacion con los
resultados de las muestras obtenidas mediante el uso de tubos sin anticoagulante,
observaron a su vez que se minimiza el volumen total de la muestra recogida para las
pruebas de diagnoéstico; sin embargo notaron diferencias en la concentracion de

glucosa y colesterol (Whittemore y Flatland, 2010).

18



También se ha estudiado los efectos de anticoagulantes (heparina, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), citrato de sodio y oxalato de sodio / fluoruro de
potasio) y sin anticoagulante en los resultados de bioquimica sanguinea en perros,
observaron diferencias en la albimina en relacién con el suero y plasma heparinizado,
también encontraron una disminucion significativa de fosfatasa alcalina y albumina
cuando se us6é EDTA. En cuanto al citrato de sodio, éste produjo una disminucioén del
10-15% en la mayoria de los metabolitos y enzimas, debido a un efecto de dilucion
de la muestra; el uso de oxalato de sodio/ fluoruro de potasio provoco hemolisis en
las muestras, que pudo haber producido cambios en algunos parametros bioquimicos
(Ceron y col., 2004).

Cuando la concentracion o actividad de un analito se encuentra aumentada o
disminuida de manera incorrecta, es dificil interpretar los resultados de las pruebas

de laboratorio con precision (Thomas, 2004).

1.1.3. Control de calidad y validacion de la bioquimica sanguinea

En 1970 la Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) cred un grupo
de expertos en la teoria de los valores de referencia. Este panel publico
recomendaciones con el objetivo de desarrollar una nomenclatura y recomendar
procedimientos para la produccién, tratamiento y presentacion de los valores de
referencia. Aspectos tales como nomenclatura de los valores de referencia, la
seleccién de individuos de referencia, coleccion estandarizada de especimenes,
métodos analiticos y métodos estadisticos, existen 6 publicaciones consideradas
como piedras angulares respecto al tema, la mas actual es la propuesta de (Solberg
y Stamm, 1991).

En diciembre de 2009, la Sociedad Americana de Patologia Clinica Veterinaria
(ASVCP) y el comité de Normas de Aseguramiento de la Calidad del Laboratorio,
publicaron la actualizaciébn de las directrices destinadas para su uso en los
laboratorios de diagnoéstico e investigacion veterinaria que no estan cubiertos por las
normas de la Food and Drug Administration de Buenas Practicas de Laboratorio
(Flatland y col., 2010; Vap y col., 2012).

Las directrices de control de calidad, el mantenimiento de instrumentos, manejo

y recoleccion de muestras, son de gran importancia para obtener resultados
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consistentes y precisos, ademas de minimizar la variacion atribuible al instrumento o
error del operador (Chapman y Hostutler, 2013).

Es imposible establecer valores de referencia fiables para cada individuo, o
incluso para cada laboratorio, los valores de referencia basados en el estandar de la
poblacion son muy valiosos ya que pueden ser utilizados para evaluar los resultados
obtenidos de los laboratorios (Kley y col., 2003). Sin embargo, es necesario que cada
laboratorio establezca sus propios valores de referencia, en base a la especie animal,
zona agroecologica, raza, sexo, edad y condicion fisiolégica, lo que les permitira
obtener rangos referenciales mas sensibles que faciliten el diagnéstico de algun
desequilibrio fisiolégico o patolégico (Barrios y col., 2013).

Los valores de referencia deben ser utilizados para ayudar a la interpretacion
de las observaciones obtenidas a partir de un animal o animales de origen
comparable, es decir subpoblacién similares y sélo si siguen las mismas técnicas de
laboratorio. Cada laboratorio es capaz de generar valores de referencia con tamafios
de muestra adecuados y la metodologia actual para las numerosas subpoblaciones
de interés (Lumsden y col., 1979).

Ademas, muchos analitos incluidos de rutina en bioguimica sanguinea tienen
alta individualidad; por lo tanto, el uso de valores de referencia estandar para
monitorear los cambios en un individuo a través del tiempo, puede implicar perder un
cambio biolégico significativo (Ruaux y col., 2012). Debido a la individualidad de la
mayoria de los analitos los valores de referencia basados en la poblacién son de
escasa utilidad (Baral y col., 2014).

La variacion bioldgica se refiere a la variacion fisiol6gica propia de los analitos;
la relacion de la variacion biolégica individual a la biol6gica grupal se le conoce como
el indice de individualidad de un analito. Este indice determina la capacidad de un
analito en relacion con la poblacién o valores de referencia basados en la literatura.
Un valor de referencia basado en la literatura se conoce también como una variacion
de referencia y se calcula a partir de la variacion biolégica individual (Baral y col.,
2014).

La aplicacion de los conceptos de la variacion biolégica, la individualidad y
variacion de referencia, puede permitir en los laboratorios de diagndstico ofrecer
valores de referencia mas sensibles para evaluar la salud y detectar la enfermedad

(Walton, 2012). Por lo tanto, los médicos deben ser conscientes de los cambios
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temporales en valores bioquimicos en cachorros para evitar una incorrecta
interpretacion de los resultados (Rosset y col., 2012).

Dado que las decisiones para los diagnésticos o el inicio de un tratamiento a
menudo se basan en los valores que quedan fuera del rango de referencia; la
recopilacion y analisis de los valores de referencia deben ser abordados con cuidado
(Friedrichs y col., 2012). Por ello, la planificacion minuciosa de los procesos analiticos
también es necesaria para garantizar que las pruebas rutinarias logren el rendimiento
analitico deseado (Westgard, 1992).

Como todos los equipos de laboratorio tienen componentes que pueden
degradarse con el tiempo, se debe efectuar una evaluacion inicial y periédica de su
desempefo para verificar resultados exactos y precisos durante la vida del
instrumento (Harr y col., 2013). Es por ello que los valores de referencia necesitan de
una re-evaluacién constante ya que a través de los avances y nuevos conocimientos,
algunos de los factores relacionados con su determinacion, en particular los métodos
y equipos, estan en constante cambio (Schafers y col., 2013).

Algunos hallazgos al respecto indican la necesidad del control de calidad
especifico para cada analito y la validacién independiente en cada instrumento (Farr
y Freeman, 2008). De la misma forma (Freeman y Gruenwaldt, 1999) mencionan que
es recomendable la validacién del control de calidad para todos los laboratorios
veterinarios como una herramienta Util en la gestion de la calidad.

Los resultados de muchos ensayos de laboratorio de rutina proporcionan
informacion de diagnéstico importante y son una parte fundamental para la atencién
del paciente en muchas situaciones. Asegurar la precision de estos resultados no sélo
es importante desde el punto de vista diagndstico, sino que también puede evitar la
frustracion relacionada con el esfuerzo de la recopilacion y analisis de muestras que
no producen resultados interpretables (Meinkoth y Allison, 2007).

En base a todos estos argumentos, estudios actuales han tenido el objetivo de
validar los valores de referencia existentes de perros sanos y establecer nuevos
valores para cada uno de los analitos (Nielsen y col., 2010). Asi como también evaluar
la calidad de las pruebas bioquimicas en los laboratorios veterinarios (Rishniw y col.,

2012). Sin embargo, alin hay mas camino por recorrer en este tema.
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1.2. FISIOLOGIA DE LOS INDICADORES DE DANO HEPATICO EVALUADOS EN
BIOQUIMICA SANGUINEA

El higado se compone de laminas o0 monocapas de hepatocitos (figura 3), irrigadas
por ambos lados por la sangre procedente de las sinusoides hepéticos. Entre cada
hilera de células hay un pequefio espacio formado por los pliegues de las membranas
plasmaticas de dos células yuxtapuestas. La parte de la membrana que tapiza estos
espacios se aisla del resto de la misma y establece estrechas uniones que convierten
estos huecos en compartimentos independientes del medio extracelular que los
rodea. Estos espacios se unen en hileras para formar canaliculos, que desembocan
en los ductos biliares. Los hepatocitos secretan la bilis a estos canaliculos y de aqui
a los conductos biliares. Estos canaliculos podrian considerarse como acinos
recubiertos de hepatocitos que vierten su secrecion a las vias biliares (Cunningham y
Klein, 2013).

El higado tiene funciones metabdlicas muy importantes de sintesis, captacion,
conjugacion, secrecion y desintoxicacion, que lo convierten en un érgano susceptible
de desarrollar inflamaciones, infecciones, degeneraciones y neoplasias. Por esta

razon, se debe evaluar el funcionamiento y la integridad hepatocelular (NUfiez, 2005).

Sinusoides

Canaliculo

Rama de la
vena porta

Ramadela
arteria hepética

Figura 3. Anatomia microscopica del higado
Fuente: Cunningham y Klein, 2013
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La circulacién enterohepética (figura 4) es el flujo de los acidos biliares desde
el higado al intestino, a la sangre del sistema porta, de nuevo al higado y al intestino
(Cunningham y Klein, 2013).
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Figura 4. Ciclo enterohepatico
Fuente: Cunningham y Klein, 2013

La funcion del higado se evallia con enzimas hepaticas que son indicadores
sensibles para la deteccion de enfermedad y / o colestasis; sin embargo, a menudo
no son especificos para una causa primaria. El aumento de actividad de las enzimas
séricas puede ocurrir en animales clinicamente normales y en animales con y sin
enfermedad hepatica. Ademas, la deteccion de otras anomalias bioquimicas, tales
como hipoproteinemia, hipoglucemia o hipocolesterolemia, también pueden ser de
utilidad para evaluar el funcionamiento hepético (Chapman y Hostutler, 2013).

La gravedad del aumento en sangre de enzimas como ALT y AST depende de
la concentracion celular y la localizacién subcelular. El aumento de enzimas que se
encuentran tanto en el citosol como en mitocondrias sugiere un mayor grado de lesion
de las células en comparacién con las que solo se encuentran en citosol. Mientras
que enzimas como FAS y GGT son asociadas con la membrana celular y su gravedad
depende de la capacidad para la produccion enzimatica. Dicha gravedad puede ser
interpretada de acuerdo con las veces que aumento la actividad enzimatica en sangre
por encima del limite superior, es decir, de 2 a 3 veces se considera gravedad leve;
de 4 a 5 veces se considera moderada y mayor a 10 veces se considera marcada
(Brunch, 2003).
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1.2.1. Alanino aminotransferasa (ALT)

También conocida como glutamato piruvato transaminasa (GPT). Se encuentra en
higado, pero también se localiza en cantidades menores en encéfalo, rifion, glébulos
rojos, musculo esquelético y cardiaco. No se une a las mitocondrias y se encuentra
en altas concentraciones en el citoplasma de las células hepaticas. La estabilidad in
vitro es de 7 dias a 4°C (Lassen, 2004).

Es especifica del higado en pequefas especies, su actividad supera a la de
otras enzimas hepaticas (NUfez, 2005). Esta enzima es un catalizador en la reacciéon
de la desaminacién de la alanina, donde se obtiene la produccion de piruvato que
entra en el ciclo de Krebs o la via de gluconeogénesis (Stockham y Scott, 2008).

No tiene isoenzimas especificas; las concentraciones de ALT en el corazén y
en el rindn son de un cuarto y un décimo de la concentracibn hepética
respectivamente. Una baja actividad no tiene significado conocido. El incremento de
la actividad es proporcional al nimero de células dafadas y no al grado de lesion;
ligeros aumentos son poco importantes, ya que una de las funciones del higado es la
detoxificaciéon, no es infrecuente que sufra un ligero grado de lesion. En un episodio
como la necrosis hepatica extensa (hepatitis infecciosa canina o intoxicacién por
tetracloruro de carbono) la actividad de ALT aumenta rapidamente después de 3 0 4
dias y declina a lo normal de 10 a 14 dias. La actividad plasméatica puede permanecer
elevada algunos dias, a pesar de que el dafo se esté reparado. Parece probable que
el aumento de produccién celular durante la regeneracion sea el responsable de la
regeneracion continua. Un dafio persistente provoca una elevacion persistente
(neoplasia, hepatitis cronica) (Bush, 1999).

La principal utilidad clinica de esta enzima es detectar lesiones hepatocelulares,
aunque la distribucion de la enzima en otros tejidos puede presentar un reto
diagnostico. La actividad enzimatica en el masculo esquelético es de un aproximado
5% y en musculo cardiaco de un 25% menor en comparacion con los hepatocitos
(Lassen, 2004).

El aumento de la actividad sérica de esta enzima se asocia con alteraciones de
la permeabilidad de la membrana hepatocelular, con causas potenciales que incluyen
agresion toxica, enfermedad inflamatoria, hipoxia, traumatismo de los tejidos vy

neoplasia. Mientras que el aumento asociado con corticosteroides o terapia de
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fenobarbital puede ser multifactorial debido al aumento de la sintesis de la enzima y
el dafio celular (Meyer y Harvey, 2000).

En lesiones masivas, como hipoxia celular, se observa mayor incremento de
actividad enzimética que en una lesién solitaria, como absceso o tumor localizado. El
aumento de estas enzimas también depende de la cantidad de parénquima hepatico
existente, pues, si es menor; el aumento puede ser ligero o moderado, aun en casos
de necrosis. En la figura 5 se observa la fisiologia normal y patolégica de esta enzima
(Nunez, 2005).

Fisiologia normal

i E ‘ J LN ———
Citosol ALT Citosol ALT Toxicos,
ALT ALT ALT ALT enfermedades
ALT ALT inflamatorias,
alanina + a-cetoglutarato -~ ALT  piruvato + glutamato alanina + a-cetoglutarato -~ ALT  piruvato + glutamato < hipoxia, trauma
I tisular,
ALT ALT | ALT ALT l neoplasias,
ALT ’ ALT l farmacos ...
 — _J - ———
S = \\\“\/’/‘/’
Ciclo de Krebs, gluconeogénesis, formacion Aumento de ALT en sangre:I

de aminoécidos, neurotransmisor, transporte
de nitrégeno...

Figura 5. Fisiologia normal y patolégica de la ALT
Esquema del sitio de localizacion de la ALT, donde se observa su participacion fisiolégica y
las situaciones por las que puede aumentar en sangre.

Un aumento de la actividad de esta enzima puede ocurrir en una lesién
hepatocelular reversible o irreversible; en algunas anomalias puede haber ausencia
de actividad enzimatica como resultado de una disminuciéon cuantitativa en los
hepatocitos (cirrosis avanzada, derivacion portosistémica con atrofia). Los trastornos
inflamatorios 0 necrotizante se asocian a menudo con las mas severas elevaciones

de enzimas del suero, mientras que las elevaciones moderadas pueden ocurrir con
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neoplasia hepética, enfermedad del tracto biliar (obstructiva o no obstructiva) y la
cirrosis (Washbau y Day, 2013).

Una leve elevacion de las enzimas en suero, es inespecifica y puede ocurrir en
un amplio espectro de trastornos crénicos metabdlicos, neoplasicos, vasculares e
inflamatorios. También hay varios medicamentos que pueden elevar la actividad de
la ALT sérica, sin la presencia de una enfermedad hepatocelular primaria significativa;
en el cuadro 2 se presenta un resumen de las causas de incremento de ALT en sangre
(Bain, 2011).

Cuadro 2. Causas de incremento de ALT.
Causas de incremento

Hepatitis infecciosa aguda, toxica, activa cronica.
Traumatismo hepético grave.
Pancreatitis aguda
Colangitis linfocitica y lipidosis hepatica idiopatica.
Shock grave que produce hipoxia.
Neoplasia.
Amiloidosis hepatica.
Proceso hepético secundario (efecto leve/moderado).
Shunt portosistémico (efecto leve, si lo hay)
Induccion por farmacos.
Miocarditis.
Fiebre (efecto leve)
Hemodlisis, lipemia

La vida media y la cantidad hepatocelular de la ALT es superior a la de AST,
como se muestra en el cuadro 3. Esto influye en la interpretacion, pues un aumento
de ambas indica una degeneracién o necrosis hepatocelular activa. Cuando la AST
esta dentro del rango muestra la presencia de un proceso inactivo; cuando la AST es
superior a la ALT, sefiala un aumento de permeabilidad, degeneracion o necrosis

muscular (Nufiez, 2005).

Cuadro 3. Vida media de las enzimas hepéticas.

Enzima Localizacién Vida media
AST Citosol/mitocondria 20 a 36 horas
ALT Citosol 40 a 60 horas
FAS Microsomal/bordes de canaliculos, epitelio biliar 72 horas
GGT Microsomal/bordes de canaliculos, epitelio biliar, pancreas | 96 horas
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1.2.2. Aspartato aminotransferasa (AST)

También conocida como glutamato oxalacético transaminasa (GOT). Se presenta en
el citosol y también se une a las mitocondrias. No es histoespecifica por que también
se localiza en grandes cantidades en el musculo esquelético, miocardio, eritrocitos y
células de la mucosa intestinal. Se encuentra mas en miocardio que en higado. Se
mantiene elevada durante un periodo extenso (2-3 dias). Su actividad incrementa en
hepatopatia. En la figura 6 se puede observar la fisiologia normal y patologica de la
AST (Anderson y Taibo,1999).

Fisiologia normal

Fisiopatologia

4 h
Citosol N 1/{ Citosol Téxicos,
AST aspartato + a-cetoglutarato AST aspartato + a-cetoglutarato | enfermedades
AST < 1] AST AST :}ﬂzzaatonas,
oxaloacetato + glutamato oxaloacetato + glutamato P 8
AST AST trauma tisular,

I\
AsT [AST AsT |AST \l neoplasias,
' | hemolisis...

Ciclo de Krebs, ciclo de la urea, Aumento de AST en sangre i

gluconeogénesis, transporte de nitrégeno, SRCRCRCRCaRaCa e
formacion de aminoacidos,
neurotransmisor...

Figura 6. Fisiologia normal y patoldgica de la AST
Esquema del sitio de localizacién de la AST, donde se observa su participacion fisiolégica a
nivel mitocondrial y celular, ademas de las situaciones en las que aumenta en sangre.

Un aumento de la actividad de esta enzima indica un dafio en la permeabilidad
muscular o hepatica. En el higado hay dos isoenzimas de la AST, una en el citosol y
la otra en las mitocondrias; su aumento sugiere una degeneracion (isoenzima del
citosol) o una necrosis hepatocelular (isoenzima mitocondrial). Es lamentable que no
exista un kit comercial para la distincion entre estas isoenzimas (Nufiez, 2005).

El dafio de las células de cualquier érgano ya mencionado, causa liberacion
de las isoenzimas, que incrementa su actividad plasmética (cuadro 4). Una actividad

baja no tiene ningun significado particular. EI mayor problema de la AST es su falta
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de especificidad, por ello, se deben efectuar otras determinaciones enzimaticas y
otras pruebas para confirmar el diagnéstico presuntivo (Bush, 1999).

Cuadro 4. Causas de incremento de AST.
Causas de incremento

Dafio hepatico.

Dafio en el musculo esquelético (miopatias inflamatorias, traumaticas, hereditarias o adquiridas,
endocrinas, metabdlicas, nutricionales, tromboembolismo adrtico, miastenia gravis, neoplasias).
Desordenes miocardicos (isquemia cardiaca, traumatismos, necrosis, degeneracion, neoplasias,
congestion cardiaca).

Ejercicio intenso.

Hemodlisis (error).

Farmacos (anticonvulsivos, estrégenos).

1.2.3. Lactato deshidrogenasa (LDH)

También conocida como lactato deshidrogenasa sérica (SLDH). Esta enzima
comprende 5 isoenzimas, que aparecen en una amplia variedad de tejidos, en
particular en el musculo esquelético, masculo cardiaco, higado y eritrocitos; también
en pancreas, hueso y pulmén. La LDH también es conocida como hidroxibutirato
deshidrogenasa (HBD o HBDH). Aunque la LDH no separada no es 6érgano-
especifica, tiene la ventaja, para el diagndstico de alteraciones musculares, de poseer

una vida media mas larga que la CK. En la figura 7 se puede observar la fisiologia
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normal y patolégica de la LDH.
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Citosol LDH <’_ > Citosol LDH
LDH LDH Vel LDH LoH ¥ [Trastomnos
| hepaticos, del
Lactato + NADH+ - LDH  Piruvato + NADH + He Lactato + NADH+ < LDH  Piruvato + NADH + H+ musculo
esqueléticoy
LDH LDH cardiaco,
LDH LDH LDH LDH ’ hemolisis...
Ciclo de Krebs, gluconeogénesis, reacciones de Aumento de LDH en sangre

oxidacion, glicolisis...

Figura 7. Fisiologia normal y patoldgica de la LDH
Esquema del sitio de localizacion de la LDH, donde se observa su participacion fisiologica a

nivel celular, ademas de las situaciones en las que puede aumentar en sangre.
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La hemdlisis distorsiona la precision de los resultados porque la concentracion
de LDH en los eritrocitos es 150 veces superior a la del plasma (es posible que los
eritrocitos sean el origen de la actividad plasmatica “normal” de LDH, aunque parece
mas probable que derive del higado. Aun asi, dejar los eritrocitos en contacto con el
suero o el plasma durante un periodo prolongado es poco deseable, debido a que la
membrana eritrocitaria en estado de anoxia deja pasar la LDH; por ello es preferible
separar la muestra. En el cuadro 5 se enlistan las principales causas relacionadas

con el incremento de la actividad enzimética especifica de LDH (Bush, 1999).

Cuadro 5. Causas de incremento de LDH.
Causas de incremento

Trastornos del masculo esquelético

Trastornos del musculo cardiaco (cardiomiopatias: isquemia por endocarditis bacteriana, dirofilariosis,
trombosis adrtica e infarto miocéardico, traumatismos, necrosis, degeneracion y neoplasias).
Trastornos hepaticos (dafio celular) y Hemodlisis.

1.2.4. Fosfatasa alcalina (FAS)

La Fosfatasa alcalina (FAS) es una de las enzimas mas empleadas como marcadores
de la colestasis, esta enzima se encuentra en la membrana citoplasmatica en el nivel
de los canaliculos biliares y en el epitelio biliar (Nufiez, 2005).

La FAS tiene 7 isoenzimas: hepatica, hepatica inducida por cortico esteroides, 6sea
(osteoblastos), intestinal, renal, leucocitaria y placentaria. El incremento se debe a las
isoenzimas que derivan del higado y hueso, ya que su vida media es de 3 dias,
mientras que las otras tienen una vida media de solo 3 a 6 minutos y contribuyen poco
a la actividad total. A diferencia de otras enzimas, el incremento de la actividad
plasmatica se debe mas a la induccion (es decir, aumento en la sintesis) que al
incremento en la liberacion a partir de células dafiadas. En la figura 8 se puede
observar la fisiologia normal y patolégica de la FAS (Bush, 1999; Nufiez, 2005).

La FAS aumenta en situaciones de colestasis, por la accion de barbituricos o
cortico esteroides. La isoenzima 6sea muy pocas veces se encuentra elevada en
animales adultos. Animales jovenes en crecimiento tiene hiperactividad de FAS por
incremento del metabolismo 6seo; una vez finalizado éste, un aumento de la FAS se
considera de origen colestasico o por induccion (Anderson y Taibo, 1999; Nufiez,
2005).
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Figura 8. Fisiologia normal y patoldgica de la FAS
Esquema del sitio de localizacion de la FAS, donde se observa su participacion fisiolégica en

la membrana citoplasmatica, ademas de las causas por las que aumenta en sangre.

Las enfermedades gastrointestinales también cursan por un aumento. La
electroforesis y la microscopia convencional demostré hiperactividad FAS en las
superficies absortivas y secretorias de las células hepaticas. Dentro de los hepatocitos
se une a las membranas y cuando los homogeneizados hepaticos son sometidos a
centrifugacién de alta velocidad, la actividad FAS sedimenta con las fracciones
microsomicas y de la membrana plasmatica. Aumenta en la circulacion sanguinea en
casos de hepatopatia. Concentraciones mas elevadas son relacionadas con
colangitis, cirrosis biliar y obstruccion ductal biliar extra hepatica. Hidroliza la
fosforilcolina a fin de liberar colina para la excrecion biliar. En el cuadro 6 se enlistan
las principales causas relacionadas con el incremento de la actividad enzimética
especifica de FAS (Anderson y Taibo, 1999).

Cuadro 6. Causas de incremento de FAS.
Causas de incremento
Obstruccion biliar (colestasis), intra o extrahepatica.
Dafio hepatico.
Inducido por esteroides y fArmacos no esteroideos.
Hiperadrenocorticismo.
Animales en crecimiento.
Enfermedad 6sea extensa o generalizada: hiperparatiroidismo, etc.
Otros desordenes endocrinos.
Neoplasia.
Septicemia/endotoxemia.
Inanicion. Regeneracion hepatica.
Gestacion. Entrenamiento. Dieta de prescripcion s/d (Hill's).
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1.2.5. Gamma glutamil transferasa (GGT)

También conocida como gama- glutamiltranspeptidasa, es una carboxipeptidasa
asociada con el metabolismo del glutation reducido, se encuentra ligada a la
membrana, por ende no aumenta con tanta facilidad en el dafio hepético agudo. La
GGT ademas de estar presente en la membrana citoplasmatica, en los canaliculos
biliares y en el epitelio biliar, también se encuentra en el pancreas, en el intestino y
en el rifién (células del tabulo renal proximal especificas del borde cepillo). Los
eritrocitos y el musculo esquelético presentan niveles muy bajos de GGT. El tiempo
de vida media es de 3 a 4 dias. Los esteroides y anticonvulsivos causan elevacion de
GGT. En la figura 9 se puede observar la fisiologia normal y patologica de la GGT
(Anderson y Taibo, 1999; Nufiez, 2005).

Fisiopatologia
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Sintesis y degradacion de glutation (desintoxicacion | Aumento de GGT en sangre
celulary resistencia a toxinas). )

Figura 9. Fisiologia normal y patolégica de la GGT
Esquema del sitio de localizacion de la GGT, donde se observa su participacion fisioldgica en
la membrana citoplasmatica, ademas de las causas por las que puede aumentar en sangre.

Es importante conocer la vida media de las enzimas, porque indican si la lesion o la
necrosis hepética es aun activa 0 no. Las enzimas mitocondriales regresan mas
rapido a los valores de referencia cuando se inactiva la necrosis; ademas su vida
media es inferior a la de las enzimas del citosol (cuadro 3).

Para distinguir enfermedades del tracto biliar de enfermedades hepatocelulares se
usa larazén GGT/ALT,; si esta se eleva se trata de las primeras. La actividad rara vez

aumenta en trastornos renales, porque la enzima se excreta a través de la orina. En
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el cuadro 7 se observan las diferentes causas de incremento de GGT en sangre
(Bush, 1999).

Ademas, la GGT del rifidn no se detecta en sangre, sino en la orina, en la que
se emplea como un indicador de dafio tubular renal en forma incipiente. Cuando la
GGT sérica se determina en forma conjunta con la FAS y con la ALT, se mejora el
valor diagnostico del examen. Cualquier incremento en la actividad de la GGT debido
a glucocorticoides es mucho menor que en la actividad de la FAS (Nufiez, 2005).

Cuadro 7. Causas de incremento de GGT.
Causas de incremento
Dafio hepatico (neoplasias).
Obstruccion biliar (colestasis).
Glucocorticoides.
Anticonvulsivos (fenobarbital y primidona)

1.2.6. Urea

La urea se sintetiza en el higado a partir del amonio, que en su mayoria proviene de
la degradacion (catabolismo) de los aminoacidos derivados de las proteinas tisulares
o de las proteinas de la dieta. Una parte de la urea se absorbe en el intestino, donde
se forma por la accion de las bacterias sobre los aminoacidos de la dieta y sobre a
urea endogena recirculada y se transporta hasta el higado. En la figura 10 se puede
observar la fisiologia normal y patolégica de la urea (Bush, 1999).

La urea puede encontrarse disminuida en animales alimentados con dietas
muy bajas en proteinas, en casos de insuficiencia hepatica grave o “shunts porto
sistémicos” o tras tratamientos con esteroides anabolizantes (Heine y Lefebvre,
2007). Ademas, cuando el metabolismo de la urea se altera por una insuficiencia
hepatica, disminuye la concentracion de urea en el organismo. Una hipoperfusion
renal, o una insuficiencia renal, pueden desenmascarar esta situaciéon por la
disminucion en su eliminacion. Por ende, cualquier causa de poliuria/polidipsia o una

anorexia prolongada ocasionan una reduccion de la urea (Nufiez, 2005).
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Figura 10. Fisiologia normal y patolégica de la urea
Esquema del metabolismo de la urea y algunas causas que pueden incrementar o disminuir
su concentracién en sangre.

1.2.7. Colesterol

El colesterol es un tipo especifico de lipido que debe ser sintetizado o absorbido por
el intestino procedente de la dieta. Dicha sintesis se lleva a cabo en todos los tejidos
del organismo en especial en el higado, tracto digestivo y piel. No obstante, el higado
es el mayor lugar de sintesis, excrecion y catabolismo del colesterol (Ettinger y
Feldman, 2010) y aqui es transformado en &cidos biliares que se excretan sin cambios
en la bilis; es también un componente de la membrana plasméatica celular (Bush,
1999). Puesto que el colesterol no es soluble en agua, ha de ser trasportado en
sangre unido a proteinas para poder ser utilizado por otros 6rganos; a este complejo
colesterol-proteina se le llama lipoproteina. Es asi, en forma de lipoproteinas, como
llega a los diferentes 6rganos, tales como corteza adrenal, ovarios y testiculos, donde
actla como precursor de hormonas esteroidales (por ejemplo: hormonas sexuales y

glucocorticoides) (Thrall y col., 2012).
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El colesterol constituye el mayor componente de la membrana celular y es
también precursor esencial de vitaminas. La mayoria del colesterol existente en el
plasma, linfa, higado y corteza adrenal, se encuentra en forma esterificada y aparece
en el musculo como colesterol libre. El colesterol esta formado por colesterol libre y
esteres de colesterol que se miden en conjunto como colesterol total. Las formas libre
y esterificada se mantienen en equilibrio por la accién de la enzima acetil-coenzima-
A-colesterol-aciltransferasa (ACAT), que convierte el colesterol libre en esterificado.
El colesterol circula por la sangre a través de lo que se conoce como circuito exégeno,
utilizado por el colesterol procedente de la dieta hasta alcanzar el higado englobado
en los quilomicrones. Existe otro circuito, el endégeno, en continua circulacién entre
el higado y los tejidos del organismo, que lo captan y lo devuelven a la sangre, gracias
a este Ultimo, las células pueden captar el colesterol que necesitan (Bonagura y
Twedt, 2013).

La determinacion de los niveles plasmaticos de colesterol en medicina
veterinaria es importante para constituir una herramienta de diagnéstico. Constituye
el lipido que se determina con mayor frecuencia en los animales de compaiiia, puesto
que la hipercolesterolemia aparece como causa secundaria a otras enfermedades,
principalmente de caracter endocrino. En la figura 11 se puede observar la fisiologia
normal y patoldgica del colesterol (Thrall y col., 2012).
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Figura 11. Fisiologia normal y patolégica del colesterol
Esquema del metabolismo del colesterol y algunas causas que pueden incrementar o
disminuir su concentracion en sangre.
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Cualquier hepatopatia suele cursar con hipocolesterolemia. En el perro, los
sindromes de mala digestion o malabsorcion se acompafian también de
hipocolesterolemia. Dado que la tiroides interviene en el control del metabolismo del
colesterol, el hipotiroidismo aumenta el colesterol en suero sanguineo. Estos
aumentos también se dan en obstrucciones biliares, diabetes mellitus,
hipoadrenocorticismo y la gestacion (Kraft y col., 1998).

La obesidad en los perros es una patologia que puede tener una incidencia
del 20-40%, en casi todos los paises y se define como un estado de sobrepeso, que
cursa con aumento del colesterol y de los triglicéridos, lo que desencadena
alteraciones del sistema cardiovascular. A pesar de que puede ocurrir en cualquier
perro, existen factores de riesgo como la raza (labrador, cocker spaniel, dachshunds,
beagle, shetland sheepdog, rottweiler y basset haund), la edad y el sexo, es mas
frecuente en hembras jovenes y en individuos de edad superior a los 12 afios
(Gossellin y col., 2007; Pasquini y col., 2008). A continuacion en el cuadro 8 se

muestran las causas de aumento y disminucion de colesterol en sangre.

Cuadro 8. Causas de disminucién e incremento del colesterol.

Causas de disminucién Causas de incremento
Insuficiencia hepética (adquirida o | Posterior a ingesta de grasa.
congénita). Terapia | Dietas ricas en grasa.
anticonvulsivante. Dietas pobres | Hipotiroidismo, diabetes mellitus, pancreatitis aguda,
en grasas. Mala absorcién | hiperadrenocorticismo y administracion de esteroides.
intestinal e insuficiencia | Traumatismo grave.
pancreética exocrina. | Inanicion (si hay obesidad grave).
Hiperadrenocorticismo Dafio hepatico primario.
(ocasionalmente). Enteropatia por | Obstruccion del tracto biliar.
pérdida de proteinas. Perdida renal de proteina (sindrome nefrético).
Error: Niveles altos de vitamina C. | Esteatitis.
Enfermedades renales familiares (caniche y doberman
pinscher).
Hiperlipidemias idiopaticas.
Error: hemdlisis, fenitoina.
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1.2.8. Triglicéridos

Los lipidos son componentes quimicos del plasma sanguineo que se
distinguen por ser insolubles en agua y solubles en los disolventes organicos (Kraft y
col., 1998). La fuente principal de colesterol y de triglicéridos procede de la dieta,
aunque en ocasiones estos pueden ser sintetizados por el higado y otros tejidos
(Bonagura y col., 2001).

Los triglicéridos son la forma mas comun de almacenamiento de lipidos en el tejido
adiposo y la mayor fuente de energia. Cada molécula de triglicéridos esta formada
por 3 moléculas de acidos grasos unidas a una molécula de glicerol, de ahi su
nombre. Estos se sintetizan en la mucosa intestinal a partir de los componentes
lipidicos de la dieta y pasan a la digestion y absorcion de grasas. Los triglicéridos
sintetizados en las células de la mucosa intestinal, se forman a partir de los
triglicéridos de cadena larga de la dieta y se transportan en la linfa intestinal (quilo) vy,
después, en la sangre como quilomicrones. Estas particulas grasas estan formadas
en su totalidad por triglicéridos (80-95%) y pequefias cantidades de colesterol,
fosfolipidos y una proteina plasmatica que confiere solubilidad al lipido (Bush, 1999).
Los quilomicrones son particulas grandes que transportan grasas del intestino hacia
la circulacién por medio de los vasos linfaticos; en tejido adiposo y muscular son
expuestos a lipoproteinlipasa para ser hidrolizados a acidos grasos. Su persistencia
se denomina hiperquilomicronemia, misma que produce turbidez en el plasma
(lipemia) esto indica que hay un incremento en el componente de los triglicéridos, ya
gue el colesterol no produce turbidez. Los triglicéridos formados en el higado, se
transportan en la sangre en forma de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
denominadas triglicéridos endégenos. Al separarse los triglicéridos de las VLDL,
estas se hacen pequefias y se unen al colesterol y a los fosfolipidos, dando origen a
lipoproteinas de baja densidad (LDL), que abastecen a las membranas celulares de
tejidos periféricos. Mientras tanto, las lipoproteinas de alta densidad (HDL) se forman
en el higado y el intestino y estan constituidas por colesterol y fosfolipidos (Bouda y
Nufiez, 2007). En la figura 12 se puede observar la fisiologia normal y patologica de

los triglicéridos.
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Figura 12. Fisiologia normal y patoldgica de triglicéridos
Esquema del metabolismo de triglicéridos y algunas causas que pueden incrementar su
concentracion en sangre.

Los quilomicrones aparecen en la sangre después de ingerir alimentos ricos en
grasas, pero desaparecen en 12 horas. La precision de muchos analisis bioquimicos
sanguineos disminuye si se realizan con muestras lipémicas, por lo que es preferible
tomar muestras de sangre de animales en ayuno de 8 a 12 horas (Bush, 1999). A
continuacion en la cuadro 9 se muestran las causas de aumento triglicéridos en
sangre.

Cuadro 9. Causas de incremento de triglicéridos.
Causas de incremento

Posterior a la ingesta (comun).

Diabetes mellitus.

Hipotiroidismo.

Pancreatitis aguda.

Hiperadrenocorticismo.

Colestasis transitoria.

Inanicion (en obesidad).

Sindrome nefrotico.

Hiperlipoproteinemia idiopatica (rara).

Hiperquilomicronemia (rara).

Error: ejercicio.

1.2.9. Glucosa

El higado ayuda al mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, por ser una fuente

de energia durante el ayuno, mediante la utilizacién del glicerol; los aminoacidos
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gluconeogénicos, como la alanina y del lactato, son sustratos para la gluconeogénesis
(Ndfiez, 2005).

La glucosa es un hidrato de carbono que constituye la principal fuente
energética del organismo. La glucemia varia segun el momento del dia y en relacién
con la alimentacion y el ayuno, aunque siempre se mantiene dentro de un estrecho
margen en condiciones de salud (Willard y Tvedten, 2012).

Después de la ingesta, la mayor parte de la glucosa presente en la sangre se
absorbe en el intestino delgado (como producto final de la digestion de los
carbohidratos) y es almacenado como glicégeno en el higado y musculos. Algunas
veces la glucosa se libera de los tejidos para mantener una concentracion plasmatica
suficiente (Kraft y col., 1998; Bush, 1999).

Los analisis de glucosa en sangre se realizan ante todo por la sospecha de
alteraciones en el metabolismo de los glucidos, el monitoreo de pacientes diabéticos
y para confirmar las hipoglucemias de los recién nacidos. Entre los factores que
favorecen el desarrollo de hiperglucemia estan el sindrome de Cushing, pancreatitis,
diabetes mellitus, obesidad, hipertrigliceridemia, estrés, excitacion, convulsiones,
ejercicios (transitorio), hiperadrenocorticismo, alimentacién reciente rica en
carbohidratos asi como el tratamiento con propofol, infusiones glucosadas, morfina,
estricnina, ACTH, xilazina o glucocorticoides. Una hipoglucemia puede presentarse
debido a una aplicacién excesiva de insulina, malabsorcién, maladigestion,
eclampsia, acetonemia (cetosis) o insulinoma, hipoglucemia funcional, enfermedad
por almacenamiento de glucdégeno, hipoadrenocorticismo, hipotiroidismo,
hipopituitarismo, insuficiencia hepatica marcada, malnutricién (Boord y col., 2001).

Toda la glucosa plasmaética se filtra de la sangre a través de los glomérulos
renales y se reabsorbe de forma integra en los tubulos. Solo cuando se presenta un
exceso en el filtrado glomerular que provoca que no se alcance la reabsorcion
completa (es decir, cuando se excede el nivel renal), la glucosa aparece en la orina
(glucosuria). Existen individuos con un umbral renal bajo para la glucosa, en los que
la glucosuria se produce en ausencia de hiperglicemia. El nivel de glucosa en el
plasma se alcanza por la secrecion de glucagén (aumenta el nivel de glucosa) y de
insulina (o disminuye). En la figura 13 se puede observar la fisiologia normal y

patolégica de la glucosa (Kraft y col., 1998; Bush, 1999).
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Figura 13. Fisiologia normal y patolégica de la glucosa
Esquema del metabolismo de glucosa y algunas causas que pueden incrementar o disminuir

Su concentracion en sangre.

En el cuadro 10 se describen las principales causas de aumento y disminucién

de glucosa en sangre.

Cuadro 10. Causas de disminucién e incremento de la glucosa.

Causas de disminucion

Causas de incremento

Hiperinsulismo: sobredosis de insulina, tumor
secretor de insulina en pancreas (insulinoma),
tumor secretor de insulina en tejido no
pancreatico.
Hipoadrenocorticismo:  primario
secundario (deficiencia de ACTH).
Disfuncion hepética: congénito
desordenes adquiridos, enfermedades
almacenamiento de glicégeno.
Hipoglicemia del cachorro y ceténica de la
gestacion.

Sepsis grave, neoplasia, inanicidon cronica.
Incremento de células sanguineas en eritrocitos
o leucocitos.
Malabsorcién cronica.
Error: fallo en la
glicoliticas.

(Addison),

(shunts),
de

inhibicion de enzimas

Miedo, excitacién, estrés.

Traumatismo grave.

Después de una comida.

Diabetes mellitus.

Fase diéstrica del ciclo estral (perra).
Otros procesos de resistencia a
hiperadrenocorticismo,
hipertiroidismo, obesidad, feocromocitoma.
Hormonas que pueden inducir diabetes mellitus.
Otros farmacos.

Convulsiones, ejercicio extremo.
Sobredosificacion grave de insulina.

Sindrome uroldgico felino.

Enfermedades familiares renales (raro).
Enfermedad de Addison (raro).

Error: inyeccion de dextrosa (u otro carbohidrato),

lipemia, hemolisis, metronidazol.

insulina:
acromegalia,
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1.2.10. Proteinas totales

La variaciéon en la concentracion de las proteinas totales (hiper e hipoproteinemias)
puede ser absoluta (aumento o disminucion de su sintesis, perdida de proteinas) o
relativa (hemoconcentracién o hemodilucién). Las proteinas totales del suero son
igual a la suma de albuminas mas globulinas; mientras que las proteinas totales del
plasma se refieren a la suma de albuminas més globulinas y fibrinbgeno (Nufiez,
2005).

Las proteinas actian como elementos de transporte, estructurales, forman
parte de enzimas, hormonas, anticuerpos, factores de coagulacion, e intervienen en
la regulacién de la presion oncética. La albumina y gran parte de las globulinas son
producidas en el higado y en el sistema reticulo endotelial se produce una pequefia
parte de gammaglobulinas. Las variaciones en el nivel de proteinas plasméaticas no
son indicadores de una patologia especifica sino que nos indican alteracion de los
tejidos responsables del balance entre la sintesis y catabolismo, o pérdida mecanica.
Para interpretar de forma correcta estas alteraciones deben ser evaluadas ambas
fracciones proteicas ya que una disminucion en una fraccibn puede estar
enmascarada con un aumento en la otra. En la figura 14 se puede observar la

fisiologia normal y patolégica de las proteinas totales (Willard y Tvedten, 2012).
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Figura 14. Fisiologia normal y patolégica de las proteinas totales
Esquema de la sintesis y funciones de las proteinas totales, también se observan algunas
causas que pueden incrementar o disminuir su concentracion en sangre.
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Mientras que en el cuadro 11 se pueden observar las situaciones en las que

estas proteinas pueden tener variaciones en la sangre, al aumentar y disminuir.

Cuadro 11. Causas de disminucion e incremento de las proteinas totales.

Causas de disminucion

Causas de incremento

Disminucién relativa, sobre hidratacion vy
errores.

Edad, animales jovenes.

Disminucién de la sintesis proteica: inanicién
proteica, malabsorcién del intestino delgado,
procesos hepéticos, insuficiencia cardiaca
congestiva, mala digestion.

Hepatopatia crénica.

Incremento de la perdida proteica: en orina,
por intestino, por quemaduras, hemorragia,
sepsis y bacteriemia.

Enfermedad renal con proteinuria cronica.

Deshidratacion.

Incremento de los niveles de globulinas:

Inflamacién aguda, subaguda y cronica, enfermedad
hepatica, neoplasia, enfermedades viricas y por
ricketsias, infecciones flangicas y protozoarias,
trastornos  autoinmunes, animales neonatos,
piodermas, enfermedades glomerulares primarias,
hemodlisis, respuesta a antigenos.

Envejecimiento.

Esteroides anabolicos.

Nivel incrementado de fibrinégeno.

Error: hemdlisis y lipemia (con refractometria).

1.2.11. Albumina

La albumina representa alrededor de un 35y 40% de las proteinas totales. Sintetizada
por el hepatocito a partir de aminoécidos, su vida media es de 20 dias
aproximadamente. El 80% de la presion oncética se atribuye a la albumina, es la
principal responsable de los movimientos acuosos entre el medio intravascular y el
medio intersticial. Es la principal forma de almacenamiento de proteinas y la fuente
de aminoacidos de los tejidos. Ademas, garantiza el transporte de diversas sustancias
como: bilirrubina, acidos grasos, medicamentos (fenilbutazona, fenitoina y otros) y
hormonas. El calcio también se transporta unidos a la albumina, por lo que una
hipoalbuminemia puede producir hipocalcemia. La albumina tiene un peso molecular
inferior al de otras proteinas plasmaticas y existe intercambio frecuente de albumina
entre el plasma y el liquido intersticial, que retorna desde éste a la sangre por via
linfatica. En la figura 15 se puede observar la fisiologia normal y patolégica de las

proteinas totales (Bouda y Nufiez, 2007).
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Figura 15. Fisiologia normal y patolégica de la albumina
Esquema de la sintesis y funciones de la albumina, también se observan algunas causas que
pueden incrementar o disminuir su concentracion en sangre.

En el cuadro 12 se resumen las causas de disminucién e incremento de
albumina en sangre.

Cuadro 12. Causas de disminucion e incremento de la albimina.

Causas de disminucion Causas de incremento
Disminucidn relativa, sobre hidratacion y error. Deshidratacién.
Disminucion de la sintesis proteica: Shock.

Inanicion proteica, malabsorcion del intestino delgado, procesos
hepaticos, traumatismo grave, insuficiencia cardiaca congestiva,
enanismo hipofisario, terapia con primidona.

Incremento de las perdidas proteicas:

En orina, del intestino, de quemaduras y hemorragia, sepsis bacteriemia.
Dieta.

Error: interferencia con el método de medicion (método BCG).

1.2.12. Bilirrubina

La bilirrubina procede de la degradacion de los eritrocitos viejos por parte del sistema
mononuclear fagocitario, especialmente en el bazo. La bilirrubina restante proviene
de la degradacion de la mioglobina, de los citocromos y de los eritrocitos inmaduros
en la medula 6sea. Esta bilirrubina, no soluble en agua (indirecta), se acopla con la
albumina plasmatica (seroalbimina) y es transportada hasta el higado. Aqui la
bilirrubina indirecta se deshace de la union de la albumina y en los hepatocitos la
bilirrubina se conjuga con el acido glucurénico, transformandose en bilirrubina

hidrosoluble (directa), para ser excretada con la bilis al intestino.
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A continuacion se enlistan los tipos de bilirrubinas:

1. Bilirrubina I: insoluble en agua, libre, no conjugada o indirecta.

2. Bilirrubina II: hidrosoluble, conjugada o directa.

3. Bilirrubina total: Bilirrubina directa mas indirecta

La bilirrubina indirecta es soluble en lipidos y no se filtra a través de los glomérulos
renales, de manera normal no se excreta por la orina. La bilirrubina directa es soluble
en agua y se secreta por los canaliculos biliares menores y mas tarde se excreta por
la bilis (Bush, 1999).

En el plasma existen cantidades bajas de bilirrubina directa; en animales
sanos la mayor parte de la bilirrubina en plasma es indirecta. La directa no puede
reabsorberse en el intestino, pero en el ileon y colon las enzimas bacterianas la
convierten en urobilinégeno incoloro, reabsorbiéndose como tal en un 10-15% en la
circulacion portal hasta el higado. La mayoria de este urobilin6geno se reexcreta en
la bilis aunque una parte se excreta por orina. En la figura 16 se puede observar la
fisiologia normal y patoldgica de la bilirrubina.

B
Salgic infecciones, parasitos,
hemorragia...

Bilirrubina

Mioglobina, en sangre enfermedad renal...
citocromos eritrocitos
inmaduros

Degradacién@
Disminucién :> neoplasia, infeccién,

| Eritrocitos viejos |

.

‘ Sisterna mononuclear fagocitario |

heces

éCiWnico estercobilina

. Bilirrubina 5 Py Q -

0. directa / urobilinégenol:> bilis
orina

S,

Figura 16. Fisiologia normal y patoldgica de la bilirrubina
Esquema de la sintesis y eliminacion de la bilirrubina, también se observan algunas causas
que pueden incrementar o disminuir su concentraciéon en sangre.
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El urobilin6geno restante se oxida a estercobilina que da a las heces su

caracteristica en color marrén. Los incrementos de bilirrubina pueden ser atribuidos a

diversas causas; algunas de ellas se resumen en el cuadro 13.

Un aumento de la tasa de bilirrubina en suero (ictericia) tiene lugar en:

a) Incremento de la produccion de bilirrubina: ictericia hemolitica o prehepatica.

b) Dificultad en la captacion, conjugacion o eliminacion de la bilirrubina por el

higado: ictericia hepatocelular (intrahepética u obstructiva (posthepatica).

c) En perros el aumento de la bilirrubina directa solo se aprecia en presencia de

una insuficiencia renal concomitante (Kraft y col., 1998).

Cuadro 13.

Causas de disminucién e incremento de la bilirrubina.

Causas de disminucion

Causas de incremento

Anemia hipoproliferativa
atribuible a:

Infeccion e inflamacién
crénica, neoplasia
maligna, Ultima fase de la
enfermedad renal.

Bilirrubina indirecta:

Hemodlisis aguda grave, absorcién de un gran hematoma o hemorragia
interna masiva, transfusion de eritrocitos almacenados.

Aumento al mismo nivel de bilirrubina directa e indirecta:
Obstruccion del flujo biliar, consiguiente a una hemdlisis intravascular
aguda grave (o hematoma profuso o hemorragia interna masiva).
Bilirrubina directa:

Dafio toxico (venenos, farmacos), enfermedades infecciosas, parasitos,
distomas, traumatismo grave, procesos hepaticos, hepatitis cronica
activa, desordenes mieloproliferativos, dafio hepético secundario.
Obstruccion del tracto biliar: presion de los hepatocitos inflamados,
lesiones que ocupan espacio (tumores, abscesos), deposicién de tejido
anormal en higado, hepatitis piogranulomatosa, obstruccion del
conducto biliar, inflamacién del tracto biliar, insuficiencia cardiaca
derecha, enfermedad quistica congénita.

Rotura del arbol biliar.
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1.3. FISIOLOGIA DE LOS INDICADORES DE DARNO RENAL EVALUADOS EN
BIOQUIMICA SANGUINEA

El rifidn es un organo de gran importancia, con diversas responsabilidades en el
mantenimiento de la homeostasia. Los rifiones reciben alrededor del 25% del gasto
cardiaco y filtran la sangre para eliminar los desechos metabdlicos y recuperar las
sustancias esenciales para el organismo, entre las que se incluyen agua, proteinas
de bajo peso molecular y diferentes electrolitos. Son capaces de reconocer las
situaciones de déficit o exceso de agua o electrolitos y responden mediante la
modificacion de sus indices de reabsorcion o secrecion (Cunningham y Klein, 2013).

Existen diversas pruebas de laboratorio para evaluar la funcion renal, pero no
todas se utilizan de manera habitual por falta de sensibilidad, excesiva variabilidad
biolégica, costes muy elevados, o porque los requerimientos técnicos necesarios para
su realizaciébn son muy complejos. En cualquier caso, es posible que exista una lesion
sin que se detecten alteraciones en los parametros de laboratorio de funcion renal y,
viceversa, es posible que se produzca una reduccion de la filtracion glomerular sin
que haya una lesién renal aparente. La bioguimica sanguinea en nefrologia se utiliza
para diagnosticar y controlar la disfuncion renal o dafio; esto es de especial
importancia en la medicina veterinaria para la deteccién temprana de la insuficiencia
renal cronica en perros (Cortadellas, 2010).

Ademas, el rifidn también tiene una funcion vital para el mantenimiento del
equilibrio acido basico ademas de producir hormonas para el control de la presion
arterial sistémica y en la produccién de glébulos rojos. La unidad funcional del rifion,
denominada nefrona, esta formada por el glomérulo, donde se filtra la sangre y varios
segmentos del tubulo renal, donde se produce la reabsorcion de sustancias filtradas
y la secrecion al liquido tubular de componentes plasmaticos (Cunningham y Klein,
2013).

El rifidn de los mamiferos consta de decenas de miles de millones de nefronas
gue funcionan como unidades paralelas; cuanto mayor sea la especie, mayor es el
namero de nefronas del rifion (Braun y Lefebvre, 2008). La evaluacion de la funcién
renal es fundamental para evaluar el estado de salud general de los perros. Esta
compuesto por los niveles de creatinina sérica, urea y electrolitos en la sangre. Los

niveles de creatinina tienen importancia primordial, ya que se considera el marcador
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mas utilizado para medir la tasa de filtracion glomerular, la unidad basica del sistema
renal (Heine y Lefebvre, 2007). Se ha encontrado que la funcion renal en los
cachorros es muy diferente en comparacion con los datos publicados en perros
adultos (Laurete y col., 2005).

En la figura 17 se muestra de forma esquematica la disposicion anatémica de
las nefronas dentro del rifion y resume las principales funciones de los diferentes
segmentos de la nefrona, el glomérulo de la nefrona yuxtamedular se localiza en el
interior de la corteza renal, cerca del limite corticomedular. La rama descendente (RD)
del asa de Henle profundiza dentro de la medula interna. El glomérulo de la nefrona
superficial se localiza en la porcion externa de la corteza y el asa de Henle se extiende
solo en la medula externa. Las flechas indican la direccion del flujo del liquido tubular.
Los segmentos se numeran en orden secuencial de la modificacion de dicho liquido:
glomérulo; tabulo colector cortical (TCC); segmento conector (SC); rama ascendente
cortical (RAC); tubulo contorneado distal (TCD); tubulo colector medular interno
(TCMI); rama ascendente medular (RAM); tibulo colector medular externo (TCME);
tdbulo contorneado proximal (TCP); tdbulo recto proximal (TRP), (Cunningham y
Klein, 2013).
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Figura 17. Esquema de las nefronas superficial y yuxtamedular
Resumen de las funciones de los segmentos de la nefrona y los ttbulos.
Fuente: Cunningham y Klein, 2013
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1.3.1. Creatinina

La creatinina plasmatica es una molécula pequefia (113 Daltons) que deriva en su
totalidad del catabolismo de la creatina que se encuentra en los tejidos musculares
del organismo. La creatina se utiliza para almacenar energia en el musculo (como
fosfocreatina) y su degradacion a creatinina se produce de manera estable (alrededor
del 2% diario). El comportamiento de la creatina a partir del que se libera la creatinina
depende de la masa muscular total que es en donde se encuentra el 95% de la
creatina del organismo, por este motivo, en situaciones de desgaste muscular u otras
enfermedades relacionadas, se produce menos creatinina; a la inversa, el ejercicio
prolongado intenso puede incrementar los niveles de creatinina (Bush, 1999; Braun,
Lefebvre y Watson, 2003).

La creatinina es un producto de desecho del musculo. Esta también aumenta
a medida que disminuye la funcién renal. Fuera de los rifiones, pocas cosas afectan
la concentracion de creatinina, por esta razén es el mejor marcador de la funcién
renal. Lo que si afecta la creatinina es la masa muscular como ya se menciono; perros
muy delgados a causa de atrofia muscular pueden tener bajos niveles de creatinina
aparentes, en comparacion con la capacidad real del funcionamiento de sus rifiones
(Langston, 2011).

El aumento en su concentracion sérica indica el descenso de la tasa de
filtracion glomerular (Martinez y Carvalho, 2010). Sin embargo para una interpretacion
correcta debe tomarse en cuenta que es necesaria una insuficiencia superior al 50%
de la capacidad glomerular total para que incremente tanto la creatinina como la urea.
En la figura 18 se puede observar la fisiologia normal y patolégica de la creatinina
(Kraft y col., 1998).

La excrecion de la creatinina solo se realiza por via renal; se fija libremente y
no se reabsorbe. En el perro una pequefia cantidad se secreta en los tubulos
proximales. Los niveles de creatinina plasmatica reflejan excrecion; los niveles altos
indican una deficiencia en la funcionalidad renal, sin embargo, no se encuentran
niveles bajos de creatinina, aunque se presentan en algunos casos como los descritos
en el cuadro 14 (Bush, 1999).
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Figura 18. Fisiologia normal y patolégica de la creatinina
Esquema de la sintesis y eliminacion de la creatinina, también se observan algunas causas
gue pueden incrementar su concentracion en sangre.

Los valores de creatinina sérica en perros adultos estan influenciados por la
masa corporal, en consecuencia las razas de perros de diferentes tamafios poseen
valores de creatinina diferentes. Los profesionales relacionados con el area de
diagndstico veterinario deben tomar en cuenta los valores de referencia de creatinina
sérica establecidos en funcibn de su masa corporal, cuando investiguen el
funcionamiento renal en perros (Castellanos y col., 2009). Por ello, los valores de
referencia de creatinina deben ser evaluados a fin de adaptarlos a las razas o a las
masas corporales/musculares de los perros (Medaille y col., 2004).

Un estudio reciente en el que se midié la creatinina en animales sanos de
distintos tamafios, mostré que el rango de valores de creatinina en perros de peso
inferior a 10 kg era de 0.48-1.02 mg/dL, mientras que en perros de 26-45kg y en
aguellos con peso superior a 45 kg los valores fueron 0.60-2.01 y 0.88-1.82 mg/dL,
respectivamente (Craig y col., 2006).

Ademas, la deshidratacion (> 5%) puede incrementar la concentracion de
creatinina, aunque el incremento no tiene porqué ser proporcional a la severidad de
la deshidratacion. También el uso de farmacos nefrotoxicos (aminoglicésidos,

anfotericina B, cisplatino) puede provocar un incremento en la concentracion de

49



creatinina. Sin embargo, pueden observarse ligeras elevaciones en los niveles de
creatinina poco después de iniciar un tratamiento con inhibidores de la enzima de
conversion de la angiotensina (debido a los efectos que estos farmacos tienen sobre
la filtracion glomerular), sin que ello represente un deterioro de la funcion renal. Por
el contrario, los glucocorticoides pueden causar una disminucion en la concentracion

plasmatica de creatinina en perros sanos (Braun y col., 2003).

Cuadro 14. Causas de disminucién e incremento de creatinina.

Causas de valores Causas de incremento
falsamente
disminuidos

Desaparicion lenta pero
progresiva a lo largo del

Azotemia prerenal.
Disminucion de la perfusion renal (deshidratacién, hemorragia grave,

tiempo de la creatininade | shock, hipoadrenocorticismo, reducciéon del gasto cardiaco,

las muestras. hipoalbuminemia).

Niveles altos de | Azotemiarenal.

bilirrubina (al utilizar las | Insuficiencia renal aguda primaria (renal).

reacciones cinéticas de | Insuficiencia cronica.

Jaffe). Azotemia postrenal.
Obstruccion del flujo urinario (alteraciones congénitas, calculos,
neoplasias, coagulos sanguineos, ligaduras quirdrgicas, hernias,

trastornos prostaticos). Rotura de vejiga (contaminacién por amonio).
Ejercicio intenso.

Error (presencia de cuerpos ceténicos/farmacos,
cefalosporinas).

especialmente

1.3.2. Urea

La urea se excreta casi exclusivamente a través de los rifiones aunque las bacterias
intestinales degradan cantidades importantes de la misma en amoniaco, éste se
recicla en el higado, donde se sintetiza de nuevo urea (Heine y Lefebvre, 2007). Por
lo tanto, se elimina por glomérulo-filtracién renal, excretandose con la orina, sin
embargo, una parte de la urea es filtrada por los glomérulos y un 25-40% es
reabsorbido a nivel tubular (aunque depende de la hidratacion del animal y de la tasa
de formacién de orina). El incremento del flujo de filtrado reduce la reabsorciéon de
urea mientras que los flujos lentos la facilitan. Los niveles del nitrdgeno ureico se
pueden incrementar con el aumento del consumo de alimentos ricos en proteina,
desintegracion tisular catabdlica y hemorragia dentro del conducto gastrointestinal
(Willard y Tvedten, 2012).

50



La deshidratacion, la ingesta de dietas hiperproteicas, el sangrado
gastrointestinal y todas aquellas situaciones en las que aumenta el catabolismo
proteico (infecciones, fiebre, estados de inanicién, entre otras), asi como algunos
farmacos (tetraciclinas, corticoides o azatioprina) pueden provocar incrementos en las
concentraciones de urea (Heine y Lefebvre, 2007).

Un ligero aumento de la urea no es el resultado de una insuficiencia renal.
Niveles de urea en perros, de 17-20 mmol/L o mas son significativos. Es poco
probable que valores >16 mmol/l solo sean debidos a degradacién de proteinas. Es
dificil que niveles por encima de 35 mmol/L se deban a perfusién renal alterada
(incluso si es grave), mas bien puede ser una insuficiencia renal cronica o aguda, u
obstruccién del tracto urinario. Los niveles por encima de 67-70 mmol/L constituyen
un pronéstico grave (Bush, 1999).

En el cuadro 15 se describen las causas de disminucién de urea en sangre,
como también los tipos de azotemias y sus causas.

La relacion entre la concentracion de urea y creatinina puede ser Util para
evaluar el origen de la azotemia. En animales con azotemia pre/post-renal se produce
un incremento mucho mas severo en la concentracion de urea que en la de creatinina

(Heine y Lefebvre, 2007).

Cuadro 15. Causas de disminucion e incremento de urea.
Causas de disminucion Causas de incremento
Ingesta  reducida o

Azotemia prerenal.

fracaso de proteinas
Hembras gestantes

Dieta pobre en proteinas.
Esteroides anabdlicos.
Insuficiencia hepatica.
Shunt portosistémico.
Diabetes insipida vy
polidipsia psicogénica.
Hiperamonemia primaria
(muy rara).

Incremento de degradacion de proteinas (dieta rica en proteinas,
deficiencia de carbohidratos, hemorragia intestinal, fiebre y necrosis,
hipertiroidismo, ejercicio prolongado, farmacos catabolicos, reduccion del
anabolismo).

Reduccion de la perfusion renal (deshidratacion, hemorragia grave,
shock, hipoadrenocorticismo, reduccion del gasto cardiaco,
hipoalbuminemia).

Azotemia renal.

Insuficiencia renal aguda primaria nefritis intersticial aguda, necrosis
tubular aguda, insuficiencia renal crénica, glomerulonefritis cronica,

amiloidosis crénica, pielonefritis cronica, nefrocalcinosis difusa,
neoplasia).

Azotemia postrenal.

Obstruccion del flujo urinario (alteraciones congénitas, calculos,
neoplasias, coagulos sanguineos, ligaduras quirdrgicas, hernias,

trastornos prostaticos).
Rotura de vejiga (contaminacion por amonio)
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Para aumentar la sensibilidad y especificidad de la creatinina y la urea como
indicadores de la tasa de filtracion glomerular es aconsejable que ambos parametros
se determinen a la vez. En cualquier caso, una vez descartados los factores no
renales que pueden influir en el resultado, un incremento en la concentracion de estos
parametros implica que por lo menos se ha perdido un 75% de la masa renal funcional
(Cortadellas y Fernandez, 2012)

Es importante apreciar que en la antigiiedad las concentraciones de urea se
expresaban como la concentracion de urea por si misma o las concentraciones del
componente nitrogenado de esta urea. Lo Ultimo se refiere como nitrégeno ureico en
sangre (BUN), aunque se mida en plasma o suero; a veces se denomina “nitrégeno
ureico en suero”. Como el nitrégeno es solo una parte de la molécula de urea el nivel
de BUN es menor que el de la urea (pesos moleculares: BUN = 28, urea = 20), los

factores para la conversion de urea a BUN y viceversa se presentan en el cuadro 16:

Cuadro 16. Factores de conversion de Urea/BUN.
Para convertir BUN (mg/dL) en urea (mg/dL) multiplicar por 2.14
Para convertir urea (mg/dL) en BUN (mg/dL) multiplicar por 0.47
Para convertir BUN (mg/dL) en urea (mmol/L) multiplicar por 0.36
Para convertir urea (mmol/L) en BUN (mg/dL) multiplicar por 2.8
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS DE INVESTIGACION
Si se analizan los componentes bioquimicos indicadores del funcionamiento hepético
y renal en perros sanos desde el punto de vista clinico, se encontraran diferencias

entre los valores de referencia, segun el género y edad.

2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivo general

Obtener los valores de los componentes bioquimicos indicadores del funcionamiento
hepatico y renal en perros sanos desde un punto de vista clinico atendidos en el
Hospital Veterinario de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes clasificados por
edad y género; para elaborar una tabla de valores normales comparados con las

fuentes de referencia.

2.2.2. Objetivos especificos

2.2.2.1. Obtener valores bioquimicos indicadores de funcién hepatica (ALT, AST,
LDH, FAS, GGT, urea, colesterol, triglicéridos, glucosa, proteinas totales y albimina)

y renal (creatinina, urea, proteinas totales y albumina) clasificados por edad y género.

2.2.2.2. Elaborar una tabla de valores bioquimicos sanguineos para que sean

utilizados en la clinica veterinaria de pequefias especies.

2.2.2.3. Comparar los valores bioquimicos obtenidos con los valores de fuentes de

referencia existentes (meta-andlisis).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION

El presente estudio se realizé con un disefio no experimental de tipo transversal. En

la figura 19 se observa el resumen de los pasos que se llevan a cabo para elaborar

dicho estudio; los que son descritos a detalle mas adelante.

Seleccion de
Perros

120 Hembras
120 Machos

[ | | |

30 H, 30 M 30H, 30 M 30H, 30 M 30H,30 M
4-8 semanas 9-24 semanas 25-52 semanas > 52 semanas

Examen fisico general y muestra de sangre en tubo rojo

Centrifugar 2500 rpm durante 5 minutos, separar suero

Espectrofotometria:
AST, ALT, GGT, LDH, ALP, Bilirubina, Proteinas totales, Aloumina,
Colesterol, Triglicéridos, Glucosa, Urea, Creatinina

Andlisisy reporte de resultados

Figura 19. Disefio de la investigacion
Resumen de la metodologia utilizada durante la investigacion.

3.1.1. Caracteristicas generales de la poblacion bajo estudio

La poblacion de estudio estuvo constituida por perros sanos desde el punto de vista
clinico clasificados en grupos de diferentes edades: grupo | (60 perros de 4-8
semanas), grupo Il (60 de 9-24 semanas), grupo lll (60 de 25-52 semanas) y grupo
IV (60 mayores a 52 semanas) ); asi como de diferente género (n = 30), 220 animales
provenian de casas privadas, donde la mayoria de ellos son atendidos en el Hospital
Veterinario de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes (HV-UAA,; figura 20),

mientras que los 20 restantes provenian de una asociacion protectora de animales.
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Figura 20. Hospital Veterinario de la Universidad Autdnoma de Aguascalientes
Lugar donde se llevé a cabo la seleccion y obtencién de muestras sanguineas.

3.1.2. Ubicacion geogréfica del estudio

El estudio se realiza en la ciudad de Aguascalientes (figura 21), que se localiza en las
siguientes coordenadas geograficas: al Norte 22° 277; al Sur 21° 38 de latitud norte;
al este 101° 53" y al oeste 102° 52"de longitud oeste. El tipo de clima es de caracter
semiseco, se le denomina también seco estepario, se caracteriza porque en él, la
evaporacion excede a la precipitacion y esta asociado principalmente a comunidades
vegetativas del tipo de matorral desértico y vegetacién xeréfila. Se localiza en casi
todo el estado, cubre un aproximado del 86.30% de la superficie. La precipitacion
pluvial media anual oscila entre los 500 y 600 mm y la temperatura media anual es
superior a los 18°C. La méxima ocurrencia de lluvias oscila entre los 110 y 120 mm,
registrandose en el mes de junio. La minima se presenta en el mes de marzo con un
rango menor de 5 mm. El régimen térmico mas célido se registra en mayo con una
temperatura entre los 22 y los 23°C, el mes mas frio es enero con una temperatura
de 13 a 14°C, la altitud de la ciudad capital es de 1870 msnm.
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3.1.3. Criterios de inclusién, exclusion y eliminacién

Se incluyeron aquellos perros sanos desde un punto de vista clinico con motivo de
consulta de:
a) Vacunacién
b) Reuvision general
c) Preparaciéon para cirugia ambulatoria (ovariohisterectomia, orquiectomia y
cirugias estéticas).
d) Con ayuno de dos horas maximo para los menores de dos meses y de mas
de dos horas para pacientes mayores de dos meses.
Fueron excluidos aquellos perros que presentaron:
a) Estado de gestacion
b) Hembras recién paridas o lactantes
c) Pacientes que se encontraron bajo tratamiento
d) En los que se observé algun signo de patologia
e) Aguellos que consumieron algun alimento dentro de las horas ya establecidas.
Se eliminaron aquellas muestras que resultaron:
a) Lipémicas
b) Hemolizadas

c) Ictéricas

3.1.4. Métodos de toma de muestra

Para realizar la evaluacion bioquimica una vez que los perros seleccionados
cumplieron con los criterios antes mencionados y posterior a su examen fisico (anexo
R); se les tom6 una muestra de sangre de vena yugular depositada en tubos al vacio
sin anticoagulante y con revestimiento de silicona para evitar la adsorciéon de algunos
analitos en el vidrio del tubo; después la muestra de sangre fue centrifugada para
separar el suero en un vial y congelarlo hasta su posterior andlisis por medio de

espectrofotometria (anexo B).
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3.1.5. Control de calidad

Para asegurar la calidad de los resultados que se emiten en un laboratorio de
bioquimica sanguinea se consideraron 3 niveles de control de calidad. Cada nivel es
indispensable para controlar los errores ligados a diferentes opciones tal como se

muestra en el cuadro 17.

Cuadro 17. Niveles de control de calidad.
Control de calidad

Nivel 1 Muestra, material, reactivos, equipos y operador

Nivel 2 Blancos, estandares/curvas de calibracion, duplicaciones de las
muestras, sueros controles, sueros residuales, testigos internos

Nivel 3 Controles interlaboratoriales

Cada uno de los niveles de control de calidad mencionados, son expuestos en el
anexo C de manera mas detallada. Ademas, es importante mencionar que el
espectrofotdmetro BTS- 350 tiene un sistema de control de calidad interno en base a

las graficas de Levey-Jenings; este analisis permite aplicar las reglas de Westgard.
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3.2. TECNICAS DE LABORATORIO

Cada una de las diferentes técnicas evaluadas requiere de un método, tipo de ensayo,

lectura, tipo de reaccion y longitud de onda especifica como se muestra en el cuadro

18.
Cuadro 18. Caracteristicas de las técnicas de laboratorio.
Analito Método/Principio  Tipo de Modo de Tipo de Longitud de
ensayo lectura reaccion onda
ALT IFCC modificado  Cinético - Decreciente 340 nm
AST IFCC modificado  Cinético - Decreciente 340 nm
LDH IFCC modificado  Cinético - Creciente 340 nm
ALP p-NPP Cinético - Creciente 405 nm
GGT GLUPAC Cinético - Creciente 405 nm
Colesterol Enzimatico Punto final Monocromatica  Creciente 500 nm
Triglicéridos  Enzimético Punto final Monocromética  Creciente 500 nm
Glucosa Enzimatico Punto final Monocromatica  Creciente 500 nm
PT Biuret Punto final Monocromatica  Creciente 540 nm
Albimina BCG Punto final Monocromatica  Creciente 630 nm
Bilirrubina Diazo Punto final Bicromatica Creciente 555 nm
Urea Ureasa, GLDH Tiempo fijo - Decreciente 340 nm
Creatinina Jaffe, acido  Cinético - Creciente 510 nm
picrico

IFCC indicates International Federation of Clinical Chemistry; GLUPAC, Ly-glutamyl-3-carboxy-4-
nitroanalide; p-NPP, p-Nitrofenil phosphate; BCG, Bromocresol green dye binding; GLDH, glutamate
dehydrogenase.
*All reagents were obtained from the analyzer manufacturer, BTS-350 BioSystems (Barcelona, Spain).
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3.2.1. Pruebas bioquimicas indicadoras de dafio hepéatico
3.2.1.1 Cuantificacién de alanino aminotransferasa

La ALT cataliza la transferencia del grupo amino de la L-alanina de a-cetoglutarato
resulta en la formacion de piruvato y L-glutamato, la lactato deshidrogenasa cataliza
la reduccion del piruvato y la oxidacion simultanea de NADH a NAD. La tasa resultante
de la disminucién de la absorbancia es proporcional a la actividad de ALT (Bergmeyer,
1980). En el anexo D se observa la descripcion detallada de la metodologia.

ALT
L — Alanina + a — Cetoglutarato — Piruvato + L — Glutamato

LDH
Piruvato + NADH + Ht* — L — Lactato + NAD* + H,0

3.2.1.2 Cuantificacién de aspartato aminotransferasa

La AST cataliza la transferencia del grupo amino de la L-aspartato de a-cetoglutarato
para producir oxalacetato y L-glutamato. El oxalacetato se somete a la reduccién de
la oxidacion simultanea de NADH a NAD en malato deshidrogenasa (MDH) la
reaccion catalizada por el indicador. La tasa resultante de la disminucién de la
absorbancia a 340 nm es proporcional a la actividad de la AST. Lactato
deshidrogenasa (LDH) se afade para evitar la interferencia del piruvato endégeno

gue esta presente en el suero de manera normal (Bowers y col., 1979); anexo E).

AST
L — Aspartato + a — Cetoglutarato — Oxalacetato + L — Glutamato

MDH
Oxalacetato + NADH + H* — L — Malato + NAD* + H,0

3.2.1.3. Cuantificacién de lactato deshidrogenasa

Este método sigue la reaccién de lactato a piruvato y ha sido optimizado para mejorar
la sensibilidad y linealidad como lo indica (Gay y col., 1968). El lactato deshidrogenasa
cataliza la oxidacion del lactato a piruvato con reduccion simultanea de NAD a NADH.
La tasa de reduccion de NAD se puede medir como un aumento en la absorbancia a

340 nm. Esta tasa es proporcional a la actividad de LD en el suero (anexo F).
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LD
L — Lactato + NADHY — Piruvato + NADH + H™

3.2.1.4. Cuantificacion de fosfatasa alcalina

El éster p-Nitrofenil fosfato (p-NPP) es hidrolizado a p-Nitrofenol y fosfato inorganico
(HsPO.). La velocidad a la que el p-NPP se hidroliza cuando se mide a 405 nm, es

proporcional a la actividad de la fosfatasa alcalina (Tietz y col., 1983); anexo G).

Fostatasa Alc.

p — NPP + H0 —— p — Nitrofenol + H3PO,

3.2.1.5. Cuantificacion de y-glutamil transferasa

Los métodos para la determinacion de GGT se basan en el uso de derivados de
glutamilo de aminas aroméaticas como material de sustrato (Demetriou y col., 1974).
Este reactivo utiliza el soluble derivado de 3-carboxilo. La GGT en la muestra cataliza
la transferencia del grupo glutamil de Ly-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida (GLUPAC)
a glicilglicina. La cantidad de 5-amino-2-nitrobenzoato formado es proporcional a la
actividad de GGT y puede ser medido cinéticamente a 405 nm (Szasz, 1974; anexo
H).

GGT
L —y — Glutamil — 3 — carboxi — 4 — nitroanilida + Glicilglicina — L —y

— glutamilglicilglicina + 5 — amino — 2 — nitrobenzoato

3.2.1.6. Cuantificacion de urea

La urea ha sido determinada por el método directo, donde la urea se condensa con
di acetil para formar un cromégeno y un método indirecto donde el amoniaco se mide
como un producto de la accién de la ureasa sobre la urea. La urea es hidrolizada por
la ureasa para producir amoniaco y diéxido de carbono. El amoniaco liberado
reacciona con a-cetoglutarato en presencia de NADH para dar glutamato. Una
cantidad equimolar de NADH se oxida durante la reaccion que resulta en una
disminucion de la absorbancia que es proporcional a la concentracion de nitrégeno
de urea en la muestra, este es un método madificado (Talke, 1965); anexo 1).
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Ureasa
Urea+ H,0 —— 2NH; + CO,

GD
NH; + a — cetoglutarato + NADH + H* — L — glutamato + NAD* + H,0

3.2.1.7. Cuantificacion de colesterol

El método de Trinder (1969) sistema de color de peroxidase/fenol/4-aminoantipirina
ha sido utilizado con éxito tiempo atrés. La intensidad del color rojo producido es

proporcional a la del colesterol total en la muestra cuando se lee a 500nm (anexo K).

C.Esterasa P
Esteres Colesterol ———— Colesterol + Acidos grasos

C.0Oxidasa
Colesterol + 0, ——— Colesterol — 3 —uno + H,0,

Peroxidasa

2H,0, + 4 — AAP + Fenol — Quinonimina + 4H,0

3.2.1.8. Cuantificacién de triglicéridos

Este método se basa en el procedimiento de Fossati y Prencipe (1982). Los
triglicéridos en suero son hidrolizados a glicerol y acidos grasos libres por la lipasa.
En presencia de ATP y glicerol quinasa (GK), el glicerol se convierte en glicerol-1-
fosfato. El glicerol-1-fosfato se oxida por glicerol fosfato oxidasa (GPO) para producir
peroxido de hidrégeno. La condensacion de peréxido de hidrégeno con 4-clorofenol y
4-aminofenazona (4-AA) en presencia de peroxidasa (POD) produce un colorante de
color rojo quinonimina. La intensidad del color rojo producido es proporcional a la

concentracion de triglicéridos en la muestra cuando se lee a 500 nm (anexo L).

.. Lipasa . Q.
Trigliceridos —— Glicerol + Acidos grasos

GK
Glicerol + ATP — Glicerol — 1 — fosfato + ADP
GPO
Glicerol —1 — fosfato + 0, — DAP + H,0,

POD
H,0, +4 — AA+ 4 — Clorofenol — Quinonimina + HCL + 2H,0
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3.2.1.9. Cuantificacién de glucosa

En el método modificado de Trinder (1969) la glucosa es oxidada por la oxidasa a
gluconato y peréxido de hidrogeno. El Fenol + 4-AAP + peroxido de hidrégeno, en
presencia de peroxidasa, produce un colorante quinonimina. La absorbancia a 500

nm es proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra (anexo M).

Gluucosa Oxidasa
D — Glucosa + H, 0 ——— H,0, + D — Gluconato

POD
H,0, + 4 — AAP + Fenol — Quinonimina + H,0

3.2.1.10. Cuantificacién de proteinas totales.

Este método se basa en los de Kingsley (1939, 1942). Las proteinas en suero forman
un complejo azul cuando reaccionan con el cobre en solucién alcalina. La intensidad
del color es proporcional a la concentracion de proteinas presente al comparar con

otra solucién con concentracién conocida de proteinas (anexo N).

Alcali

t* —— Complejo coloreado

Proteina + Cu

3.2.1.11. Cuantificacién de albumina

Batholomew y Delaney (1964) propusieron un método con verde de bromocresol
(BCG). Este procedimiento incluye el tiempo de medicion reducido para eliminar la
interferencia de globulina anormal y ofrece linealidad de 8.0 g/dL. La albumina se une
con el colorante BCG para producir un aumento color verde-azul medido a 630 nm.
El aumento de color es proporcional a la concentracion de albdmina presente (anexo
0).

3.2.1.12. Cuantificacion de bilirrubina total

Este método usa dimetulfoxido (DMSO) basado en una modificacion de Walters y
Gerarde (1970). La bilirrubina directa e indirecta se acoplan con el acido sulfanilico

diazotizado (Diazo) para producir azobilirrubina en presencia de DMSO. La intensidad
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del color producido es proporcional a la cantidad de la concentracién de bilirrubina
total presente en la muestra (anexo P).

3.2.1.13. Cuantificacion de bilirrubina directa

El método de Ehrlich y Zeitschr (1884) describe una reaccion de la bilirrubina que se
une con acido sulfanilico diazotizado (4cido-p-Diazobenzensulfonico) para producir
un tinte de color rosa en un medio &cido y azul en uno alcalino. El &cido sulfanilico
reacciona con nitrato de sodio para producir acido sulfanilico diasotizado. La
bilirrubina directa se une con el diazo para formar azobilirrubina. La intensidad del

color es proporcional a la cantidad de bilirrubina presente en la muestra (anexo Q).

3.2.2. Pruebas bioquimicas indicadoras de dafio renal
3.2.2.1. Cuantificacién de creatinina

Este método descrito por Jaffe (1886) para la determinacién de creatinina que
comprende un filtrado libre de proteinas y una reaccion con acido picrico en solucién
alcalina. La creatinina reacciona con el acido de picrico en condiciones alcalinas para
formar un complejo de color que absorbe a 510 nm. La velocidad de la formacion del

color es proporcional a la creatinina en la muestra (anexo J).

3.2.2.2. Cuantificacion de urea

Ya fue descrita en el apartado de perfil hepético.
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3.3. ANALISIS ESTADISTICO

La informacion acerca de cada uno de los pacientes, adquirida en el examen fisico
general; como la edad, género, constantes fisioldgicas, etc. fue capturada en una hoja
clinica descrita en el (anexo R). Ademas los resultados obtenidos de cada prueba
bioquimica realizada a los perros que participaron en este estudio fueron enviados a
Sus respectivos propietarios (anexo S).

Los datos y resultados de cada individuo fueron capturados y ordenados en una
hoja electrénica de Microsoft Excel® para facilitar su interpretacion. Ademas, también
se realiz6 un meta-analisis en el que se vaciaron todos los resultados obtenidos por
otros autores para poder compararlos con los encontrados en este estudio. El analisis
estadistico se realizd con ayuda de Minitab 17 (Minitab Statistical Sofware Inc., State
College, Pennsylvania). Considerando un nivel de significancia p<0.05.

Todos los datos se compararon por género y por 4 diferentes grupos de edades:
de 4-8, 9-24, 25-52 y mayores a 52 semanas de edad. A todos los datos se les realizé
una inspeccion visual de la distribucion de las observaciones a través de histogramas
y se aplico la prueba de normalidad de Anderson-Darling; también se evalud la
homocedasticidad de varianzas con el método de Levene y Bartle; una vez que los
resultados cumplian con estos supuestos se realizé6 un ANOVA mediante la prueba
de Tukey.

En el caso de los datos que no cumplieron con los supuestos de normalidad se
utilizaron pruebas no paramétricas como la de Mann-Whitney y la prueba de Kruskal-
Wallis.

Por dltimo, para determinar los valores de referencia de cada uno de los
analitos se utiliz6 el complemento Reference Value Advisor V 2.1 (RefValAdvV21,
Toulouse) en Microsoft Excel®. Para las variables que siguen una distribucién
Gaussiana y después de eliminar los outliers con la prueba de Tukey y Dixon, se
determinaron los intervalos de referencia con un nivel de confianza del 90% con ayuda
de un método estandar usando un bootstrap paramétrico. Para las variables que no
tuvieron una distribucion Gaussiana se realiz6 una transformacion Box-Cox de los
datos, se eliminaron los outliers y se utiliz6 un bootstrap no paramétrico, finalmente
se obtuvieron los intervalos de referencia a un nivel de confianza del 90% (Geffré y

col., 2011).
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4. RESULTADOS

Fueron colectadas y analizadas un total de 240 muestras sanguineas; incluyendo
102 muestras de diferentes razas (Beagle, Boéxer, Caniche, Chihuahua, Doberman,
Labrador retriever, Pastor aleman, Pitbull terrier, Pug, Schnauzer, Rottweiler) y 138
muestras de mestizos. Ademas, fueron excluidas un total de 9 muestras lipémicas, 4
muestras con hemdlisis y 2 muestras ictéricas. 7 observaciones fueron excluidas de
los valores de referencia por presencia de enfermedad subclinica.

En cada uno de los analitos se compar6 el efecto del género de forma individual
(grupo por grupo, n 30) después se observo el efecto de la edad comparando todos
los grupos de edades (n 60). Ademas para cada analito se determiné la distribucion,
media, mediana, desviacion estandar, el minimo y maximo, la diferencia significativa
con un intervalo de confianza del 95% y los valores de referencia con un intervalo de
confianza del 90% (cuadro 19).

4.1. Efecto del género sobre las variables bioquimicas

No se observaron diferencias significativas en AST, ALT, GGT, LDH, FAS,
colesterol, triglicéridos, proteinas totales, albimina, glucosa, urea, creatinina,

bilirrubina total y bilirrubina directa.

4.2. Efecto de la edad sobre las variables bioquimicas

No se observaron diferencias significativas en AST. Con respecto a la actividad
enzimatica de ALT en los cachorros de 4 a 8 semanas de edad (grupo |) fue menor
que la actividad de los cachorros de 9 a 52 semanas y de los adultos mayores a 52
semanas de edad (p 0.00 < 0.05), ademas también fue menor la actividad en los
cachorros de 9 a 52 semanas (grupo Il y lll) en comparacién con los adultos del grupo
IV (p 0.03 < 0.05) como se observa en | figura 22.
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Figura 22. Actividad enzimética de ALT en suero sanguineo.
En donde se muestra la media y el error estdndar de cada grupo; (1) 24.9 + 1.3 U/L, (Il) 32 £

1.3 U/L, (Ill) 36.2 + 1.9 U/L y (IV) 43.4 + 1.6 U/L, por lo tanto, se observa una tendencia a
incrementar la actividad enzimatica en relacién a la edad.

De acuerdo al andlisis de la enzima LDH se mostr6 una actividad mayor en los
cachorros de 4 a 8 semanas de edad en comparacion con los grupos I, Iy IV (p 0.00
< 0.05); ademas en los cachorros de 9 a 24 semanas (grupo 1) la actividad enziméatica
fue mayor que la del grupo IV de adultos mayores a 52 semanas de edad (p 0.002 <
0.05); en la figura 22 se observa que a partir de las 25 semanas de edad la actividad

enzimatica de LDH es similar a la de los adultos.
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Figura 23. Actividad enzimatica de LDH en suero sanguineo
Se muestra una tendencia decreciente de la actividad enziméatica en relacién a la edad, donde

la media y el error estdndar de cada grupo son los siguientes: (1) 213.6 + 26.4 U/L, (Il) 68.6 +
4.6 U/L, (1) 63.2+6.9 U/Ly (IV) 47.2 + 2.7 U/L.
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En relacion con la GGT en los cachorros de 4 a 24 semanas de edad (grupo |
y II) su actividad es menor que en los adultos mayores a 52 semanas de edad (p 0.01
< 0.05) esto se puede observar en la figura 24.

> v ov v
Grupos de edades (semanas)

Figura 24. Actividad enzimatica de GGT en suero sanguineo
Se aprecia la media y el error estandar de cada grupo de edad; (I) 5.1 £ 0.3 U/L, (ll) 4.9 £ 0.2
U/L, (1) 5.4 £0.4 U/L y (IV) 5.9 + 0.3 U/L.

Al analizar la actividad de la FAS (figura 25) se observé que en los cachorros
de 4 a 24 semanas de edad, es diferente de manera significativa en comparacion con
los cachorros de 25 a 52 semanas de edad (grupo Ill) y los adultos (p 0.00 < 0.05);
ademas la actividad enzimatica del grupo Il difiere de la actividad del grupo IV de

adultos mayores a 52 semanas de edad (p 0.002 < 0.05).
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Figura 25. Actividad enzimatica de FAS en suero sanguineo
La media y el error estandar de cada grupo fue: (I) 208.5 + 12.4 U/L, (1) 186.8 + 5.6 U/L, (llI)

85.3+8 U/Ly (IV) 51.4 + 2.9 U/L, lo que indica un descenso en la actividad enzimatica de
FAS al incrementar la edad.
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Durante la observacion de la concentracion de colesterol (figura 26) vy
triglicéridos (figura 27) en suero sanguineo de los cachorros de 4 a 8 semanas de
edad, es menor en comparaciéon con la concentracion de los cachorros de 9 a 52
semanas y de los adultos mayores a 52 semanas de edad (p 0.01 < 0.05); es decir,
la concentracion de ambos analitos, se mantiene de manera similar a la de los adultos
a partir de las 9 semanas de edad.

mmol/L

% v P v
Grupos de edades (semanas)

Figura 26. Concentracion de colesterol en suero sanguineo
Se puede observar la media y el error estandar de cada grupo; (I) 4.3 £ 0.4 mmol/L, (11) 5.1 +
0.2 mmol/L, (1l1) 4.8 £ 0.3 mmol/L y (IV) 4.7 £ 0.1 mmol/L.

mmol/L
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Figura 27. Concentracion de triglicéridos en suero sanguineo
Se muestra la media y error estandar de cada grupo de edad; (I) 0.3 + 0.02 mmol/L, (Il) 0.5 +

0.02 mmol/L, (IlI) 0.5 + 0.04 mmol/L y (IV) 0.5 £ 0.02 mmol/L, es importante sefialar que en
este estudio los andlisis fueron realizados en animales que presentaron ayuno.
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Con respecto a la concentracion de las proteinas totales en suero sanguineo,
se observo un efecto ascendente en relaciéon a la edad; debido a ello, todos los grupos
fueron diferentes de manera significativa, en el grupo | de cachorros de 4 a 8 semanas
de edad la concentracion fue menor que en los cachorros de 9 a 52 semanas y adultos
mayores a 52 semanas de edad (p 0.00 < 0.05); la concentracién de los cachorros de
9 a 24 semanas de edad del grupo Il fue menor que la de los cachorros de 25 a 52
semanas (grupo lll) y adultos (p 0.0076 y p 0.00 < 0.05); por ultimo la concentracion
del grupo 11l fue menor que la del grupo IV de adultos (p 0.019 < 0.05). Por lo tanto,
en este estudio los cachorros alcanzaron los valores de adultos a partir de las 52

semanas de edad como se observa en la figura 28.
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Figura 28. Concentracion de proteinas totales en suero sanguineo
La media y el error estandar para cada uno de los grupos fue: (1) 46.4 + 1 g/L, (II) 50.7 £ 0.9
g/L, (I) 57.5+ 1.9 g/L y (IV) 62.2 £ 1 g/L, donde se aprecia una tendencia a incrementar la
concentracion de proteinas totales en relacién a la edad.

Asimismo, la concentracion de albumina seérica del grupo | fue
significativamente menor en comparacion con la concentracion de los grupos I, Il 'y
IV (p 0.00 < 0.05); ademas el grupo Il de cachorros de 9 a 24 semanas de edad fue
menor a la concentracion de los grupos Il 'y IV (p 0.00 < 0.05); por esta razon, se
observo una tendencia creciente de la concentracion de albumina sérica en relacion

a la edad (figura 29).
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Figura 29. Concentracion de albimina en suero sanguineo
Los cachorros alcanzaron los valores de adultos entre las 25 a 52 semanas de edad; la media

y el error estdndar para cada grupo fue: () 25.1 £ 0.7 g/L, (ll) 28.4 £ 0.6 g/L, (1l1) 31.2+ 0.9 g/L
y (IV) 31.6 £ 0.6 g/L.

En cuanto a la concentracion de glucosa, esta fue mayor en el grupo | de
cachorros de 4 a 8 semanas y el grupo Il de 9 a 24 semanas de edad en comparacion
con la concentracion del grupo IV de adultos mayores a 52 semanas (p 0.00 <0.05),
este resultado indica una tendencia descendente en la concentracion de glucosa al

aumentar la edad, como se observa en la figura 30.
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Figura 30. Concentracion de glucosa en suero sanguineo
Se muestra la media y el error estandar de cada uno de los diferentes grupos de edades; (I)

5.1+ 0.2 mmol/L, (1) 5.1 £ 0.1 mmol/L, (Ill) 4.6 £ 0.3 mmol/L y (IV) 4.3 £ 0.1 mmol/L; en donde
los cachorros alcanzaron los valores de adultos a partir de las 25 a 52 semanas de edad.

Acerca de la concentracién de urea se observd que fue significativamente

menor en el grupo | de cachorros de 4 a 8 semanas de edad a diferencia de los grupos
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I, 'y IV (p 0.00 < 0.05). Igualmente, el grupo Il de 9 a 24 semanas de edad mostré
una concentracion menor a la de los grupos Il y IV (p 0.00 < 0.05). A partir de las 25

semanas de edad los valores fueron similares a los de los adultos (figura 31).
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Figura 31. Concentraciéon de urea en suero sanguineo
La media y el error estandar de cada uno de los diferentes grupos de edades fue: (1) 3.8 £ 0.2

mmol/L, (Il) 4.4 £ 0.1 mmol/L, (1) 5.9 £ 0.3 mmol/L y (IV) 5.7 £ 0.2 mmol/L, donde se observa
una tendencia a incrementar la concentracién de urea en relacién a la edad.

En relacion a la concentracion de creatinina sérica se observo una tendencia
a incrementar de acuerdo con la edad (figura 32), en el grupo | de cachorros de 4 a 8
semanas la creatinina fue menor que la concentracion de los grupos II, Il y IV (p 0.00
< 0.05); también la creatinina del grupo Il de cachorros de 9 a 24 semanas fue menor
que la de los grupos lll y IV (p 0.00 < 0.05).
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Figura 32. Concentracién de creatinina en suero sanguineo
Se puede apreciar que los valores de creatinina fueron similares a los de adultos hasta las 25

semanas de edad; ademés se muestra la media y el error estandar de cada grupo; (1) 38.6 +
1.2 ymol/L, (Il) 53 = 2.1 pmol/L, (111) 89.6 £ 5.5 umol/L y (V) 91 + 2.4 pmol/L.
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Durante el andlisis de la concentracion de la bilirrubina total y directa se
observo que en el grupo | de cachorros de 4 a 8 semanas de edad, esta fue menor
que en los cachorros de 9 a 52 semanas y los adultos mayores a 52 semanas de
edad (p 0.00 < 0.05) como se observa en la figura 33 y 34.
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Figura 33. Concentracién de bilirrubina total en suero sanguineo
A partir de las 9 semanas de edad la concentracion de bilirrubina total e similar a la de los

adultos, ademas, se observa la media y el error estandar de cada grupo; (1) 1.7 + 0.1 umol/L,
(I1) 2.8 £ 0.2 pmol/L, (Ill) 2.5 £ 0.2 ymol/L y (IV) 2.8 £ 0.2 pmol/L.
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Figura 34. Concentracién de bilirrubina directa en suero sanguineo
Se puede observar la concentracion de bilirrubina directa en los diferentes grupos de edad

con su media y error estandar; (1) 0.6 £ 0.06 pmol/L, (I1) 0.9 + 0.1 umol/L, (Ill) 1 + 0.1 umol/L y

(IV) 0.9 £ 0.08 pumol/L, en donde, a partir de las 9 semanas de edad la concentracion es similar
a la de los adultos.
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Cuadro 1919. Valores de referencia por grupos de edades.

Grupo | de 4 a 8 semanas

Grupo llde9a2

4 semanas

Grupo lll de 25 a 52 semanas

Grupo IV de > 52 semanas

(n 60) (n 60) (n 60)
Media (SD) Min. — Méax. Media (SD) Min. — Max. Media (SD) Min. — Max. Media (SD) Min. — Méax.
Analito Distribucion Mediana IR (90 % IC) Mediana IR (90 % IC) Mediana IR (90 % IC) Mediana IR (90 % IC)
AST G 39.1(10.8) 2 19 - 63 39.3(8.7)2 21-58 37.1(11.6)° 12 - 57 36 (9.7)° 12 —54
(UIL) 40 (17 - 61) 38.5 (22 -57) 38 (12 - 62) 36 (16 — 55)
ALT G 24.9 (7.4)° 10 - 40 32(9.1)" 14 -55 36.2 (7.9)° 26 — 48 43.4 (13.1)° 21-70
(UIL) 25 (10 - 40) 31 (14 - 51) 36 (19 - 53) 415 (17 - 70)
GGT NG 5.1 (1.8)2 3-9 5(1.3)2 2-8 5.4 (1.9)2" 2-9 6 (2.1)° 2-10
(UIL) 5 (2-10) 5 (2-18) 6 1-9 6 (3-10)
LDH NG 213.6 (154)® 44 — 588 68.6 (30.5) ° 24 - 140 63.2 (32)° 13-126 47.2 (19.7)°¢ 8-81
(UIL) 162.5 (38 —651) 66 (24 — 140) 62 (0-132) 48 (7-87)
FAS NG 208.5(72.4)® 112 -391 186.8 (37.1)2 110 — 266 85.3 (36.8)"° 32-140 51.4 (23.2)¢ 15-113
(UIL) 184.5 (98 — 387) 184 (111 — 263) 90 (7 - 164) 45 (18 - 113)
Colesterol G 4.3(2.2)* 16-9.6 5.5 (1.5)°" 2.8-83 4.8 (1.2)° 28-74 4.7 (0.8)° 28-6.5
(mmol/L) 3.3 (1.7 -10.7) 5 (2-8.2) 4.6 (2.4-17.3) 4.7 (3-6.3)
Triglicéridos G 0.3(0.1)® 0.2-05 0.5(0.1)° 0.2-0.7 0.5(0.2)° 0.2-038 0.5 (0.1)° 0.2-0.9
(umol/L) 0.3 (0.1-0.5) 0.5 (0.2-0.7) 0.5 (0.1-0.9) 0.5 (0.2-0.8)
Proteinas totales NG 46.4 (6.2) 37.5-57 50.7 (6.4)° 39.5-62.5 57.5(8.7)° 46 - 76 62.2 (8.2)¢ 435-81
(mg/L) 44.5 (36 — 62) 50.5 (38 —64) 54 (36 —76) 61.5 (46 —79)
Albimina G 251 (4)® 15-33 28.4 (4)® 21-375 31.2 (4.3)° 25-40 31.6 (4.7)¢ 22-425
(mg/L) 25 (17 -33) 28 (20 -36) 32 (22 - 40) 31.3 (22 - 41)
Glucosa G 51(1)2 29-7 5.1(0.9) 3-7.3 AL (@)= 2.7-59 4.3 (1.1)° 1.8-6.6
(mmol/L) 5.1 B-7.2) 5.1 (3.4-6.9) 4.3 (2.3-16.6) 4.1 (2.1-6.5)
Urea G 3.8(1.2)2 21-6.7 4.4 (1.3)° 15-7.2 6(1.7)¢ 3-85 5.7 (1.7)°¢ 25-96
(mmol/L) 3.3 (1.9-6.9) 4.3 1.7-7.2) 5.9 (2.5-9.5) 5.8 (2.6 -9.3)
Creatinina G 38.7 (7)® 28.3-54 53 (14.6)° 31.4-93.7 89.7 (25.6) ° 38 -127.3 91 (19.7)°¢ 49.5-133.5
(umol/L) 38 (24 - 53) 49.5 (31-90) 92.8 (35 —144) 92.6 (51 -131)
Bilirrubina total G 1.7 (0.3)2 1-21 2.8(1.2)" 0.3-5.6 2.5(0.9)° 0.9-43 2.8 (1.3)° 0.3-59
(Hmol/L) 1.7 (1.1-2.3) 2.7 (0.2 -5.3) 2.3 (0.6 —4.4) 2.7 (0.4-5.6)
Bilirrubina directa NG 0.6 (0.4) 02-14 0.9 (0.7)° 0-27 1(0.6)" 02-22 0.9 (0.6)° 0-23
(umol/L) 0.5 (0.1-1.6) 0.7 0-2.7) 0.9 (0-24) 0.9 (0-2.5)

IR indica intervalo de referencia; IC, intervalo de confianza; SD, desviacién estandar, G, Gaussiana; NG, no Gaussiana; los grupos que no comparten una letra son
diferentes de manera significativa (a, b, c, d).
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5. DISCUSION

En este estudio se observo el efecto que tiene el género y la edad sobre algunos de los
parametros bioquimicos y se demostraron diferencias significativas al comparar las
variables.

En relacién al género no se observaron diferencias significativas en AST, ALT, GGT,
LDH, FAS, colesterol, triglicéridos, proteinas totales, albumina, glucosa, urea, creatinina,
bilirrubina total y bilirrubina directa. Esto coincide con estudios previos (Altunoky col., 2001;
Castellanos y Castellanos, 2010; Pasquini y col., 2008). Sin embargo, algunos otros autores
reportan diferencias en funcion al género, en algunos parametros bioquimicos como la
glucosa, colesterol, proteinas totales, albumina, aminotransferasas y creatinina (Cinar y
col., 2010; Dunlop y col., 201; Cortés, Grandez y Hung, 2014). Asimismo, no se observaron
diferencias significativas en los resultados de AST con respecto a la edad, esto corresponde
con lo investigado por otros autores (Mundim y col., 2007; Misbach y col., 2014; Rortveit y
col., 2015).

En este estudio se observo una tendencia a incrementar con la edad la actividad
enzimatica de ALT; al ser menor en cachorros de 4 a 52 semanas de edad en comparacion
con los adultos mayores a 52 semanas de edad. El efecto de la edad sobre esta enzima
concuerda con algunos estudios realizados en perros de diferentes edades (Harper y col.,
2003; Mundim y col.,, 2007; Jangsangthong y col.,, 2012). Mientras que otras
investigaciones mencionan lo contrario (Rosset y col., 2012; Rortveit y col., 2015). Estos
cambios en la actividad de ALT se deben a variaciones fisioldgicas relacionadas con la
edad, la accién hormonal y las fases reproductivas (gestacién, lactancia) (Mundim y col.,
2007). Ademés, es importante mencionar que durante la gestacion, la circulacion
placentaria de la madre apoya el sistema hepatobiliar funcionalmente inmaduro del feto. En
la mayoria de los perros, el cierre funcional del conducto venoso se produce gradualmente
durante el segundo y tercer dia después del nacimiento. Mientras que el cierre morfolégico
completo del conducto que se produce cuando este se atrofia, se establece entre el primer
y tercer mes después del nacimiento (Center, 2011). A pesar de la temprana diferenciacion
embriogénica del higado, muchas de sus funciones metabdlicas estan desarrolladas de
manera incompleta al nacer. El higado fetal tiene una menor capacidad de
gluconeogénesis, almacenamiento de glucégeno, metabolismo del acido biliar, procesos de

desintoxicacion y eliminacion, haciéndolo mas susceptible a toxinas e infecciones
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transplacentarias y posnatales que pueden no tener consecuencias en adultos (Alef y col.,
2008).

La actividad enzimética de la LDH también mostro un efecto asociado con la edad,
en cachorros de 4 a 8 semanas la actividad fue muy superior en comparacién con cachorros
de 9 a 52 semanas y adultos mayores a 52 semanas de edad. Este hallazgo se relaciona
con una tendencia a disminuir su actividad con el crecimiento; ademés se ha encontrado
gue los parametros bioquimicos tienden a ser constantes de las 28 a 36 semanas de edad
(Uchiyama y col., 1985). Los aumentos tempranos de LDH probablemente reflejan un
traumatismo muscular asociado con el parto (Center, 2011). Sin embargo, la informacion
acerca de este analito es muy limitada, pocos estudios incluyen esta enzima dentro de sus
investigaciones.

En los resultados de la GGT se mostro una actividad enziméatica inferior en cachorros
de 4 a 24 semanas de edad con respecto a la actividad de cachorros de 25 a 52 semanas
y en adultos mayores a 52 semanas de edad. Este efecto de la edad concuerda con algunos
estudios previos (Cinar y col., 2010). No obstante, otras investigaciones no encontraron
diferencias significativas con respecto a la edad sobre esta enzima (Mundim y col., 2007).
Asimismo, debido a los altos niveles de FAS y GGT en el calostro, la evaluacion de estas
enzimas en suero o plasma puede proporcionar alguna informacion importante sobre el
estado de transferencia pasiva en los cachorros, al usarse como un marcador de la
adecuada ingestion de calostro; sin embargo, estas diferencias son de corta duracion y se
determinan dentro de las primeras 2 semanas de edad (Center, 2011; Gorman, 2011; von
Dehn, 2014). Ademas la actividad enzimatica de FAS y GGT también puede ser atribuido
al origen placentario o intestinal (Center y col.,1991).

Por otro lado, en los resultados de la FAS se observo que los cachorros de 4 a 24
semanas de edad tienen una actividad enzimatica mayor en comparacién con los que
oscilan entre 25 semanas y mayores a 52 semanas de edad; no obstante, los cachorros de
25 a 52 semanas de edad también mostraron una actividad superior a los valores obtenidos
en adultos mayores a 52 semanas. Otros estudios también han encontraron que los perros
menores de 52 semanas de edad presentan valores elevados de FAS y una menor actividad
enzimatica en perros adultos (Castellanos y Castellanos, 2010). Numerosos reportes
sefialan que en los animales jévenes hay un incremento de FAS respecto a los adultos, que
se relaciona con el rapido crecimiento 6seo y la actividad osteoblastica (Mundim y col.,

2007; Rosset y col., 2012; Rortveit y col., 2015). En otras investigaciones realizadas en
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diferentes razas de perros, han encontrado que la concentracion méaxima de FAS es en
cachorros de 12 semanas de edad en todas las razas (Trangerud y col., 2007). Este efecto
es ligado a que el crecimiento de hueso disminuye poco a poco, por esta razén la actividad
enzimatica de FAS disminuye con la edad (Comazzi y col., 2004). Mientras tanto, el
incremento constante de la actividad sérica de FAS dentro de las 24 a 52 semanas de edad
en los cachorros (3 veces mas elevados que los valores de referencia de adultos) es
resultado de la actividad de la isoenzima 6sea de FAS derivada de los osteoblastos (Center,
2011). Como consecuencia, los valores de referencia para las enzimas hepaticas séricas
son esenciales para interpretar los resultados del laboratorio de cachorros neonatales. Las
diferencias en la actividad enzimatica sérica entre neonatos y adultos reflejan la disminucién
de la capacidad funcional del higado, el trauma asociado al parto, la ingestion de calostro,
la maduracién de las vias metabdlicas, los efectos del crecimiento y la distribucién de la
masa, composicion corporal y nutricién. La actividad de enzimatica de FAS, AST, GGT y
LDH aumenta notablemente durante las primeras 24 horas de vida (Center, 2011). Estas
elevaciones suelen persistir en la primer y segunda semana de edad después del parto y
disminuir a niveles moderados después de la segunda semana de edad. La actividad de
FAS permanece por encima de los valores de referencia para adultos y por lo general se
estabiliza en valores de adultos entre el primer y segundo afio de vida (Center y col.,1991).

Con respecto a la concentracion de colesterol y triglicéridos se observé, que en los
cachorros de 4 a 8 semanas de edad su concentracion es inferior que la de individuos con
edades entre 9 semanas y mayor a 52 semanas de edad. Otros autores han observado que
a menudo los valores de referencia para colesterol y triglicéridos en cachorros, estan por
debajo de los propuestos para adultos (Kuhl y col., 2000). Ademas, algunos autores han
reportado que la concentracion sérica de colesterol y triglicéridos es mayor en los cachorros
menores a 8 semanas de edad, después del destete esta concentracion disminuye
gradualmente pero puede alcanzar un pico entre las 20 y 24 semanas de edad, después de
las 24 semanas de edad generalmente estos valores disminuyen hasta alcanzar los niveles
de adultos (von Dehn, 2014). También, se menciona que la edad y el género no resultan
importantes en la evaluacion de los valores de triglicéridos, sin embargo, estos factores
tienen que ser considerados para interpretar correctamente los valores de colesterolemia
(Pasquini y col.,, 2008). Aunque, otros estudios no han encontrado diferencias en la
concentracion de triglicéridos con respecto a la edad; ademas, algunos reportan una

concentracion mayor de colesterol en animales jovenes en comparacion con los adultos
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(Mundim y col., 2007; Cinar y col., 2010; Misbach y col., 2014). Este resultado puede ser
relacionado, debido a que la concentracion de colesterol y triglicéridos es mayor hasta la
primer y segunda semana de edad y después disminuye (Wright y col., 2005). A medida
que estos animales maduran, su concentracion de colesterol y triglicéridos disminuye y no
se observan diferencias en la concentracion de lipidos y lipoproteinas de colesterol entre
los jovenes, adultos y ancianos. El descenso de colesterol plasmatico, es probablemente
debido a la mayor demanda de los tejidos durante el periodo de crecimiento, desarrollo y
esteroidogénesis (Butterwick y col., 2001). Ademas, el higado neonatal tiene una menor
capacidad para sintetizar triglicéridos y colesterol, debido a esto los neonatos dependen de
los lipidos que son absorbidos a través de la dieta, por eso la lactancia es una fuente
importante de lipidos en los recién nacidos (von Dehn, 2014). Sin embargo, en el meta-
analisis no se encontré informacién de valores de referencia de triglicéridos en cachorros
de 4 a 8 semanas de edad.

La concentracién de proteinas totales y albimina en el suero sanguineo, mostro una
relacién dependiente de la edad, al ser menor la concentracién en cachorros menores a 52
semanas en comparacion con los resultados obtenidos en adultos; esto concuerda con
algunos estudios previos (Castellanos y Castellanos, 2010; Rosset y col., 2012; Rortveit y
col., 2015). Sin embargo, la literatura menciona que en los cachorros de hasta 4 semanas
de edad, la concentracién sérica de proteinas totales y albumina esta por debajo de los
niveles normales de adultos; por otro lado, a las 8 semanas de edad, los cachorros tienen
una concentracion de albumina dentro de los rangos normales de adultos, mientras que la
concentracion de proteinas totales aumenta gradualmente hasta alcanzar los niveles de
adultos entre las 24 a 52 semanas de edad (Center, 2011). El incremento de las
concentraciones séricas de proteinas totales al aumentar la edad se debe en parte, al
aumento de las gammaglobulinas inducidas por las vacunas y al contacto directo con
microorganismos ambientales. Mientras tanto, la baja concentracion de albimina en los
animales menores a 24 semanas de edad se justifica por la mayor demanda de esta
proteina, durante esta fase de crecimiento intenso (Mundim y col., 2007).

Los resultados obtenidos durante este estudio en relacion a la concentracion de
glucosa en sangre indican que en cachorros de 4 a 24 semanas de edad es mayor que la
concentracion en adultos mayores a 52 semanas de edad. Algunos investigadores que han
desarrollado estudios en perros de diferentes edades observaron que la glucosa disminuye

con el crecimiento (O’Brien y col., 2014; Rortveit y col., 2015). No obstante, otros estudios
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no encontraron alguna relacion de la concentracion de glucosa sérica con la edad (Rosset
y col., 2012). En general, la regulacion glucémica de los cachorros neonatales es menor en
comparacion con la de los adultos (Center, 2011). Los estudios en adaptaciones
metabdlicas al nacer tanto en humanos como en cachorros revelan que en el neonato en
ayunas, el higado es capaz de mantener las concentraciones de glucosa en sangre a través
de la glucogendlisis y la gluconeogénesis (O'Brien y col., 2014). Asimismo, la incapacidad
de un cachorro para recuperarse rapidamente de la hipoglucemia o la hiperglucemia puede
atribuirse a su insensibilidad a la insulina enddégena y a la baja respuesta de hormonas
contrarreguladoras (epinefrina y cortisol) (Center, 2011). Ademas, los neonatos tienen una
deficiencia relativa de fuentes de energia alternativas (tales como depdésitos de grasa,
aminoacidos gluconeogénicos) en comparacién con los adultos. Por lo tanto, mantener la
euglucemia es vital para el estado neurologico neonatal. Aungue la regulacion de la glucosa
mejora con la edad, los cachorros de hasta 16 semanas de edad deben considerarse
predispuestos a la hipoglucemia cuando estan anoréxicos o deshidratados (von Dehn,
2014).

En la concentracion de urea en suero sanguineo se obtuvo como resultado una
menor concentracion en cachorros de 4 a 24 semanas de edad y a partir de las 25 semanas
de edad la concentracion de urea es similar a la de los adultos mayores a 52 semanas de
edad. Este resultado de la concentracion de urea relacionado con la edad, concuerda con
estudios previos (Mundim y col., 2007; O’Brien y col., 2014; Rosset y col., 2012). No
obstante, otras investigaciones no encontraron diferencias en relacién a la edad en la
concentracion de urea (Cinar y col., 2010; Rortveit y col., 2015). Este incremento puede ser
debido a su mayor metabolismo de proteinas; puesto que, estos animales estan en fase de
crecimiento (Mundim y col., 2007). Por otro lado, la autorregulacién del flujo sanguineo renal
(RBF) y la tasa de filtracion glomerular (TFG) en cachorros neonatales parece ser
relativamente ineficiente para responder a cambios rapidos en la presién arterial sistémica.
Al nacer, la presion arterial es baja (50-60 mm Hg); durante la maduracién renal, el aumento
de la presién sanguinea y la disminucion de la resistencia vascular resultan en un aumento
de la TFG y RBF. En el perro adulto, el sistema renina-angiotensina es un importante
mecanismo regulador; sin embargo, en el neonato RBF esta directamente correlacionado
con la presion arterial y no parece ser alterado por la inhibicion de la angiotensina hasta
aproximadamente 6 semanas de edad (Grundy, 2006). La TFG aumenta 7 veces durante

el primer mes de vida en cachorros neonatos. Del mismo modo, el RBF aumenta casi 4
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veces durante el mismo periodo. Tanto la TGF como el RBF continan aumentando
después de la cuarta semana de edad, alcanzando los valores adultos aproximadamente
10 semanas después del nacimiento (Kruger y col., 2001). Ademas, los cachorros recién
nacidos tienen una menor capacidad para concentrar o diluir la orina en respuesta a los
cambios en el volumen del liquido extracelular. También, se ha demostrado que la
concentracion sérica de urea es menor en animales jévenes en comparacion con los
adultos. Cabe destacar que inicialmente la urea se encuentra dentro de los valores de
adultos, pero luego disminuye entre las 2 y 12 semanas de edad, antes de comenzar a
aumentar hasta los valores de adultos aproximadamente a las 24 semanas de edad. Se
han propuesto algunas razones para explicar la baja concentracién de urea en cachorros
gue se han atribuido a un aumento de la sintesis de proteinas como resultado de la
influencia de la hormona del crecimiento o el aumento del estado metabdlico con el
incremento de la TFG (Gorman, 2011).

Por otro lado, durante el andlisis de este estudio, se mostré una diferencia evidente
en la concentracion de creatinina en relacion a la edad; en cachorros de 4 a 8 semanas su
concentracion es mas baja que la concentracion de individuos con edades entre 9 semanas
y mayores a 52 semanas. En pocas palabras se observé una tendencia a incrementar con
la edad y a partir de las 25 semanas de edad la concentracion de creatinina es similar a la
concentracion de los adultos; este efecto concuerda con algunos estudios, ademas se
menciona que la creatinina disminuye desde el primer dia de nacido hasta las 8 semanas
de edad y a partir de ésta se estabiliza para luego incrementar de forma gradual hasta
alcanzar los valores de adulto hacia el primer afio de vida (Braun y col., 2003; Mundim y
col., 2007; Rosset y col., 2012; Rortveit y col., 2015). La concentracion de creatinina sérica
suele ser mas baja en cachorros que en adultos, debido a que la TGF es mas alta en los
cachorros y también porque tienen una menor masa muscular hasta las 24 semanas de
edad; después de esto la creatinina se mantiene estable hasta los 8 a 9 afios de edad y a
partir de ahi comienza a decrecer (Heine y Lefebvre, 2007; Mundim y col., 2007). Ademas,
en los cachorros recién nacidos se produce una disminucion progresiva de la concentracion
de creatinina sérica hasta las 4 y 5 semanas de edad seguida de un ligero aumento entre
las 7 y 8 semanas de edad; después los niveles de creatinina aumentan moderadamente
hasta las 52 semanas de edad (Gorman, 2011). Como consecuencia, el médico debe tener
en cuenta que la inmadurez de la funcion glomerular y tubular tiene implicaciones clinicas

significativas con respecto al manejo terapéutico de los cachorros; debido a que estan mas
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predispuestos a una deshidratacién por sus mayores requerimientos de agua y por su
menor capacidad para concentrar la orina y soportar la diuresis osmética (Johnston y col.,
2001).

En relacién a la bilirrubina total y directa, éste estudio obtuvo como resultado una
concentracion inferior en cachorros de 4 a 8 semanas de edad y una concentracién superior
en cachorros de 9 a 52 semanas y en adultos mayores a 52 semanas de edad. Sin embargo,
algunos estudios no encontraron diferencias significativas en relacién a la edad en la
concentracion de bilirrubina (Castellanos y Castellanos, 2010; Misbach y col., 2014; Rortveit
y col., 2015). Mientras que otras investigaciones observaron una mayor concentracion de
bilirrubina en perros jovenes en comparacion con los adultos (Cinar y col., 2010).. La
capacidad de captacion, conjugacion y excrecion hepatica de la bilirrubina en la etapa fetal,
neonatal y juvenil de los perros es notablemente madura en comparacion con los humanos
y varios primates no humanos. Ademas, en la etapa fetal se tiene una concentraciéon
esencial de enzimas que conjugan a la bilirrubina. Algunos cachorros tienen valores
individuales de bilirrubina total ligeramente elevados durante las primeras 72 horas de vida,
esta se normaliza en 2 semanas, sin embargo, la etiologia de esta elevada concentracion
de bilirrubina en neonatos no se ha aclarado (Center, 2011). Es importante sefialar en el

meta-analisis solo se encontré informacién de bilirrubina directa en adultos
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6. CONCLUSION

Se encontraron valores mas bajos de proteinas totales, albumina, colesterol,
triglicéridos, ALT, GGT, urea y creatinina en cachorros; mientras que la FAS, LDH y glucosa
fueron mayores en cachorros que en adultos. Ademas, se observo que la creatinina en
adultos es mayor en machos que en hembras.

Por lo tanto, es importante destacar que algunos analitos bioquimicos se ven
influenciados por la edad y el género; por esta razon, es importante contar con una tabla de
valores de referencia comparativa y se debe considerar el efecto de la edad y el género al

momento de interpretar los resultados clinicos.
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GLOSARIO

Alanina aminotransferasa (ALT). Enzima involucrada en la transferencia de aminoacidos.
Se utiliza para evaluar dafio hepatico, principalmente.

Albumina. Proteina que se encuentra en gran proporcion en el plasma sanguineo, siendo
la principal proteina de la sangre; es sintetizada en el higado.

Analito. Es un componente (elemento, compuesto 0 ion) de interés analitico de una
muestra. Es una especie quimica cuya presencia o contenido se desea conocer,
identificable y cuantificable, mediante un proceso de medicién quimica.

Aspartato aminotransferasa (AST). Enzima presente normalmente en el suero y en
ciertos tejidos corporales, que actla sobre la transferencia intermolecular de un grupo
amino desde el acido aspartico al acido alfacetoglutérico, para formar acido glutamico y
acido oxaloacético.

Azotemia. Acumulacién en sangre de productos nitrogenados de desecho no proteicos.
Segun su origen, la azotemia puede ser: prerenal (consecuencia de una reduccion en la
perfusion renal, como ocurre en casos de deshidratacion o fallo cardiaco), renal (debida a
la existencia de una alteracion de la funcién de los riflones) y post-renal (cuando existe una
alteracion en la eliminacién de orina del organismo; por ejemplo, en casos de obstruccion
del flujo de orina o uroabdomen).

Bilirrubina. Pigmento amarillento que se encuentra en la bilis, un liquido producido por el
higado.

Bioquimica sanguinea. Serie de exdmenes clinico para conocer el estado del metabolismo
del organismo.

Colesterol. Es un lipido esteroide (esterol), molécula de ciclopentanoperhidrofenantreno
(esterano), constituida por 4 carboxilos condensados; se encuentra en los tejidos corporales
y en el plasma sanguineo de los vertebrados. Es una sustancia esencial para crear la
membrana plasmatica que regula la entrada y salida de sustancias en la célula.
Creatinina. Es un compuesto organico generado a partir de la degradacion de la creatina
(que es un nutriente Util para los musculos). Se trata de un producto de desecho del
metabolismo normal de los musculos que habitualmente produce el cuerpo en una tasa muy
constante (dependiendo de la masa de los musculos), y que normalmente filtran los riflones

excretandola en la orina.
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Diagndstico clinico. Es el procedimiento por el cual se identifica una enfermedad, entidad
nosologica, sindrome o cualquier estado patolégico o de salud.

Enfermedad. Alteracion o desviacion del estado fisiolégico en una o varias partes del
organismo, por causas en general conocidas, manifestada por sintomas y unos signos
caracteristicos, y cuya evolucion es mas o menos previsible.

Espectrofotdmetro. Es un instrumento que permite comparar la radiacion absorbida o
transmitida por una solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que
contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.

Espectrofotometria. Es la medicidon de la cantidad de energia radiante que absorbe o
transmite un sistema quimico en funcién de la longitud de onda; es el método de analisis
Optico mas usado en las investigaciones quimicas y bioquimicas.

Examen clinico. Es el conjunto de maniobras que realiza un médico para obtener
informacién sobre el estado de salud de un paciente.

Fosfatasa alcalina (FAS). Enzima hidrolasa responsable de catalizar la remocion de un
grupo fosforil de varios tipos de moléculas como nucleétidos, proteinas y alcaloides. Los
tejidos con cantidades mas altas de FAS abarcan el higado, las vias biliares y los huesos.
Gamma-glutamil transferasa (GGT). Enzima que cataliza la transferencia de una porcién
de gamma-glutamil de glutation a un aceptor que puede ser un aminoacido, un péptido o
una molécula de agua. Juega un papel importante en el ciclo de la gamma-glutamil, una via
para la sintesis y degradacién de glutation y desintoxicacién de drogas y xenobiéticos.
Glucosa. Es un monosacéarido con formula molecular CsH1,0s. ES una hexosa, es decir,
contiene 6 atomos de carbono, y es una aldosa, esto es, el grupo carbonilo esta en el
extremo de la molécula (es un grupo aldehido). Es la fuente primaria de sintesis de energia
de las células, mediante su oxidacion catabolica, y es el componente principal de polimeros
de importancia estructural como la celulosa y de polimeros de almacenamiento energético
como el almidén y el glucégeno.

Hemolisis. Es el fendbmeno de la desintegracién de los eritrocitos (glébulos rojos o
hematies). El eritrocito carece de nucleo y organulos, por lo que no puede repararse y
muere cuando se desgasta.

Hepatocito. Es la célula propia del higado y que forma su parénquima.

Idoneidad. Reunién de las condiciones necesarias para desempefiar una funcién

Interpretacion. Explicar o declara el sentido de algo.
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Laboratorio. Es un lugar dotado de los medios necesarios para realizar investigaciones,
experimentos, précticas y trabajos de caracter cientifico, tecnolégico o técnico; esta
equipado con instrumentos de medida o equipos con que se realizan experimentos,
investigaciones o practicas diversas, segun la rama de la ciencia a la que se dedique.
Lactato deshidrogenasa (LDH). Enzima que cataliza una reaccién redox, en la que el
piruvato es reducido a lactato gracias a la oxidacion de NADH a NAD+.

Lipemia. Cuando se aplica el termino LIPEMIA a una muestra de sangre, se refiere a una
turbidez claramente visible (blanquecina o lechosa) causada por una elevada concentracion
de lipidos. Esta lipemia se debe al lipido triglicérido, presente en la forma de lipoproteina,
en su mayoria quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad.

Longitud de onda. Es la distancia real que recorre una perturbacion (una onda) en un
determinado intervalo de tiempo. Ese intervalo de tiempo es el transcurrido entre dos
maximos consecutivos de alguna propiedad fisica de la onda.

Metabolismo. Suma de todos los procesos quimicos y fisicos que tienen lugar en un
organismo; en sentido mas estricto, cambios fisicos y quimicos que sufre una sustancia en
un organismo. Incluye la incorporacion y distribucion en el organismo de los componentes
quimicos, los cambios (biotransformaciones sufridas) y la eliminaciéon de los compuestos y
de sus metabolitos.

Metabolito. Cualquier producto intermedio o final resultante del metabolismo.

Nefrona. Es una unidad estructural y funcional basica del rifidn, responsable de la
purificacién de la sangre. Su principal funcién es filtrar la sangre para regular el agua y las
sustancias solubles, reabsorbiendo lo que es necesario y excretando el resto como orina.
Esta situada principalmente en la corteza renal.

Nitrégeno ureico en sangre (BUN). Es la cantidad de nitr6geno circulando en forma de
urea en el torrente sanguineo. Los valores de nitrégeno ureico en sangre pueden ser
indicativos de la funcion renal.

Orquiectomia. Es el término que se usa en medicina para designar la extirpacion
quirdrgica, total o parcial, de uno o de los dos testiculos

Ovariohisterectomia. Es un procedimiento quirdrgico que consiste en retirar del organismo
los ovarios y el Gtero. Este procedimiento es una de las cirugias mas frecuentes en la

practica diaria de la medicina veterinaria.
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Proceso patolégico. Esta compuesto de 4 aspectos principales: etiologia, patogenia,
cambios morfoldgicos (alteraciones morfolégicas) y manifestaciones clinicas (alteraciones
funcionales).

Proteina. Una macromolécula biolégica compuesta de un arreglo lineal de aminoacidos
unidos por uniones peptidicas; las funciones de las proteinas en los procesos biolégicos
incluyen catalisis, transporte y almacenaje, movimiento, soporte mecanico, proteccion
inmune, la generacion y transmision de impulsos nerviosos y el control del crecimiento y
diferenciacion.

Sangre. Es un tejido conectivo liquido, que circula por capilares, venas y arterias de todos
los vertebrados. Su color rojo caracteristico es debido a la presencia del pigmento
hemoglobinico contenido en los glébulos rojos.

Suero sanguineo. Es el componente de la sangre resultante tras permitir la coagulacion
de ésta y eliminar el coagulo resultante. Es equivalente al plasma sanguineo, pero sin las
proteinas involucradas en la coagulacién (fibrinbgeno en su mayor parte). El suero es util
en la identificacién de algunos analitos en los que no se requiere de la intervencién de un
anticoagulante, ya que este podria interferir en el resultado alterandolo.

Tratamiento. Es el conjunto de medios de cualquier clase cuya finalidad es la curacién o el
alivio de las enfermedades o sintomas.

Triglicéridos. Es untipo de glicérido que pertenece a la familia de los lipidos. Este glicérido
se forma por la esterificacion de los 3 grupos OH de los gliceroles por diferentes o igual tipo
de acidos grasos, concediéndole el nombre de Triglicérido. Son transportados en todo el
organismo teniendo como funcién suministrar energia o para ser almacenados por periodos
largos como grasa, siendo una fuente de energia a largo plazo mas eficiente que los
carbohidratos.

Urea. Es un compuesto quimico cristalino e incoloro descubierto por Friedrich Wéhler; de
férmula CO (NH.).. Se encuentra abundantemente en la orina y en la materia fecal. Es el
principal producto terminal del metabolismo de las proteinas.

Valores de referencia. Resultado analitico obtenido de un individuo que cumple con ciertas

caracteristicas.
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Anexo A. Guia para el estilo del documento de protocolo de tesis

1. CARACTERISTICAS GENERALES

1.1. Formato

El documento ser& escrito con interlineado de espacio y medio, excepto los pies de figura
y encabezados de cuadros que llevaran interlineado sencillo. Los margenes izquierdo,
derecho, superior e inferior mediran, al menos, 3 cm, 2.5, 2.5 y 2.5 cm, respectivamente.

Se destinara un centimetro a la izquierda para encuadernacion.

1.2. Archivo electrénico

El documento de protocolo no debera imprimirse, encuadernarse o empastarse, excepto
para mantener su cardex completo. Se recomienda realizar la impresién del documento de
tesis por ambos lados del papel. Cuando se concluyan los estudios y se tenga la versién
final aprobada se recomienda entregar un ejemplar protegido con pastas duras de color
oscuro con letras claras. No seran aceptados documentos engargolados, con broches u
otro tipo formatos poco perdurables. Simultaneamente a la entrega del documento impreso,
se entregara la misma version en archivo electrénico, libre de virus y en formato *.doc, *.rtf
0 *.pdf.

1.3. Tamafio y tipo del papel
Se debera usar papel bond de buena calidad, tamafio carta (21.59 x 27.94 cm).

1.4. Tipo de letra

Se debera usar el tipo de letra de molde con uniformidad y claridad para todas las copias,
tanto para textos como para ilustraciones (Tamafio 11 puntos; Tipo Arial, Tahoma o Times
New Roman). En el caso de términos o palabras en latin y griego, utilizar italicas o cursivas.
Para transcripciones y palabras fuera de lo comuan, se emplearan comillas y se aclararé su

significado en una nota a pie de pagina.

1.5. Estilo
El protocolo se redactard en forma impersonal (tercera persona) utilizando el tiempo futuro
para los capitulos de Metodologia, asi como en el de Resultados; el resto del documento

se redactara en tiempo presente.
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En los avances y documento final se redactara utilizando el tiempo pasado para los
capitulos de Metodologia, asi como en el de Resultados; el resto del documento se
redactara en tiempo presente.

El sistema métrico utilizado sera el decimal, y las abreviaturas de sus unidades se apegaran
al Sistema Internacional de Unidades (SIU), por lo que no llevardn punto, a menos que
estén al final de una oracién (cm, m, kg, ml, etc.). Dichas abreviaturas son iguales para el
singular y el plural, por ejemplo, 1.0 kg y 4.0 kg. Se procurara que no se confundan los
nameros uno y cero con las letras “ele” y “O”, respectivamente, agregando un punto decimal
y un digito decimal. Cuando se emplee por primera vez una abreviatura no incluida en el
SIU debera escribirse su nombre completo y a continuacién se anotaran las siglas
respectivas entre paréntesis.

La ortografia y la sintaxis deberan estar de acuerdo a las reglas gramaticales generalmente

aceptadas, asi como evitar tecnicismos, anglicismos, galicismos y neologismos.

1.6. Cuadros y Figuras

Los cuadros y las figuras deberan ser explicativos por si mismos, de tal forma que no haya
necesidad de recurrir al texto para su comprension. Los cuadros deberan llevar
encabezados y las figuras pie de figura y tendran un formato uniforme a lo largo del
documento. Ambos estaran identificados por nUmeros consecutivos y en series separadas.
Se colocaran inmediatamente después al texto donde se hace referencia a ellos por primera
vez.

Los cuadros y figuras sélo deberan contener datos relevantes, evitando aquellos que sean
pobres de informacion y repetitivos a los datos sefialados en el texto u otras partes del

documento. En caso de usar fotografias estas deberan ser nitidas y bien contrastadas.

1.7. Notas al pie de pagina
Las notas deberan ser Unicamente aclaratorias y que se refieran a comunicaciones
personales y transcripciones; deberan tener una llamada (por nimeros o simbolos) y

escribirse a un espacio de manera breve.

1.8. Caracteristicas de los apartados
CAPITULOS DE PRIMER NIVEL: Cada capitulo comenzard en una nueva péagina. En

negritas, 14 puntos, mayusculas, centradas, con un espacio previo y otro posterior. Se
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numerara con digitos enteros. Sin punto final (por ejemplo, 2. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA).

CAPITULOS DE SEGUNDO NIVEL: Negritas. MayUsculas, 12 puntos, al margen izquierdo,
un espacio previo y un punto final aparte. Se numerara con un nimero decimal relativo al

capitulo correspondiente. Sin punto final (por ejemplo, 2.5. JUSTIFICACION).

CAPITULOS DE TERCER NIVEL: Negritas. Tipo oracion con la primer letra mayuscula, 12
puntos, al margen izquierdo, sin un espacio previo y un salto de linea final aparte. Se
numerara con un nimero decimal relativo al capitulo de segundo nivel correspondiente. Sin

punto final (por ejemplo, 2.4.2. Objetivos especificos).

CAPITULOS DE CUARTO NIVEL: Negritas, tipo oracion con la primer letra mayuscula, 12
puntos, al margen izquierdo, sin un espacio previo y un punto seguido. Se numerara con un
numero decimal relativo al capitulo de tercer nivel correspondiente; por ejemplo (5.2.1.1.
Modificacién de un producto; 5.2.1.2. Modificacién de un proceso).

Los capitulos de cuarto nivel no se deberan dividir en nuevos apartados. En el caso de que
se requiera dividir la informacién sera necesario reagrupar los apartados de nivel superior

para no exceder el nimero de niveles.

1.9. Numeracién
El cuerpo principal de la tesis se nhumerara progresivamente con nameros arabigos en la

derecha de la parte inferior de cada pagina.

2. PORTADAS Y ANEXOS

2.1. Portada

Incluird: Nombre y logotipo de la Universidad, el nombre del posgrado (Posgrado en
Ciencias AgronOmicas y Veterinarias), titulo del tema estudiado, grado por el que se opta
(Maestro en Ciencias Agrondmicas o Maestro en Ciencias Veterinarias), nombre del
sustentante (con los grados académicos anteriores), nombres completos (con el grado
académico superior) del tutor y Comité tutoral, asi como lugar y fecha de presentacion del

protocolo, avance o examen de grado.
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2.2. Portadilla

Nombre y logotipo de la Universidad, titulo del tema estudiado, nombre del sustentante (con
los grados académicos anteriores), grado por el que se opta.

Ademas se inscribira la siguiente leyenda “El presente documento fue revisado, presentado,
defendido y aprobado en el seminario/examen de grado correspondiente”, seguido de un
listado de nombres completos (con el grado académico superior) del Tutor e integrantes del
Comité Tutoral y espacio para firma de las personas participantes en el jurado de examen

de grado, asi como lugar y fecha.

2.3.  Reconocimientos
Seran reconocimientos académicos o institucionales expresados para enunciar en qué
medida el autor del documento recibid6 ayuda financiera, apoyo técnico o asesoria

académica de otras personas. No se extenderd mas de una cuartilla.

2.4. Indice general
Enlista cada uno de los capitulos y contenidos hasta el tercer nivel (Ver apartado de
Capitulos de este documento), en la secuencia de la paginacién correspondiente.

2.5. Indice de cuadros

Si el texto contiene cuadros, deberan enlistarse en este apartado en forma consecutiva.

2.6. Indice de figuras

Misma consideracién que para los cuadros.

2.7. ACRONIMOS (Abreviaturas y siglas usadas)
En el caso de que se usen mas de 10 abreviaturas y siglas en el texto, debera hacerse una

lista de ellas en hoja especifica.

2.8. Resumen
Deberé ser de tipo informativo a renglén seguido, en un solo péarrafo y su extension no
debera exceder de una cuartilla. Los elementos que debe incluir son: la informacion

sobresaliente de introduccion, objetivos, metodologia, resultados (esperados) y (posibles)
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conclusiones, sin capitularlos. No deberan usarse citas ni llamadas al pie, ni contendra

cuadros o figuras. Deberd incluir en la parte inferior entre 4 y 6 palabras claves.

2.9. Abstract
Sera la traduccion al idioma inglés del cuerpo del resumen. Se traduciran e incluiran al final

las mismas palabras claves en inglés o “key words”.

2.10. Apéndices o Anexos

Es toda aquella informacién accesoria y que se utiliza Unicamente para ampliar o aclarar el
trabajo principal. Usualmente contiene las metodologias empleadas para obtener o analizar
los datos, una copia de las publicaciones derivadas del estudio, tanto las que estén
enviadas, aceptadas o que ya hayan aparecido en una revista apropiada. Cada seccion

debe ser identificada consecutivamente, por ejemplo, “Apéndice A. Analisis de varianza”.

3. CUERPO O TEXTO PRINCIPAL

3.1. Introduccion

Su finalidad es presentar en forma clara y explicita los antecedentes, la justificacion del
estudio y el planteamiento del problema, con un fundamento bibliografico muy breve pero
suficiente para sustentar el problema agropecuario, productivo o econémico planteado en

el estudio.

3.2. Antecedentes

Deberé indicarse la informacién mas reciente, relevante y disponible sobre el tema de
estudio. Se revisardn preferentemente las fuentes de informacién original de mayor
relevancia. En el caso de ser necesario, la consulta y uso de informacién contenida en
paginas electrénicas, se recomienda que éstas pertenezcan a instituciones de reconocido
prestigio. Su uso se limitara para hacer referencia a caracteristicas o datos especificos que
resulten de importancia para la investigacion del estudiante. La citacion de documentos que
procedan de congresos o reuniones especializadas, paginas WEB, tesis no publicadas y
referencias personales sera limitada como maximo al 5% del total de las referencias. La
extension de esta seccidn se basara principalmente en la disponibilidad de informacion
especifica del tema bajo estudio, quedard a juicio del Comité Tutoral a propuesta del

estudiante definida a partir de una consulta exhaustiva de bases de datos cientificas
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(http://apps.webofknowledge.com.dibpxy.uaa.mx/, http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed,

http://www.scopus.com.dibpxy.uaa.mx/, etc.) y con el visto bueno del tutor. Esta seccion

debera contener una revision histérica completa del tema, incluyendo las referencias méas
relevantes y con mayor nimero de citadas publicadas en los ultimos 5 afios.

Las referencias se integraran al texto por la mencion de los autores-afio. Al respecto, los
apellidos del o de los autores deberan citarse tal y como aparece en la fuente original de
informacién. En el texto se citara el apellido del autor seguido del afio de publicacién y se
pondran entre paréntesis, por ejemplo: “..la prueba de ELISA ha sido utilizada para el
diagnéstico de la brucelosis (Gutiérrez, 1993)”. Cuando el nhombre del autor es parte de la
oracién, sélo el afio se presentard entre paréntesis, por ejemplo: “Gutiérrez (1993)
menciona que...” Cuando la referencia solo tenga dos autores, los apellidos de ambos se

Gy 9

escribiran separados por una “y”, por ejemplo: “Gutiérrez y Rodriguez (1993) mencionan
que...”

Si se tienen varias referencias que apoyan la misma idea, se separaran por un punto y
coma, enunciandose en forma cronolégica. Por ejemplo: “.. la prueba de ELISA ha sido
utilizada para el diagnéstico de la brucelosis (Gutiérrez, 1991; Williams y Puerto, 1993)”. En
el caso de que haya mas de dos autores para una referencia se escribird solo el apellido
del primer autor seguido por la abreviatura “y col.,”, por ejemplo, Smith y col., (1993) o por
las siglas “et al.” (et al =y otros, y colaboradores).

Solo se citaran las fuentes originales de informacién. No se debera incluir referencias
citadas por otros autores a menos que sea imprescindible, en cuyo caso, se incluiran dentro
de otro tipo de referencias sefialadas anteriormente, que en conjunto se limitaran como
maximo al 5% del total de la literatura citada. La forma de incluirlas en el texto sera la
siguiente: Ramirez, citado por Herrera (1987) describié.......

No deberan usarse citas textuales a menos que sean muy necesarias (maximo 2 6 3), en
Cuyo caso se insertaran entrecomilladas en el texto; si la cita fuera mayor a 3 renglones se
presentara después de un punto y aparte, con sangrias izquierda y derecha, asi como en
letras italicas de menor tamafio (un punto menos que el texto normal) y con interlineado
sencillo.

El uso de comunicaciones personales se limitar4 en lo posible y se hard a través de una

nota a pie de péagina.
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3.3. Problema bajo estudio, objetivo general y objetivos especificos.
Estos 3 apartados deberan ser congruentes entre si, asi como con el titulo y conclusiones
de la investigacion. Cada apartado debera presentarse en paginas independientes.

3.4. Metodologia

Deberd incluir una descripcién detallada del lugar (Coordenadas geograficas), las
poblaciones de estudio, el tiempo y en general todas las condiciones en que el trabajo fue
realizado. A la primera mencién de las especies inusuales, se escribirdn los nombres
cientificos en letra cursiva, seguidos de su identificador y entre paréntesis los nombres de
las jerarquias taxonémicas superiores. Posteriormente en el cuerpo del texto se abreviaran
el género de cada especie; por ejemplo: Spodoptera frugiperda (J.E. Smith; Lepidoptera:
Noctuidae), que se abrevia como: S. frugiperda.

Este apartado debe ser descrito cuidadosamente, de manera que un futuro lector pueda
repetir todos los trabajos, ensayos o estudios. Cuando se utilicen técnicas o metodologias
ya descritas en la literatura, se debera de citar la referencia bibliogréfica. En el caso de que
hayan hecho modificaciones a las técnicas publicadas, éstas seran descritas con todo
detalle. Si el trabajo comprende mas de una etapa, se debera dividir secuencial y
cronolégicamente. Esta division se harda también en los apartados de Resultados y
Discusion. Debera incluir una descripcion precisa de los métodos estadisticos que fueron
utilizados.

Se sugiere un esquema como el siguiente: localizacion, ubicacién del laboratorio, corrales,
parcelas, ranchos o comunidades donde se realiz6 el trabajo, condiciones en las que se
desarrollé (si es de campo, climatoldgicas y de suelo; si es de corrales, materiales, medidas;
si es con animales, razas, dietas usadas, etc.; si es en laboratorios, clima controlado, etc.);
manejo de muestras o de unidades experimentales, variables medidas o calculadas,

disefios experimentales, analisis estadisticos, otros analisis (econémicos, etc.).

3.5. Resultados (esperados) y Discusion

Es posible que se separen los resultados de la discusion, tomando en consideracion la
propuesta del estudiante y el visto bueno de los asesores. La seccién de resultados
constituye la parte medular del escrito, ya que informa de los hallazgos del estudio. Si se
presentan solo los resultados, no se expresaran interpretaciones o valoraciones de los

mismos, dejando esos elementos para el capitulo de discusion.
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La mayor parte de los datos deberan ser presentados en orden légico y en forma de cuadros
y figuras. Los cuadros y figuras se presentaran en la seccién y pagina que se mencionan.
Los datos presentados en los cuadros deberén ser claros. Cada cuadro o figura deberan
tener un numero de referencia y un titulo. Los nimeros seran consecutivos de acuerdo al
orden de su presentacion.

Es importante describir la informacién presentada en los cuadros o figuras precisamente en
el parrafo inmediato anterior a cada cuadro o figura, haciendo una llamada de atencién (“en
el cuadro 12 se presenta...) de tal manera que se resalten sus caracteristicas, pero sin
repetir la informacién presentada. En parrafos posteriores se podra abundar en la
descripcién, en caso de que sea necesario.

En la Discusion el autor tiene gue comentar sus resultados y compararlos criticamente con
aguellos de otros autores, asi como deducir conclusiones validas de dicha comparacion.
Debera evitarse la repeticion de parrafos o ideas de otros apartados del documento de tesis,
por ejemplo aquellos que ya se encuentran en los antecedentes. Este capitulo debe ser la
parte del estudio que ofrezca explicaciones a los eventos evaluados. Opcionalmente y al
final de la discusion, se podran mencionar aspectos sobre consecuencias del estudio y/o

posibles recomendaciones.

3.6. Conclusiones

Las conclusiones se extraeran en su totalidad del conocimiento generado por el estudio,
particularmente de los resultados y deberan ser presentadas en forma explicita, clara y
concisa. Deberan ser congruentes con los objetivos, a menos que hayan surgido nuevas

ideas que no se plantearon originalmente en ellos.

3.7. Referencias bibliograficas

Las referencias se presentan de manera que el lector pueda referirse al documento original
para estudios posteriores. El acomodo de las citas sera por orden alfabético del apellido del
primer autor.

La cita bibliogréafica contendra el apellido e iniciales de los autores, afio de publicacion, titulo
de la obra, nombre de la revista, editorial o nombre del evento, volumen, nimero y paginas;
indicando con letras italicas la fuente fisica del origen de la referencia (Revista, libro, tesis,

etc.).
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En caso de que un autor o grupo de autores se cite mas de una vez con diferentes obras,
se establecera un orden cronologico. Si existen varias obras del mismo autor y del mismo
afo, seran diferenciadas tanto en el texto como en la literatura citada con una letra
minascula del alfabeto al final del afio de la publicacion. Por ejemplo: (Pérez, 1999b).

A continuacién se presentan algunos ejemplos de citacion de articulos, libros, tesis, paginas

electronicas y presentaciones de congresos con el formato que se sugiere utilizar:

Articulos de revista:

Henderson, C. R. 1989. Theoretical basis in computational methods for a number of different
animal model. Animal Model Workshop. J. Dairy Sci. 71 (Suppl. 2):1-16.

Vollema, A.R., and Groen, A.F., 1996. Genetic parameters of longevity traits of an upgrading
population of dairy cattle. J. Dairy Sci. 79(4): 2261-2267.

Funk, D. C., Hansen, L. B. and Funk, D. A., 1991. Inheritance of cow durability for linear
type traits. J. Dairy Sci. 74(7): 1753-1759.

Libros:

Henderson, C. R., 1984. Application for linear models in animal breeding. Ed. University of
Guelph: Canada, p. 423.

Capitulos en libros:

Steell, G. E. 1984. Linear and no linear models. In: Henderson, C. R., Application for linear
models in animal breeding. Ed. University of Guelph: Canada, pp. 110-145.

Tesis:

Vollema, A. R., 1998. Selection for longevity in dairy cattle. Doctoral thesis, Wageningen
Agricultural University, The Netherlands.

Pagina electrénica:

Van der Werf, J. H. J. 2000. MTBLUP [online]. Excel program for Selection Index. Obtenido:

01-10-2004: http://www-personal.une.edu.au/~jvanderw/software.htm

Presentaciones de Congresos:
Strandberg, E. and Solkner, J., 1996. Breeding for longevity and survival in dairy cattle. Proc.
International Workshop on Genetic Improvement of Functional Traits in Cattle. Faculte

Universitaire des Sciences Agronomiques, Cembleux, Belgium, January 21-23; p 111-119.
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Anexo B. Metodologia y proceso de la muestra

Para desarrollar la evaluacion bioquimica se tomé una muestra de 5 ml de sangre
en perros adultos y de 2 ml de sangre en cachorros, obtenida de vena yugular depositada
en tubos al vacio sin anticoagulante y con revestimiento de silicona para evitar la adsorcion
de algunos analitos en el vidrio del tubo. Una vez se obtuvo la muestra se dejé reposar el
tubo en posicién horizontal o vertical hasta que se observo la coagulacion, esto ocurrié de
30 a 40 minutos después de tomar la muestra. No se debe centrifugar ni colocar en
refrigeracion antes de que coagule, porque provocaria hemdlisis.

Después la muestra fue centrifugada a 2500 rpm durante 5 0 10 minutos una vez que se
forma el coagulo, el suero obtenido fue transferido a un vial para refrigerar a 4°C y hasta su
analisis después de su extraccion; si no era posible analizar la muestra en seguida, se
congelo el suero a -20°C.

Si no fuera posible centrifugar la muestra, se podra refrigerar a 4°C después de que el

coagulo se haya retraido y se observe un poco de suero (Nufez, 2005).
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Anexo C. Niveles de control de calidad en la bioquimica sanguinea.

Para el control de calidad se evaluaron los 3 niveles de calidad:

1) Nivel 1.

a) Muestras: Para evitar errores ligados a la muestra de sangre, se eliminaron del
estudio todas aquellas que mostraron hemodlisis, lipemia o ictericia, ya que estas
alteraciones pueden modificar la concentracién de algunos analitos.

b) Material: En este caso, se procede a un cuidado minucioso al realizar la limpieza de
todos los materiales debido a que materiales mal enjuagados, con restos de
detergente o agua pueden provocar errores en el analisis.

c) Reactivos: Con los reactivos se tiene especial cuidado para evitar su contaminacion,
para ello, se debe asegurar que las pipetas utilizadas durante el proceso estén libres
de contaminantes, también se evitar reintroducir al frasco reactivo que no fue
utilizado; ademas éstos deben permanecer en un adecuado almacenamiento segun
las indicaciones del proveedor, en la mayoria es entre 4 y 8 °C 0 algunos a
temperatura ambiente y protegidos de la luz en frascos ambar. Otro aspecto
importante es identificar la fecha de preparacion de los reactivos que lo requieren y
la fecha limite para su uso. También se deben de evitar reactivos caducados.
Algunos reactivos se oxidan con mayor facilidad por esta razon es conveniente
cerrarlos después de utilizarlos y guardalos segin su almacenaje.

d) Equipos: Todos los equipos usados para la bioquimica sanguinea como
espectrofotébmetros, centrifugas, micropipetas entre otros tienen un mantenimiento
periddico, segun las indicaciones del proveedor para evitar que su deterioro afecte
los resultados.

e) Operador: Para evitar errores involuntarios durante la manipulacién del material y la
ejecucion de técnicas operativas, es importante adquirir la experiencia necesaria,
por esta razOn se cuenta con cursos y estancias, para desarrollar un mayor numero
de habilidades y aprender las practicas correctas.

2) Nivel 2.
a) Blanco reactivo: Su funcién es controlar la calidad de los reactivos de trabajo y

detectar contaminacion o alteracion de los mismos.
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3)

b)

d)

Soluciones estadndares/ curvas de calibracion: Son utilizadas como testigo o
referencia para determinar la concentracién del metabolito en estudio. A partir de
estas soluciones, se construyen curvas de calibracién para cada analito en base a
la Ley de Lamber-Beer que establece que la absorbancia es directamente
proporcional a su concentracion.

Duplicacién de la muestra: Se trabaja con repeticiones para poder controlar la
precision y acercarse al valor real. Se considera aceptable una diferencia del 10%.
También se recomienda trabajar con coeficientes de variacion menores al 5%.
Sueros controles: permiten verificar la exactitud y precision de un resultado; ademas
de detectar errores sistematicos y aleatorios. Se ha demostrado que el origen de los
sueros no interfiere en la calidad de los controles para distintas especies.

Sueros residuales: a partir de estos sueros se realiza un “pool” y se miden algunos
pardmetros varias veces, después se determina un promedio con una desviacion
estandar en base a el grado de precision con el que se desea trabajar y el resultado
obtenido es empleado como control. Después este se fracciona y congela para ser

utilizado de manera periédica como autocontrol.

Nivel 3.

a)

Controles interlaboratorios: Estos se realizan generalmente en fechas establecidas
y conocidos como controles puntuales. Por consecuencia, se enviaron algunas
muestras a un laboratorio clinico externo con el fin de valorar la precision y exactitud

de las determinaciones (Cseh, 2003).
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Anexo D. Técnica para cuantificacion de la actividad enzimatica de alanino

aminotransferasa

Calibracion: Se elabord una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibraciéon de alanina aminotransferasa
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o
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0.00-

0 40 80 120
u/L
Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos

controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kit y nimero

de lote.
Control Rango
I 30 —-44 U/L
I 172 — 248 U/L

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo GPT (ALT) de Pointe Scientific, Inc.

2. Pipetear 1000pL de reactivo mas 100 pyL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 1 minuto.

4. Analizar en el equipo BTS-350 BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado (2 minutos).

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en UJ/L.

Equipo: Espectrofotometro BTS- 350
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Anexo E. Técnica para la cuantificacion de la actividad enzimatica aspartato

aminotransferasa

Calibracion: Se elabord una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracion de aspartato aminotranferasa
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos
controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kit y nimero

de lote.
Control Rango
I 35-50 U/L
Il 157 — 225 U/L

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo GPT (AST) de Pointe Scientific, Inc.

2. Pipetear 1000 L de reactivo mas 100 yL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 1 minuto.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado (2 minutos).

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en UJ/L.
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Anexo F. Técnica para la cuantificacion de la actividad enzimética de lactato
deshidrogenasa

Calibracion: Se elabord una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracion de lactato deshidrogenasa
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos
controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kity nimero

de lote.
Control Rango
I 159 — 229 U/L
Il 320 - 460 U/L

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo LDH de Pointe Scientific, Inc.

2. Pipetear 1000 L de reactivo mas 50 pL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 30 segundos.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado (1 minuto 30 segundos).

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en U/L.

112



Anexo G. Técnica para la cuantificacion de la actividad enziméatica de

fosfatasa alcalina

Calibracion: Se elabor6 una curva de calibracion para verificar el comportamiento del
analito.

Curva de calibracién de fosfatasa alcalina
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Absorbancia
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos
controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kity nimero

de lote.
Control Rango
I 97 — 139 U/L
Il 263 — 369 U/L

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo FAS de Pointe Scientific, Inc.

2. Pipetear 1000 L de reactivo mas 25 pL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 1 minuto.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado (2 minutos).

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en UJ/L.
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Anexo H. Técnica para la cuantificacién de la actividad enzimatica de y-

glutamil transferasa

Calibracion: Se elabord una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracién de gamma glutamil transferasa
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos
controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kity nimero

de lote.
Control Rango
I 29 - 42 U/L
Il 179 — 257 U/L

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo GGT de Pointe Scientific, Inc.

2. Pipetear 1000 pL de reactivo mas 100 pL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 1 minuto.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado (2 minutos).

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en U/L.
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Anexo |. Técnica para la cuantificacion de urea

Calibracién: Se elaboré una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracién de urea
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos

controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kit y nimero

de lote.
Control Rango
I 12 — 16 mg/dL
Il 42 — 57 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo de urea de Pointe Scientific, Inc.

2. Pipetear 1000 L de reactivo mas 10 pL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 30 segundos.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado (1 minuto 30 segundos).

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en mg/dL y se realiza la conversion a la Ul.
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Anexo J. Técnica para la cuantificacién de creatinina

Calibracién: Se elaboré una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracion de creatinina
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos

controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kit y nimero

de lote.
Control Rango
| 1.3 — 1.9 mg/dL
T 3.9 — 5.5 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo Creatinina Pointe Scientific, Inc.

2. Pipetear 1000 L de reactivo mas 50 pL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 1 minuto.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado (2 minutos).

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en mg/dL y se realiza la conversion a la Ul.
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Anexo K. Técnica para la cuantificacion de colesterol

Calibracién: Se elaboré una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracion de colesterol
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos
controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kity nimero

de lote.

Control Rango
I 134 — 182 mg/dL
Il 218 — 296 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. El reactivo de Colesterol Pointe Scientific, Inc. esta listo para usarse.

2. Pipetear 500uL de reactivo mas 5 yL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 5 minutos.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado.

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en mg/dL y se realiza la conversion a la Ul.
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Anexo L. Técnica para la cuantificacion de triglicéridos

Calibracién: Se elaboré una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracidon de triglicéridos
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos
controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kit y nimero

de lote.

Control Rango
[ 39 — 56 mg/dL
Il 172 — 232 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. El reactivo de Colesterol Pointe Scientific, Inc. esta listo para usarse.

2. Pipetear 500uL de reactivo mas 5 yL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 5 minutos.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado.

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en mg/dL y se realiza la conversion a la Ul.
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Anexo M. Técnica para la cuantificacion de glucosa

Calibracién: Se elaboré una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracién de glucosa
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos
controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kity nimero

de lote.

Control Rango
| 75 — 101 mg/dL
Il 235 — 317 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. El reactivo de Glucosa Pointe Scientific, Inc. esta listo para usarse.

2. Pipetear 500uL de reactivo mas 5 yL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 10 minutos.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado.

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en mg/dL y se realiza la conversion a la Ul.
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Anexo N. Técnica para la cuantificacion de proteinas totales

Calibracién: Se elaboré una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracién de proteinas totales
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos
controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kity nimero

de lote.
Control Rango
| 4.4 —5.6 g/dL
Il 6.7 — 8.5 g/dL

Procedimiento de la técnica:

1. El reactivo de Proteinas totales Pointe Scientific, Inc. esta listo para usarse.
2. Pipetear 500uL de reactivo mas 10 yL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 5 minutos.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado.

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en g/dL y se realiza la conversién a la Ul.
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Anexo O. Técnica para la cuantificacion de albimina

Calibracién: Se elaboré una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracién de albumina

1.09

R%=0.9789

Absorbancia

g/L

Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos
controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kity nimero

de lote.
Control Rango
| 2.2-3.1g/dL
[l 3.3-4.7 g/dL

Procedimiento de la técnica:

1. El reactivo de albumina Pointe Scientific, Inc. esta listo para usarse.

2. Pipetear 500uL de reactivo mas 5 pyL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 1 minuto.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado.

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en g/dL y se realiza la conversién a la Ul.
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Anexo P. Técnica para la cuantificacion de bilirrubina total

Calibracién: Se elaboré una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibraciéon de bilirrubina total
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos

controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kit y nimero

de lote.
Control Rango
| 1.8 — 2.7 mg/dL
Il 5—7.2 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo Bilirrubina total de Pointe Scientific, Inc.

2. Pipetear 500uL de reactivo mas 25 pyL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar a 37°C durante 1 minuto.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado.

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en mg/dL y se realiza la conversion a la Ul.
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Anexo Q. Técnica para la cuantificacion de bilirrubina directa

Calibracién: Se elaboré una curva de calibracion para verificar el comportamiento del

analito.

Curva de calibracién de bilirrubina directa
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Sueros control:
Antes de cada corrida se realiza la lectura del control | (bajo) y el control Il (alto), estos

controles deben dar como resultado un valor dentro del rango establecido por el kit y nimero

de lote.
Control Rango
| 0.46 — 0.85 mg/dL
I 1.1 - 2.1 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo Bilirrubina directa de Pointe Scientific, Inc.

2. Pipetear 500uL de reactivo mas 50 yL de muestra en un tubo de ensaye.

3. Mezclar e incubar a 37°C durante 1 minuto.

4. Analizar en el equipo BTS-350 de BioSystems®.

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado.

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en mg/dL y se realiza la conversion a la Ul.
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Anexo R. Hoja clinica

/

UNIUERSIDAD auTonoma

DE aGUaAsSCaALIENTES
MVZ: | Fecha:
Datos del Propietario
Nombre del Propietario:
Direccion:
Teléfono: Celular:
Correo:
Datos del paciente
Expediente: | Nombre:
Edad: Sexo: Hembra Macho
Reproductor Castrado | Raza: Peso:
Alimento:  Croquetas  Otros: Condicion corporal: 1 2 3 4 5
Ayuno: No <2h 2h 4h >4h
Breve resefia:
TH# Pulso: FC: FR:
Mucosas: Llenado capilar:
BIOQUIMICA SANGUINEA
RESULTADO UNIDAD INTERNACIONAL
AST uU/L
ALT U/L
GGT uU/L
LDH uU/L
ALP uU/L
COLESTEROL mmol/L
TRIGLICERIDOS mmol/L
PROTEINAS TOTALES g/dL
ALBUMINA g/dL
GLUCOSA mmol/L
UREA mmol/L
BUN mg/dL
CREATININA pmmol/L
BILIRRUBINA TOTAL pmmol/L
BILIRRUBINA DIRECTA pmmol/L

MUESTRA:

OBSERVACIONES:
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Anexo S. Hoja de resultados para los propietarios

/

UNIUERSIDAD auTonoma

DE aGUaAsSCaALIENTES
MVZ: | Fecha:
Datos del Propietario
Nombre del Propietario:
Direccion:
Teléfono: Celular:
Correo:
Datos del paciente
Nombre: Edad:
Género: Peso:
BIOQUIMICA SANGUINEA
ANALITO UNIDADES VALORES
PACIENTE REFERENCIA

AST U/L <55
ALT U/L <70
GGT U/L <6
LDH U/L <250
FAS uU/L <189
Colesterol mmol/L 2.85-7.76
Triglicéridos mmol/L 6-12
Proteinas totales g/L 56 — 75
Albdmina g/L 29-40
Glucosa mmol/L 3.4-6.9
BUN mg/dL 5.85-22.14
Urea mmol/L 2.09-7.91
Creatinina pmmol/L <126
Bilirrubina total pmmol/L <5.2
Bilirrubina conjugada pmmol/L <5

Breve interpretacion:

Si le interesa seguir participando estamos a sus 6rdenes en el teléfono: 449-183-10-25 (Ana

Luisa Montoya)
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