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Red blood cells morphology and
morphometry in adult, senior,
and geriatricians dogs by optical
and scanning electron
microscopy

Ana Luisa Montoya- Navarrete?,
Alma Lilidn Guerrero-Barrerat*, Teddulo Quezada-Tristan?,
Arturo G. Valdivia-Flores® and Maria J. Cano-Rabano?®

'Morphology Department, Basic Sdences Certer, Autonomaus University of Aguascallentes,
Aguascallentes, Mexkco, Meterinary Sclences Department, Agricultural Sclences Center,
Autoromous Uriversity of Aguascall ertes, Aguascallertes, Mexco,” Department of Veterinary
Medicine Surgery and Anatormy, Faculty of Veternary Medicine, Unkersity of Ledin Ledn Spain

fed blood cells (RBC) morphologic evaluation through microscopy optical
(OM) and SEM, provides information to forecast, evaluate, and monitor the
functioning of many organs. Factors, such aging and diseases affect REC
morphology in both, human and animals. SEM is useful to evaluate RBC
morphology, although its Lse in diagnoss and evaluation in dogs & limited,
due to the avalability and cost. The aim of this research was to assess
the normal RBC morphology in adult, senior and geriatrician dogs, clinically
healthy by OM and SEM. In addition to evaluating the age effect, sex, body
size, and their interaction on erythrocyte morphometry. To carry out the
research 152 blood samples were evaluated from dogs of different sexes
and body sizes (small, medium, and large). Three groups were made based
on dogs age: group | adults (1-7.9 years old), group Il senior (8-119
years old), and group Il geriatricians (=12 years old). Erythrocyte parameters
were evaluated by OM (diameter, height, and axial ratio). Per each dog, the
parameters of 20 erythrocytes were measured, A total of 2600 cels were
scanned with the AmScope™ Software scale. Inaddition, the REC morphology
was evaluated by SEM. Statistical analyses used analysis of wvariance and
a general linear model, which allows the comparison of multiple factors
at two or more levels (p = 0.05), The results of this study showed that
diameter and height were lower in adult dogs than in senior and geriatrician
dogs (p = 005, Whereas, sex, body size, and the interaction did not show
a significant effect (p = 005, Additionally, some images of ansocytosis,
polychromasia, and paoikilocytosis (echinocytes, acanthocytes, codocytes,
sphermocytes, stomatocytes, dacryocytes quatrefol, and elliptocytes) were
obtained by OM and SEM. Ouwr study provides information about the

01 frontiersinerg
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RESUMEN

Introduccion: La hematologia, el frotis sanguineo y la bioquimica sanguinea son algunas de las
pruebas de laboratorio que pueden aportar informacion para el pronostico, evaluacién y monitoreo
de un paciente, sin embargo, los cambios fisioldgicos pueden estar influenciados por varios
factores; entre los que se sitla el envejecimiento.

Objetivo: Identificar el efecto fisiolégico del envejecimiento sobre las variables hematoldgicas,
morfolégicas y bioquimicas de perros adultos (1 - 7.9 afios), senior (8 — 11.9 afios) y geriatras (>12
afios) para obtener intervalos de referencia especificos.

Métodos: Fueron recolectadas un total de 152 muestras de sangre de perros de diferentes sexos y
tamafos corporales (pequefio, mediano y grande). Los grupos de animales se agruparon en
funcion de su edad: grupo | adultos (1 a 7,9 afios), grupo Il senior (8 a 11,9 afios) y grupo llI
geriatras (> 12 afios). Se realizo una hematologia completa con un analizador automatizado y una
bioguimica sanguinea: alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST),
fosfatasa alcalina (FA), gamma glutamil transferasa (GGT), colesterol, glucosa, proteinas totales,
albumina, globulinas, A/G, creatinina, BUN, urea, BUN/creatinina, hierro, fésforo y calcio mediante
espectrofotometria. Ademas, se realizaron frotis de sangre y se evaluaron las células sanguineas
por medio de microscopia Optica (MO) y microscopia electrénica de barrido (MEB). En el andlisis
estadistico se realizaron pruebas de normalidad de Anderson-Darling, de homogeneidad de
varianzas y un analisis de varianza (ANOVA) con un modelo lineal general (MLG) por medio del
software estadistico Minitab 17, con un nivel de significancia p < 0.05.

Resultados: Se observo un efecto significativo de la edad sobre las variables RDW, GB, GRAN,
PLQ, MPV, PDW, PCT, P-LCR, linfocitos, neutréfilos, proteinas totales, globulinas, calcio, fosforo,
puntaje cognitivo y parametros eritrocitarios (p<0.05). El sexo mostro un efecto sobre MID, P-LCR,
P-LCC, GGT y colesterol (p<0.05). Mientras que el tamafio corporal tuvo un efecto sobre RDW, P-
LCC, PLT, creatinina y BUN/creatinina (p<0.05). Se obtuvieron imagenes de la morfologia de las
células sanguineas mediante MO y MEB. Ademas, con el software estadistico RefValAdv 2.1 se
obtuvieron los intervalos de referencia (IR) con un intervalo de confianza (IC) del 90 %.
Conclusion: Se debe considerar el efecto fisiolégico del envejecimiento sobre las variables
hematolédgicas, morfolégicas y bioquimicas, al interpretar los resultados y emitir un diagnostico

clinico veterinario en perros senior y geriatras.

Palabras clave
Geriatria veterinaria, perros senior, perros geriatras, hematologia, bioquimica sanguinea,

morfologia hemética, microscopia éptica, microscopia electronica de barrido.



ABSTRACT

Introduction: Hematology, blood smears, and blood biochemistry are some of the laboratory tests
that can provide information for the prognosis, evaluation, and monitoring of a patient, however,
physiological changes can be influenced by several factors; including aging.

Objective: To identify the physiological effect of aging on hematological, morphological, and
biochemical variables of adult (1 - 7.9 years), senior (8 - 11.9 years), and geriatric (>12 years) dogs
to obtain specific reference intervals.

Methods: A total of 152 blood samples were collected from dogs of different sexes and body sizes
(small, medium, and large). The groups of animals were grouped according to their age: adult group
I (1 to 7.9 years), senior group Il (8 to 11.9 years), and geriatric group Il (> 12 years). Complete
hematology was performed with an automated analyzer and blood biochemistry: alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (AP), gamma-
glutamyl transferase (GGT), cholesterol, glucose, total proteins, albumin, globulins, A/G, creatinine,
BUN, urea, BUN/creatinine, iron, phosphorus and calcium by spectrophotometry. In addition, blood
smears were performed and blood cells were evaluated by light microscopy (OM) and scanning
electron microscopy (SEM). In the statistical analysis, Anderson-Darling normality tests,
homogeneity of variances, and an analysis of variance (ANOVA) were performed with a general
linear model (GLM) using the statistical software Minitab 17, with a level of significance p < 0.05.
Results: A significant effect of age was observed on the variables RDW, GB, GRAN, PLQ, MPV,
PDW, PCT, P-CSF, lymphocytes, neutrophils, total proteins, globulins, calcium, phosphorus,
cognitive score, and erythrocyte parameters (p<0.05). Sex showed an effect on MID, P-CSF, P-
LCC, GGT, and cholesterol (p<0.05). While body size had an effect on RDW, P-LCC, PLT,
creatinine, and BUN/creatinine (p<0.05). Images of blood cell morphology were obtained by OM
and SEM. In addition, with the statistical software RefValAdv 2.1, the reference intervals (IR) with a
confidence interval (Cl) of 90% were obtained.

Conclusion: The physiological effect of aging on hematological, morphological, and biochemical
variables should be considered when interpreting the results and issuing a veterinary clinical

diagnosis in senior and geriatric dogs.
Keywords

Veterinary geriatrics, senior dogs, geriatric dogs, hematology, blood biochemistry, blood

morphology, optical microscopy, scanning electron microscopy.
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INTRODUCCION

El envejecimiento no se debe considerar como una enfermedad. Sin embargo, es una
etapa en donde las alteraciones patologicas son mas prevalentes (Cervantes, 2012). Es
dificil definir etapas de vida en perros, basadas en la edad cronoldgica, puesto que
distintas razas tienen velocidades de envejecimiento, estilos de vida y esperanzas de vida
diferentes (Davies, 2007).

Las pruebas de hematologia y bioguimica sanguinea son mas objetivas y sensibles en la
deteccion de enfermedades, que un examen fisico por si solo. El frotis sanguineo es muy
importante especialmente en pacientes senior y geriatricos, porque son comunes los
cambios en eritrocitos, leucocitos y trombocitos en estos pacientes, ademas pueden dar
pistas sobre enfermedades subclinicas (Metzger & Rebar, 2012).

En la actualidad, existe una creciente poblacién de mascotas en proceso de maduracion,
con ello, es necesario comprender los efectos fisioldégicos del envejecimiento en las
pruebas rutinarias, cominmente utilizadas en la medicina veterinaria (Lee et al., 2020;
Metzger & Rebar, 2012; Radakovich et al., 2017). Puesto que, la deteccion temprana de
una enfermedad puede ayudar a mejorar la calidad de vida, especialmente en perros de
edad avanzada y en sus propietarios (Metzger & Rebar, 2012).

Sin embargo, el efecto fisiolégico del envejecimiento sobre los resultados de hematologia
y bioquimica sanguinea, no ha sido bien documentado (Lee et al., 2020), en base a ello y
al reciente interés en la investigacion de perros de edad avanzada (Alexander et al., 2018;
Lee et al., 2020; Radakovich et al., 2017; Willems et al., 2017) el objetivo de este estudio
fue identificar el efecto fisiolégico del envejecimiento sobre las variables hematolégicas,
morfol6gicas y bioquimicas de perros adultos (1 - 7.9 afios), senior (8 — 11.9 afios) y

geriatras (>12 afios) para obtener intervalos de referencia especificos.
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CAPITULO 1: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El efecto del envejecimiento en los resultados hematoldgicos y bioquimicos en la
sangre de perros ha sido evaluado por algunos autores desde 1990, sin embargo, no
establecieron intervalos de referencia especificos para perros senior y geriatras. En otros
estudios solo se han establecido en perros adultos < 6 afios de edad, ademas todos estos
trabajos fueron realizados bajo ciertas condiciones geogréficas, climaticas, nutricionales,
en ambientes controlados y con perros de una raza especifica principalmente beagle,
pastor aleman y labrador (Bossa-Miranda et al., 2012; Harper et al., 2003; Lavoue et al.,
2014; Lowseth et al., 1990; Pedrozo et al., 2010; Strasser et al., 1993).

Un estudio examino una gran variedad de razas de perros con el objetivo de establecer
intervalos de referencia para pardmetros hematolégicos y quimicos, dependiendo de su
edad, sexo y alimentacién (Schafers et al., 2013). Sin embargo, los autores se basaron
principalmente en perros de 1 a 9 afios de edad, sin centrarse en perros senior y
geriatras. Por lo tanto, los intervalos de referencia de la hematologia y bioquimica
sanguinea no son especificos para los perros senior (8-11.9 afios de edad) y geriatras (>
12 afios de edad).

Ademas, dado el impacto del envejecimiento en la vida tanto de los perros como de sus
duefios, llama la atencién que si bien la medicina veterinaria, al igual que la medicina
humana, cuenta con un amplio conjunto de especialidades, como cardiologia, oncologia,
parasitologia, nutricién, entre otros, faltan notablemente la geriatria. Tanto los propietarios
de perros como los veterinarios pueden reconocer a un perro mayor y las enfermedades
que vienen con la edad. Pero el conocimiento profundo del envejecimiento que posee un
geriatra humano aun no existe en el panorama veterinario (McCune & Promislow, 2021).
Esto alienta a las investigaciones relacionadas con el envejecimiento en medicina
veterinaria.

Ahora bien, las consideraciones expuestas nos llevan a plantear la siguiente interrogante:

¢Qué efecto fisioldgico tiene el envejecimiento sobre las variables hematoldgicas,
morfologicas y bioquimicas de perros senior (8 — 11.9 afios) y geriatras (>12 afios) en

comparacion con las variables de perros adultos (1 - 7.9 afios)?
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1.1. JUSTIFICACION.

En la actualidad, en medicina veterinaria existe un creciente interés por evaluar el
efecto fisioldégico que tiene el envejecimiento en algunas especies animales, como el
perro, debido al incremento de perros que envejecen en el mundo (Alexander et al., 2018;
Lee et al., 2020; Radakovich et al., 2017). Sin embargo, en comparacion con los humanos
es poco lo que se sabe sobre el impacto del envejecimiento en el perro (McCune &
Promislow, 2021). Ademé&s estudios recientes mencionan que los resultados de
hematologia y bioquimica sanguinea en relacion con la edad en perros, no han sido bien
documentados (Bellows et al., 2015; Lee et al., 2020; Willems et al., 2017).

Existen algunas investigaciones en donde se identifico un efecto de la edad sobre las
variables hematol6gicas y bioquimicas de cachorros en comparacion con adultos, en
donde sugieren que los intervalos de referencia para adultos no deben usarse en
cachorros, puesto que, causaria una inadecuada interpretacion de los resultados
(Misbach et al., 2014; O’Brien et al., 2014; Rortveit et al., 2015; von Dehn, 2014). De la
misma forma un estudio previo a este, realizado por nosotros, evalué el efecto de la edad
sobre las variables bioquimicas (Montoya Navarrete et al., 2021) donde se demostrd que
los cachorros y adultos son fisiologicamente diferentes. Por consiguiente, estas
situaciones también pudieran ocurrir en la interpretacién de resultados hematolégicos y
bioguimicos de perros senior y geriatras, adicional a las diferencias fisiol6gicas
relacionadas con el envejecimiento que pueden tener en comparacion con los perros
jévenes.

Aunqgue se debe tener en cuenta que un resultado por si mismo es de poco valor si no se
acompafa de la informacién adecuada para su interpretacion (Katayev et al., 2010), es
importante conocer, gue tanto la hematologia como la bioquimica sanguinea son pruebas
mas objetivas y especificas para la evaluacion de condiciones fisiol6gicas que un examen
fisico por si solo, especialmente en perros senior y geriatras (Metzger & Rebar, 2012).
Por lo tanto, la interpretacion de los resultados hematolégicos y bioquimicos en base a un
intervalo de referencia inapropiado puede conducir a un diagnéstico y tratamiento
inadecuado (Brenten et al., 2016; Chung et al., 2016). Idealmente los resultados de
hematologia y bioquimica sanguinea en perros de edad avanzada, deben interpretarse
con intervalos de referencia desarrollados especificamente para perros senior y geriatras,
en lugar de intervalos de referencia para perros adultos (Bellows et al., 2015). EI médico

veterinario debe de considerar la posibilidad que existe de provocar complicaciones que
13



requieran de una hospitalizacién que, por su parte, puede contribuir a disminuir la calidad
de vida del perro envejecido y a su vez incrementar los gastos del propietario, estrés y
preocupacién por la salud de su mascota. Sin contar que esta serie de situaciones pueden
ser atribuibles a la muerte del paciente por emitir un diagnostico y tratamiento inoportuno,
debido a una incorrecta interpretacion de los resultados quimicos séricos y hematoldgicos
en el perro senior y geriatra.

Los cambios morfolégicos y funcionales durante la senilidad dan lugar a cambios en
organos Y tejidos. Incluso en perros sanos, los pardmetros de laboratorio pueden diferir, lo
gue dificulta el tratamiento preventivo. Esto resalta la importancia de las evaluaciones de
laboratorio para los prondsticos y, en consecuencia, mejorar la calidad de vida y el
bienestar de los perros (Bruno et al., 2022).
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CAPITULO 2: ANTECEDENTES

2.1. TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO.

El envejecimiento se caracteriza por una pérdida progresiva de la integridad fisioldgica, lo
que conduce a una funcién deteriorada y una mayor vulnerabilidad a la muerte (Lépez-
Otin et al., 2013). La gran cantidad de investigaciones realizadas sobre el envejecimiento
y los procesos relacionados con el envejecimiento hace que sea casi imposible dar una
vision completa de las teorias sobre el envejecimiento que se han presentado. Sin
embargo, la mayoria de estos, pueden clasificarse: teorias de dafio, hipotesis de
programa y teorias combinadas (da Costa et al., 2016).

Entre las teorias del dafio, una idea predominante es la del dafio oxidativo, la teoria de los
radicales libres del envejecimiento proporciona explicaciones para los fenémenos del
envejecimiento, incluidas las conexiones entre el promedio de vida de los mamiferos y sus
tasas metabdlicas basales (Harman, 1981). Otra teoria de dafio que prevalece como
causa del envejecimiento es la inestabilidad del genoma, tanto la estabilidad como la
integridad del &cido desoxirribonucleico (ADN) se ven desafiadas continuamente por
numerosos factores enddgenos y exdégenos, incluidos los errores de replicacion del ADN y
los agentes fisicos, quimicos y biolégicos (Lépez-Otin et al., 2013). Por otro lado, la
mayoria de los partidarios de la teoria de la inestabilidad genémica del envejecimiento se
refieren al acortamiento de los telomeros (Kruk et al., 1995). Las mutaciones y deleciones
en el ADN mitocondrial (ADNmt) también pueden contribuir al envejecimiento. Este tipo de
ADN es extremadamente denso en genes y codifica numerosos factores que son criticos
para la fosforilacién oxidativa (da Costa et al., 2016).

Las teorias del envejecimiento programado, a veces denominadas teorias del
envejecimiento activo o adaptativo, sugieren que existe un deterioro deliberado con la
edad porque una vida util limitada genera beneficios evolutivos (Goldsmith, 2012). Uno de
los primeros esfuerzos para desarrollar una teoria unificada del envejecimiento formul6
cuatro postulados: (1) el envejecimiento es universal y, como tal, un fendbmeno asociado
con el envejecimiento debe ocurrir en todos los individuos de una especie, aunque en
diferentes grados; (2) el envejecimiento debe ser intrinseco (3) el envejecimiento es
progresivo y debe ocurrir gradualmente a lo largo de la vida y; (4) debe ser perjudicial, un
fendmeno asociado con el envejecimiento solo se considerard parte del proceso de

envejecimiento si no presenta ventajas para el individuo (Strehler, 1976). No obstante, las
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teorias combinadas ven el envejecimiento como un proceso altamente interconectado a

nivel de sistemas, regulado a través de circuitos de retroalimentacion entre niveles de

organizacién biolégica (Kriete et al., 2006).

Sin embargo, a pesar de la teoria, todas apuntan a responder una pregunta: ¢cual es la

causa del envejecimiento? Independientemente de la hipétesis de trabajo, se debe

considerar que la suposicién de que existe una sola causa del envejecimiento puede no

ser correcta. Ademas, los gerontdlogos quiza tengan que enfrentarse a la posibilidad de

gue no exista una causa universal de envejecimiento valida para todos los organismos
vivos (da Costa et al., 2016).
Recientemente se han designado nueve factores principales que contribuyen al

envejecimiento de los mamiferos mostrados en la figura 1:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7
8)
9)

Inestabilidad genémica

Desgaste de los telémeros

Alteraciones epigenéticas

Alteracion de la proteostasis

Desregulacion de la deteccién de nutrientes
Disfuncién mitocondrial

Senescencia celular

Agotamiento de células madre

Comunicacion intercelular alterada (Lopez-Otin et al., 2013).
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Figura 1. Principales mecanismos del envejecimiento.

La figura representa el mecanismo que subyace al envejecimiento celular y, en consecuencia, al
envejecimiento de un organismo multicelular. Los principales mecanismos definidos como distintivos del
envejecimiento por Lépez-Otin et al. en 2013 estdn numerados segun su orden en el texto principal.
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2.2. HISTORIA DE LA GERIATRIA

Ignatz L. Nascher, considerado el "padre de la geriatria”, acufié en 1909 en Nueva York,
el término "geriatria (geras=vejez, iatrikos=tratamiento) para cubrir en la vejez el campo
gue estad cubierto por la pediatria en la nifilez y hacer énfasis en la necesidad de
considerar la vejez y sus enfermedades aparte de la madurez y asi asignarle un lugar
separado en medicina". A pesar del nacimiento temprano de la geriatria en Estados
Unidos, fue hasta 1968 cuando se inici6 el primer programa de geriatria como
subespecialidad y en 1975 el primer programa como especialidad (Libow, 1990).
Un antecedente relevante sobre el envejecimiento en nuestro pais recae en el Dr. Manuel
Payn6é en 1957, quien promueve y representa al Gobierno de México en el primer
Congreso Panamericano de Gerontologia en la Ciudad de México (Gutiérrez Robledo &
Lozano Ascencio, 1996), sin embargo, hasta los afios setenta realmente cobra
importancia el tema del envejecimiento. En esa misma época le sigue el surgimiento de
diferentes instituciones relacionadas con la Geriatria como la Sociedad de Geriatria y
Gerontologia de México A. C. (GEMAC) en 1977, el Instituto Nacional de la Senectud
(INSEN) el 22 de agosto de 1979 y en 1984 por iniciativa del Dr. Lozano Cardoso inicia
sus actividades la Asociacion Mexicana de Gerontologia y Geriatria (AMGG). En 1985 se
cuenta con la primera maestria en ciencias con orientacién en Geriatria en la Escuela
Nacional de Medicina y Homeopatia del Instituto Politécnico Nacional. La asignatura de
Geriatria inicia en la escuela de medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM) en 1989 (Leal Mora et al., 2006).
Mientras que en medicina veterinaria es hasta principios de la década de 1990, cuando se
comienza a considerar el concepto de un programa de salud y bienestar geriatrico en la
ensefianza veterinaria. A pesar del buen desempefio de los veterinarios en el manejo de
enfermedades relacionadas con la edad, en general, ni los veterinarios ni los propietarios
"buscaban" problemas subclinicos o tempranos. El concento “Senior Care” comenzé a
mediados de la década de 1990 cuando Pfizer Animal Health implement6 este concepto
como marketing nacional. A partir de ahi los programas de atencion médica para
senior/geriatras han evolucionado en otros protocolos con enfoque clinico (Fortney,
2012). Sin embargo, segun la evidencia histérica en México hace poco mas de tres
décadas que surgi6 la especializacion de Geriatria, mientras que de la Geriatria
veterinaria no se tiene un registro de sus inicios en México y tampoco existe una
especializacion.
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2.2.1. El envejecimiento en el perro

La poblacion de perros que envejece esta creciendo significativamente, de manera similar
al aumento en el nimero de adultos mayores en la poblacién humana. Actualmente, los
perros viven mas debido al cuidado de sus duefios, quienes les brindan una dieta
balanceada, ejercicio y entrenamiento regular, cuidado dental e interacciones sociales,
pero también examenes preventivos por parte de los veterinarios (Szabé et al., 2016).
Después de alcanzar la madurez fisica y sexual, todos los perros experimentan el
envejecimiento, que puede definirse pragmaticamente como “la acumulacién progresiva
de cambios con el tiempo asociados o responsables de la susceptibilidad cada vez mayor
a la enfermedad y la muerte” (Harman, 1981).

En general, definir a una mascota senior o geriatrica es algo arbitrario, porque muchos
factores influyen en el envejecimiento, incluyendo la genética y nutricion, asi como
factores ambientales tales como la temperatura, humedad, exposicion a la radiacion
ultravioleta, los contaminantes y carcindbgenos. Ademas, los factores econémicos, que
incluyen la capacidad y la voluntad de buscar atencién veterinaria de calidad, que influyen
en la salud (Metzger, 2005). La gerociencia veterinaria actualmente carece de
herramientas confiables para evaluar la edad biol6gica de los animales individuales
(McKenzie et al., 2022).

En los humanos, se considera que la edad de 56 a 60 afios es el comienzo de la vejez. La
mediana edad comienza entre los 42 y los 45 afios este es el momento en que
generalmente comienza la evaluacion del bienestar de las personas mayores. La mediana
edad equivaldria aproximadamente a los 7 u 8 afios de edad para la mayoria de los
perros (excepto los perros de razas grandes que pueden llegar a la mediana edad uno o
dos afios antes) (Epstein et al., 2005). También debemos considerar la variabilidad en el
envejecimiento entre diferentes razas. Por lo general, los perros de raza grande se
consideran senior a los 6-7 afios, mientras que en las razas pequefias no lo es hasta los
10 afios (Szabé et al., 2016).

El perro doméstico se encuentra entre las especies de mamiferos mas variables en
términos de morfologia, comportamiento, riesgo de enfermedades relacionadas con la
edad y esperanza de vida (Creevy et al., 2022). La relacién entre el tamafio y la vida util
es compleja. Las especies mas grandes normalmente sobreviven a las especies mas
pequefias, pero dentro de las especies, los individuos mas pequefios generalmente

sobreviven a los mas grandes (Selman et al., 2013). El gran tamafio corporal es uno de
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los mejores predictores de una larga vida util en las especies de mamiferos. En contraste
existe evidencia que, dentro de las especies los individuos mas grandes en realidad
tienen una vida mas corta. Este costo aparente de un tamafio mas grande es
especialmente evidente en el perro doméstico, donde la seleccién artificial ha llevado a
razas que varian en tamafo corporal y en la esperanza de vida. El costo de supervivencia
en un ejemplar de gran tamafio pueden pagarse en diferentes etapas del ciclo de vida
como: en una mortalidad temprana mas alta, un inicio temprano de la senescencia o una
tasa de envejecimiento elevada (Kraus et al., 2013). Por lo tanto, las razas de perros mas
grandes viven menos que las mas pequefias, lo contrario de la relacion masa-vida
observada en las especies de mamiferos (Fan et al., 2016).

La implementacion préactica de esta evaluacion geriatrica en el perro requerira seleccionar
elementos del fenotipo de envejecimiento canino y los mecanismos de envejecimiento
subyacentes que los médicos puedan identificar y medir facilmente. Es probable que
estos elementos provengan de los cambios relacionados con la edad:

» Cambios fisicos

» Cambios funcionales

» Cambios en el comportamiento

» Cambios metabdlicos y candidatos a biomarcadores

* Fragilidad

* Calidad de vida y carga del cuidador

» Enfermedad clinica asociada a la edad (McKenzie et al., 2022).

2.2.1.1. Efectos fisicos, fisiol6gicos, metabdlicos e inmunoldgicos.

Todos los animales experimentan un proceso de envejecimiento en el que los cambios
bioguimicos y celulares conducen a la senescencia progresiva de células, 6rganos y a
una reduccién de la reserva funcional (Frye et al., 2022).

El envejecimiento afecta a todos los sistemas del cuerpo. Los propietarios pueden
reconocer muchos de los cambios fisicos asociados con el envejecimiento, como la
obesidad, la cojera y los cambios en la piel, esta Ultima se vuelve méas gruesa,
hiperpigmentada, hiperqueratinizada y menos elastica. Disminuye la masa muscular, 6sea
y cartilaginosa. El sarro dental se acumula, se forma el célculo y se produce una
enfermedad periodontal, y muchos propietarios notan la halitosis resultante (Hoskins &

Fortney, 2004). Ademds, los cambios relacionados con la edad pueden deteriorar la
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actividad fisiolégica normal como la reduccion de la funcionalidad hepética, renal y el
deterioro de los procesos metabdlicos y excretar drogas (Goldston & Hoskins, 1997).

Los cambios fisioldgicos hepatobiliares incluyen reduccion de hepatocitos, aumento de la
fibrosis hepatica y disminucion de la capacidad de desintoxicacion, el envejecimiento
produce una disminucién de la tasa metabdlica basal (Metzger, 2005). Mientras que los
efectos del envejecimiento renales incluyen disminucion del peso del rifién, disminucion
de la tasa de filtracion glomerular y atrofia tubular renal (Lees, 2004). Los efectos
inmunoldgicos incluyen una disminucion de la funcién fagocitica y la quimiotaxis de los
neutrofilos, lo que resulta en una disminucidn de la competencia inmunitaria a pesar de la
cantidad normal de linfocitos. Ademas, el envejecimiento también se asocia con una
mayor incidencia de enfermedades mediadas por el sistema inmune, como la anemia
hemolitica y la trombocitopenia (Metzger, 2005). A pesar de estos cambios el
envejecimiento no se considera una enfermedad (Davies, 2007).

Con el envejecimiento, se producen cambios fisiolégicos en la estructura cardiaca
secundarios al deposito de tejido adiposo, la calcificacién en las valvas de las valvulas y
cambios en la estructura del corazon, incluida la remodelacion auricular. Dichos cambios
pueden hacer que el miocardio sea mas susceptible al estrés, lo que conduce a una
mayor prevalencia de enfermedades cardiovasculares en la poblacion que envejece
(Murphy et al., 2022).

Finalmente, en la figura 2 se muestra que el dafio progresivo del genoma y la disfuncion
del sistema inmunitario, dan como resultado la acumulacién de células dafiadas seguida
de inflamacién cronica, lo que conduce a un mayor riesgo de infecciones, neoplasias y
otras enfermedades con signos clinicos universalmente aceptados del envejecimiento, es
decir, la disminucion progresiva de la actividad fisica y la integridad musculoesquelética,

la disfuncion cognitiva relacionados con la edad (Fleyshman et al., 2021).

Normal activity, normal cognitive Gradual accumulation of damaged
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External and
internal stress

Aging

Immunosenescence — =
( Dysfunction
| ofimmune

\_ system )

Healthy
immune
system ‘__/}l_u_-ggmgnca(vnem

Figura 2. llustracién esquematica de las alteraciones fisioldgicas relacionadas con la edad y sus
mecanismos celulares subyacentes. Fuente: (Fleyshman et al., 2021).
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2.2.1.2. Efectos en el comportamiento

El avance de la profilaxis veterinaria, las intervenciones y la nutricion ha ayudado a
aumentar la esperanza de vida de los perros domésticos, lo que, en paralelo con el
hombre, ha aumentado la carga de enfermedades relacionadas con la edad (Youssef et
al., 2016). La funcién conductual también cambia significativamente con la edad. Cuando
los cambios de comportamiento en los perros mayores se atribuyen al envejecimiento
normal, los veterinarios y los propietarios tienden a no realizar mas evaluaciones o
intervenciones (McKenzie et al.,, 2022). Cuando algunos de estos cambios pueden
relacionarse con la disfuncién cognitiva canina (CCD por sus siglas en inglés) un
sindrome progresivo reconocido en perros maduros a ancianos con una variedad de
cambios neuropatolégicos similares a la Enfermedad de Alzheimer (EA) en humanos,
para los cuales se cree que es un buen modelo natural (Habiba et al., 2021), por tanto
este padecimiento debe ser evaluado en el perro envejecido.

Se ha demostrado que las alteraciones fisicas como la discapacidad visual, la alteracion
del olfato, el temblor, el balanceo o la caida y la ptosis de la cabeza se relacionan con la
CCD. Ademaés, estos signos clinicos posiblemente sean evidentes incluso en las etapas
preclinicas o tempranas de CCD, y pueden ser Utiles para la deteccién temprana del
sindrome (Ozawa et al., 2019). Ademas, se ha observado que los perros con CCD
muestran alteraciones del comportamiento tales como desorientacion, interacciones
alteradas con los propietarios, otras mascotas y el medio ambiente, alteracion del ciclo
suefio-vigilia, ensuciar la casa y cambios en la actividad (Landsberg et al., 2012). Los
signos de confusion y ansiedad pueden usarse como marcador clinico de CCD, es
necesario prestar especial atencion a la ansiedad debido a que puede ser estresante
tanto para el perro como para el propietario (Fast et al., 2013). Por lo general, se
subdiagnoéstica porque los cambios de comportamiento a menudo se atribuyen al proceso
natural del envejecimiento (Vikartovska et al., 2021) tal como se mencioné previamente.
La fisiopatologia de CCD es multifactorial e involucra dafio vascular cerebral, depésito de
proteina beta-amiloide toxica en el cerebro, dafio cerebral oxidativo, disfuncion
mitocondrial neuronal, dafio neuronal excitotoxico e inflamacion (Dewey et al., 2019).
Aunqgue los duefios de perros tienden a considerar algunos cambios fisiologicos y de
comportamiento en los perros viejos como parte del proceso normal de envejecimiento, es
importante diferenciar entre el envejecimiento normal y el envejecimiento patolégico, ya

que los cambios de comportamiento pueden ser el primer indicativo de la disminucién de
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la salud y el bienestar de los perros viejos (Chapagain et al., 2018). Generalmente se
reconoce que los perros con CCD muestran deterioro cognitivo a los 8 afios 0 mas, sin
embargo, los procesos que conducen a este estado clinico pueden comenzar mas
temprano durante la vida del perro. Por lo tanto, se deben considerar medidas preventivas
contra el desarrollo de CCD cuando los perros son de mediana edad (Dewey et al., 2019).
El diagnostico presuntivo se realiza a través de un examen fisico, la exclusién de
condiciones sistémicas/metabdlicas y la finalizacion de cuestionarios de deteccion por
parte de los propietarios (Fefer et al., 2022). Uno de tantos cuestionarios utilizados para
este fin es el de la escala de calificacion de la disfuncion cognitiva canina (CCDR) de
(Salvin et al., 2011) que es una herramienta valiosa para identificar este padecimiento y fu
usado en este estudio. Sin embargo existen una variedad de cuestionarios que pueden
distinguir la aparicibn de cambios conductuales y cognitivos, asi como la gravedad y
progresion del deterioro cognitivo en perros senior (Madari et al., 2015). Sin embargo, las
herramientas de diagnéstico clave para las enfermedades neurodegenerativas en perros
se basan en la deteccion de biomarcadores tanto en la sangre como en el liquido
cefalorraquideo (LCR) (Gonzalez-Martinez et al., 2011; Pugliese et al., 2005).

Los perros con CCD parecen tener buenas posibilidades de vivir una vida completa si
cuentan con el apoyo del veterinario y del propietario (Fast et al.,, 2013). Actualmente
existen medicamentos, dietas y suplementos disponibles que podrian retardar la
progresion del CCD por varios mecanismos, incluida la reduccién del estrés oxidativo y la
inflamacién o la mejora de la funcién mitocondrial y neuronal (Landsberg et al., 2012).
Hasta el momento, el tratamiento recomendado radica Unicamente en suplementos
nutricionales antioxidantes como denamarina, silibina, vitamina E, cholodina y &cidos
grasos omega-3 que se pueden agregar a cualquier dieta (Vikartovska et al., 2021). Los
veterinarios e, idealmente, incluso los propietarios deben estar informados de lo que
constituye una disminucién normal de varias funciones cognitivas para saber como vivir

con perros que envejecen (Chapagain et al., 2018).

2.2.1.3. Importancia clinica.

El envejecimiento biolégico es el factor de riesgo mas importante para la enfermedad, la
discapacidad y la muerte en perros geriatricos. Los efectos del envejecimiento en los
perros de compafia también imponen cargas financieras y psicolégicas a sus cuidadores

humanos. Los procesos fisiologicos subyacentes del envejecimiento en perros pueden
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estar ocultos, o los signos tempranos pueden ignorarse debido a la idea errénea de que el
envejecimiento biolégico es natural y, por lo tanto, inevitable (McKenzie et al., 2022). Por
ello, los efectos fisioldgicos del envejecimiento son importantes desde el punto de vista
médico (Lees, 2004).

El envejecimiento saludable puede reflejarse como un retraso en la aparicibn de
enfermedades crénicas o relacionadas con la edad, una reduccién de las morbilidades, un
aumento de la longevidad o cualquier combinacion de este tipo (Frye et al.,, 2022). La
deteccién temprana de problemas y los chequeos rutinarios para descartar la presencia
de enfermedades subclinicas o reducciones en la funcionalidad de los 6érganos son
objetivos clinicos importantes en el manejo de los animales de edad avanzada. Muchos
de los pacientes de avanzada edad tienen enfermedades concomitantes y por ello es
importante realizar un examen clinico completo. Los analisis de sangre deberian formar
parte de un programa de chequeo exhaustivo (Davies, 2007). El monitoreo rutinario de los
datos clinico-patol6gicos es clave en el manejo de pacientes mayores, puesto que las
pruebas de sangre permiten al veterinario monitorear las tendencias en los parametros de
laboratorio que pueden ser los primeros indicadores de enfermedad (Metzger, 2005). Este
monitoreo en el perro geriatrico ayuda a determinar si la funcién de un érgano esta
afectada o no (Davies, 2007).

La consulta del paciente geriatrico deberia ser un acto de medicina preventiva para
mantener un correcto estado de salud, prolongar la vida mediante el diagndstico precoz y
tratamiento preventivo de enfermedades; ademas de mejorar las condiciones de higiene,
ambiente y nutricién (Hoskins, 1988). El diagnéstico completo es crucial, debido a que las
mascotas de edad avanzada con frecuencia tienen anomalias en mudltiples sistemas
corporales y con frecuencia reciben medicamentos a largo plazo para enfermedades
crénicas o afecciones relacionadas con el envejecimiento (Metzger, 2005). Este ultimo
afecta la absorcion, distribucion, biotransformacion y eliminacion de la mayoria de los
medicamentos; como consecuencia, existen preocupaciones farmacoldgicas especiales
en los pacientes de edad avanzada (Plumb, 2011). Por ello las medicaciones deben ser
prescritas a dosis diferentes a las de un adulto joven (Davies, 2007). Ademas, el analisis
sanguineo de rutina aumenta la seguridad de la administracién del farmaco, al identificar
afecciones subyacentes de la enfermedad que pueden impedir el uso de ciertos agentes

farmacéuticos (Metzger, 2005).
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Como veterinarios y defensores del bienestar animal, nuestro trabajo, muchas veces, es
hacer ver al propietario de un paciente geriatrico que aquello que afecta o afectara a su
mascota tiene una solucion o un tratamiento paliativo para que la calidad de vida del
paciente y la relacidon entre ambos sea 6ptima (Cervantes, 2012). Ahora bien, tanto el
entorno como la genética pueden influir en el envejecimiento, por tanto, identificar y
mejorar las variables ambientales que podemos controlar son un componente clave para
optimizar el envejecimiento. Ademas, el diagnoéstico y tratamiento de las comorbilidades
relacionadas con la edad, comunes en las poblaciones de mayor edad, permiten mejorar
la calidad de vida (Frye et al., 2022). Muchas enfermedades que aparecen en perros de
edad avanzada son crénicas e insidiosas, muchas veces antes de que el propietario note
algun signo. Las enfermedades subclinicas pueden causar grandes dificultades a la hora
de llevar un caso. Por lo tanto, los objetivos en el manejo de un animal geriatrico son:

1. Prevenir o retrasar la enfermedad

2. Identificar y aminorar problemas lo antes posible

3. Mantener el peso y la condicién corporal

4. Mantener la calidad de vida (Davies, 2007)
Las opciones de estilo de vida saludable, incluida la buena nutricion y el ejercicio
especifico, juegan un papel clave en la reduccidon de algunas morbilidades, ademas de
optimizar el envejecimiento (Frye et al.,, 2022). La capacidad de detectar, cuantificar y
mitigar los procesos nocivos del envejecimiento canino mejoraria en gran medida la

medicina preventiva veterinaria y el bienestar animal (McKenzie et al., 2022).

2.3. HISTORIA CLINICA Y EXAMEN FiSICO.

Un componente critico de la medicina geriatrica es un programa de atencién médica para
senior/geriatricas, este debe componerse de: 1) un programa de salud preventiva, 2) una
evaluacion integral de la salud del paciente que incluye el historial especifico de la edad,
examen fisico completo relacionado con la edad, evaluacion de laboratorio y pruebas
diagnosticas adicionales, 3) ademas de un periodo de revisién formal en el que todos los
hallazgos se comunican al propietario y 4) formular planes de accién especificos a corto y
largo plazo y programar un seguimiento (Fortney, 2012).

Durante la préactica clinica, las dos fuentes de informacién con las que se cuenta son la
historia clinica y el examen fisico (Aguilar, 2005). La historia clinica es uno de los

elementos mas importantes de la relacion entre médico y paciente. En la historia clinica
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se registran las acciones terapéuticas y de manejo médico de los pacientes. Ademas es
uno de los elementos probatorios de la diligencia, desde su elaboracion formal hasta su
trasfondo cientifico (Guzman & Arias, 2012).

Componentes de la historia clinica

- Resefa: Datos personales del paciente (especie, raza, sexo, edad, capa y
sefales, tamafo, peso, utilizacion y nombre). Ademas, aqui se incluyen datos
administrativos como el nimero de historia clinica, y los datos de los propietarios,
como nombre y apellido, direccién, teléfono, nUmero de documento.

- Anamnesis: Son los datos que el profesional obtiene del personal cercano o del
responsable del paciente y del medio en el que se desarrolla, mediante un
interrogatorio antes de examinar al paciente. La anamnesis alerta al veterinario
sobre la presencia de problemas potenciales y aumenta su agudeza durante el
examen fisico (Sanchez Klinge & Venegas Cortés, 2009).

- Examen fisico general: Es necesario utilizar métodos propedéuticos directos
(inspeccién, palpacion, percusion y auscultacion) e indirectos para los que se

requiere un instrumento de apoyo, como el estetoscopio (Aguilar, 2005).

La elaboracion de una buena historia clinica es indispensable para los médicos de
cualquier nivel jerarquico (Guzman & Arias, 2012). La consulta debe comenzar con una
discusion general sobre cualquier cambio en el comportamiento que se haya desarrollado.
Esto ayudard a detectar sintomas como polidipsia, poliuria, polifagia, cambios en el
apetito, intolerancias al ejercicio y dificultad con las actividades cotidianas (Thornley,
2015). Ademas de un examen fisico estandar, los exdmenes adicionales deben incluir una
evaluacién del peso y una palpacién suave de cada articulacion esquelética en busca de
indicaciones de osteoartritis, exdmenes rectales digitales de la préstata y evaluar la
presencia de masas. Se debe tomar tiempo adicional para un examen dental/oral extenso,
asi como una palpacién de las glandulas mamarias para detectar masas cutaneas y
subcutdneas. Cada tumor identificado debe medirse con precision y mapearse en el
registro médico. A menos que esté seguro de que es benigno, lo apropiado es una
aspiracién con aguja fina y una citologia. Algunos médicos creen que es prudente realizar
una prueba de lagrimas de Schirmer en sus perros mayores (Fortney, 2012). Asimismo,
se debe incluir el examen ocular para identificar la formacion de cataratas o el
desprendimiento de retina, y pruebas simples para observar la respuesta del paciente al

sonido para identificar cualquier deficiencia auditiva. También se debe evaluar la postura y
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la marcha para resaltar cualquier cambio artritico o ataxia, ademas de medir la presion
arterial, ya que la hipertensiéon puede contribuir al dafio tisular de los ojos, los rifiones, el
corazédn, el cerebro y el sistema nervioso central (Pittari et al., 2009).
Se debe incluir la auscultacion del corazén y los pulmones, la evaluacion de los pulsos
yugulares y periféricos, y la evaluacion del color de la membrana mucosa y la piel; es
importante preguntar a los propietarios sobre cualquier cambio en la tolerancia al ejercicio
0 el desarrollo de tos o disnea (Bellows et al., 2015).
La frecuencia cardiaca (FC) es una de las pocas variables objetivas que se pueden
determinar a partir del examen fisico. Comprender lo que representa una adecuada FC en
un perro durante el entorno clinico, puede guiar la evaluacién clinica de un paciente por
parte de un veterinario (Hezzell et al., 2013). Por su parte la frecuencia respiratoria (FR)
tiene el potencial de ser un indicador mas sensible, aunque inespecifico, de algunas
enfermedades como la insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) en desarrollo o recurrente,
que las radiografias, la tos, otros signos clinicos méas evidentes o incluso los
biomarcadores bioquimicos. El monitoreo continuo y frecuente de esta variable clinica
podria permitir una intervencién o modulacion terapéutica mas oportuna en animales con
antecedentes conocidos de insuficiencia cardiaca congestiva o enfermedad cardiaca
subclinica grave (por ejemplo, aquellos con dilatacion marcada de la auricula izquierda)
(Rishniw et al., 2012).
Por otro lado, tanto en medicina humana como veterinaria, medir la temperatura corporal
sigue siendo una parte importante de cualquier examen clinico completo, la temperatura
corporal anormal puede indicar una variedad de condiciones criticas (E. J. Hall & Carter,
2017). Debido a ello, es un componente importante en el diagnéstico y tratamiento de
enfermedades en los perros. La temperatura rectal sigue siendo el estandar para obtener
la temperatura dentro del entorno clinico (Kahng & Brundage, 2020).
Por lo tanto, los componentes del examen fisico general son:

v" Inspeccion general (estado nutricional, piel, sensorio, facies, actitud,
deformaciones evidentes y hallazgos notables)
Exploracion de mucosas aparentes (color, humedad)
Tiempo de llenado capilar
Exploracion de linfonddulos superficiales

Pulso y frecuencia cardiaca

NN

Tipo y frecuencia respiratoria
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v" Estado de hidratacién

v' Temperatura (Sanchez Klinge & Venegas Cortés, 2009).
2.4. HEMATOLOGIA.

Las pruebas de rutina clinico patolégicas son un componente critico en el manejo de
pacientes senior y geriatricos debido a que las pruebas de sangre permiten detectar
anomalias subclinicas en el momento en que la intervencién preventiva y terapéutica
puede tener el mayor beneficio (Epstein et al., 2005). Las ventajas de las pruebas iniciales
en pacientes mayores incluyen: 1) ayudar a establecer un diagndstico en un paciente con
una enfermedad conocida, 2) evaluar y controlar las posibles reacciones adversas a los
medicamentos, 3) proporcionar una evaluacion de los riesgos anestésicos del paciente, 4)
descubrir enfermedades subclinicas/indetectables en pacientes aparentemente sanos y 5)
establecer una linea de base de laboratorio "normal" para una comparacion directa en una
fecha posterior cuando el paciente tenga una enfermedad evidente (Fortney, 2012).

Entonces la hematologia completa es una herramienta crucial de diagnostico y detecciéon
en la practica médica (Lawrence et al., 2013). El propdsito de llevar a cabo un chequeo
hematolégico es identificar parametros anormales como el hematocrito, hemoglobina,
aumento o disminucién en los recuentos totales de células rojas o blancas, alteraciones
en la morfologia de las células rojas o blancas, un recuento anormal de plaquetas que
pueda indicar la presencia de algunas afecciones como: anemia, deshidratacion,
desordenes mieloproliferativos, inmunosupresion e infecciones (Davies, 2007). Por lo
tanto, los cambios cualitativos, cuantitativos y morfolégicos de todas las células
sanguineas, asi como, el estado de la coagulaciéon proporcionan informacién sobre el

estado fisiologico de los gldbulos rojos y el leucograma (Beust & Mclnnes, 2019).

2.4.1. Serie roja (GR, HGB, HCT, VCM, MCH, MCHC y RDW).

Los glébulos rojos (GR) o eritrocitos son las células sanguineas mas abundantes en el
organismo y suministran oxigeno a los tejidos corporales. El recuento de estas células
vitales suele ser el primer paso que se realiza para analizar el estado patologico de un
paciente (Kulasekaran et al., 2015; Valenciano et al., 2014). Estos tienen un diametro de
6-7um y presentan un area palida central que representa 1/3 de su didmetro. Tiene una
vida media de 120 dias (Morales, 2009). Ademas son anucleados y tienen la forma de

discos bicéncavos con palidez central llamados discocitos (J.W. Harvey, 2008).
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Los GR se desarrollan a partir de células primitivas (células madre pluripotentes) en la
médula ésea, estas células se diferencian en proeritroblastos que experimentan division
celular y desarrollo continto (incluida la sintesis de hemoglobina), mismas que no se
liberan en la circulacion, excepto en estados de enfermedad (por ejemplo, leucemia). Los
proeritroblastos se diferencian en normoblastos, seguidos por reticulocitos y luego
eritrocitos maduros. Los normaoblastos y los reticulocitos se pueden identificar en la sangre
periférica normal, su presencia es variable dependiendo de la especie (Duncan & Hartley,
2000b). En la figura 3 se muestra un modelo simplificado de la hematopoyesis.

NKP
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/© \ @ — @ Pro-T lymphocyte
CLP

BLP
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MKP
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Figura 3. Modelo de trabajo simplificado de la hematopoyesis.

Modelo de trabajo simplificado de la hematopoyesis. HSC, célula madre hematopoyética; CLP, progenitor
linfoide comun; CMP, progenitor mieloide comun; T/NKP, progenitor de células asesinas naturales de linfocitos
T; MKEP, progenitor megacariocito-eritroide; GMP, progenitor de granulocitos-monocitos; NKP, progenitor de
células asesinas naturales; TLP, progenitor de linfocitos T; BLP, progenitor de linfocitos B; MkP, progenitor de
megacariocitos; EP, progenitor eritroide; BMaP, progenitor de mastocitos y basofilos; EoP, progenitor de
eosindfilos, GP, progenitor de granulocitos; MDP, progenitor de células dendriticas de monocitos; NK, asesino
natural; MaP, progenitor de mastocitos; CDP, progenitor dendritico comun. Fuente: (John W. Harvey, 2012)

El componente principal de los glébulos rojos es la hemoglobina (HGB), tiene la
capacidad de unir oxigeno y luego liberar dioxido de carbono (Atyabi et al., 2012). La
hemoglobina es una proteina que consta de cuatro cadenas polipeptidicas de globina,
cada una de las cuales contiene un grupo prostético hemo dentro de un bolsillo
hidrofébico. El grupo hemo esta compuesto por un tetrapirrol con una molécula central de
hierro que debe mantenerse en el estado ferroso (+2) para unirse de forma reversible al
oxigeno (J.W. Harvey, 2008).
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El hematocrito (HCT) es la porcién de volumen total de la sangre ocupada por la masa de
eritrocitos; representa, el porcentaje de la masa de eritrocitos en la sangre total y su cifra
depende del tamafio del glébulo rojo, por lo que no siempre refleja el nimero de
hematies, aunque si expresa su concentracién (Carmona-Fonseca, 2003; J. Greer, 2014).
Los indices eritrocitarios se componen de: 1) El volumen corpuscular medio de los
hematies (VCM) se determina a partir del hematocrito por 10 entre el nimero total de
eritrocitos, en el perro su valor normal va de 60 a 75 fL. 2) El contenido medio de
hemoglobina de los eritrocitos (MCH o HCM) se obtiene a partir de la hemoglobina por 10
entre el nimero total de eritrocitos y su valor normal en perros es de 32 a 38 %. 3) La
concentracion media de hemoglobina en los eritrocitos (MCHC o CMHC) se obtiene a
partir de la hemoglobina por 100 entre el hematocrito, su valor normal en el perro es de
19.5 a 24.5 g/dl (Morales, 2009). Uno de los parametros nuevos que aportan los
analizadores es la determinacion del ancho de la distribucién de los eritrocitos (RDW),
pardmetro que mide la anisocitosis eritrocitaria (Arauz et al., 2020).

2.4.2. Serie blanca (GB, LYM, MID, GRAN).

Los globulos blancos (GB) o leucocitos son células verdaderas, es decir, tienen
citoplasma y nucleo (Arauz et al., 2020). Por tanto, los GB son un grupo heterogéneo de
células nucleadas que se pueden encontrar en circulacion durante al menos un periodo
de su vida. Desempefian un papel muy importante en la fagocitosis y la inmunidad y, por
lo tanto, en la defensa contra la infeccién. Se clasifican en granulocitos, linfocitos y
monocitos. Los granulocitos (GRAN) deben su nombre a la presencia de granulacion
citoplasmatica distinta. Se reconocen tres variedades: neutréfilos (o granulocitos
polimorfonucleares), eosindfilos y baséfilos (Blumenreich, 1990).

Los linfocitos (LYM) pueden verse de diferentes tamafios: pequefios, medianos y grandes.
Los pequefios predominan, tiene un nucleo excéntrico, redondo u oval, en ocasiones
ligeramente indentado, fuertemente tefido con cimulos de cromatina (hipercromatico). El
citoplasma es escaso, de color azul claro (basdfilo), en ocasiones se pueden observar
granulos azurdfilos de color azul oscuro o rojo. Los linfocitos medianos son una fase
intermedia entre los pequefios y los grandes. Los linfocitos grandes presentan cromatina
nuclear menos densa, el citoplasma es mas abundante y varia desde una basofilia ligera
a moderada, algunos tienen unos cuantos granulos eosinofilicos en el area citoplasmatica

perinuclear (Morales, 2009). Los linfocitos son células inmunitarias fundamentales en la
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inmunidad celular y humoral. Pertenecen a los sistemas B (méduladsea) o T
(timo). Ambas células son morfologicamente indistinguibles. El sistema B es responsable
de la sintesis de anticuerpos. El sistema T constituye el sistema inmunitario celular y
regula todo el aparato inmunitario (Blumenreich, 1990).

Los monocitos (MID) son mas grandes de 15-20 um y similares a los eosindfilos. El ntcleo
varia enormemente y puede adoptar cualquier forma desde redondo (monocitos menos
maduros) hasta las formas de los monocitos maduros, indentado, enroscado, forma de
rifidn. En otras ocasiones puede presentar formas nucleares ameboides y multilobuladas.
El citoplasma es azul grisaceo y es caracteristica la presencia de vacuolas (Morales,
2009). Los monocitos y macréfagos fagocitan bacterias y material particulado, juegan un
papel en la reaccion inflamatoria y son importantes en el aparato inmunitario donde
procesan material antigénico y se "comunican" con los linfocitos T a través de un proceso
de interaccion célula-célula. Los monocitos son capaces de secretar interleucina, una
sustancia que potencia los linfocitos B y T. Participan en la fibrindlisis secretando
activadores del plasminégeno (Blumenreich, 1990).

Los neutréfilos segmentados son los mas comunes. Tiene un didmetro de 10-15 um vy el
ndcleo es alargado e irregularmente lobulado, presentando de 3 a 5 I6bulos. El citoplasma
es azul claro o rosa con una granulacion que oscila de inapreciables a ligeramente
eosinofilica. Los neutréfilos en banda en un canino sano se presentan en escaso numero.
El ndcleo tiene forma curvada con los bordes paralelos, pero pueden tener una
estrangulacion ligera. La condensacion de la cromatina es evidente y el citoplasma es
igual al de un neutréfilo maduro (Morales, 2009). La funcién principal de los granulocitos
neutrdéfilos es la fagocitosis de bacterias. Este es un proceso complejo de varias etapas
gue incluye la absorcién del organismo, la incorporacién al citoplasma y la fusiéon con un
lisosoma donde se liberan enzimas que destruiran la bacteria mientras se genera una
explosion de energia (Blumenreich, 1990).

Los eosindfilos tienen un tamafo ligeramente superior al de los neutréfilos y se
encuentran en escaso numero. El ndcleo presenta menos lobulaciones, generalmente
solo dos I6bulos. El citoplasma se tifie de color azul palido y contiene granulos de color
rojo-anaranjado. Los granulos son redondos y muy variables de tamafio y ndmero
(Morales, 2009). En adicibn a su participacion en los procesos inflamatorios, los
eosindfilos cumplen un rol importante en los procesos homeostaticos e inmunes.

Participan en la inmunidad mediada por células a través del reconocimiento y
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presentacion de antigenos microbianos, virales y parasitarios. El rol inmunolégico de los
eosinodfilos se relaciona con su capacidad de responder a particulas antigénicas. Se sabe
gue su numero aumenta en enfermedades parasitarias y alérgicas (Arauz et al., 2020).

Los basdfilos son raros de encontrar en perros sanos. Son del mismo tamafio o mayores
gue los neutrofilos. El nicleo tiene menos lobulaciones que un neutréfilo y suele adoptar
una forma de cinta trenzada. El citoplasma es azul-grisdceo. Los granulos varian de
tamafio, nimero e intensidad de coloracién y se ubica tanto en el nicleo como en el
citoplasma; suelen ser escasos 0 ausentes, de color azul pardo oscuro (Morales, 2009).
En su membrana plasmatica tienen receptores especificos para la inmunoglobulina E
(IgE). Esta se encuentra incrementada en los casos de asma, dermatitis alérgica, entre
otros. Los basdfilos liberan el contenido de sus granulos hacia el medio intercelular y

juegan un papel importante en la inmunidad mediada por células (Arauz et al., 2020).

2.4.3. Plaquetas (PLQ, MPV, PDW, PCT, P-LCR y PLCC).

Las plaquetas (PLQ) son células pequefias, anucleadas, con citoplasma gris palido a azul
claro descolorido que contiene normalmente una agrupacion central de granulos
pequefios rosados o color purpura. Su tamarfio es de 1/ a 2/3 del tamafio de los eritrocitos.
La vida media es de una semana (Morales, 2009). La principal funcién bien conocida de
las plaquetas es la hemostasia o la prevencion del sangrado durante las primeras etapas
de la formacion de coagulos (Golebiewska & Poole, 2015). Ademas, son activadas por
citocinas y desempefian un papel fundamental en la inflamacion al sintetizar citocinas
proinflamatorias que conducen a la migracién de leucocitos y se unen a las células
endoteliales (Sahin et al., 2017).

Los analizadores de hematologia modernos en el uso de diagnéstico de rutina, que miden
los indices de plaquetas utilizan técnicas de conteo de impedancia o de conteo de
dispersion de luz éptica (Lippi et al., 2015). Los indices plaquetarios son biomarcadores
de la activacion plaquetaria. Permiten investigaciones clinicas extensas que se centran en
los valores de diagnéstico y pronostico en una variedad de entornos sin generar costos
adicionales. Entre estos indices de plaquetas, el volumen plaquetario medio (MPV), el
ancho de distribucion de las plaquetas (PDW), el plaquetocrito (PCT), la proporcion de
células grandes (P-LCR) (Budak et al., 2016) y el recuento de células grandes de
plaguetas (PLCC) (Shankaralingappa et al.,, 2022) son un grupo de parametros de

plaguetas determinados en conjunto en perfiles automaticos de conteo sanguineo
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completo; estan relacionados con la morfologia y la cinética de proliferacion de las
plaguetas (Budak et al., 2016).

El aumento de MPV indica un aumento del diametro de las plaquetas, que se puede
utilizar como marcador de la tasa de produccion y la activacién de las plaguetas (Budak et
al., 2016). EI PDW es un indicador de la variabilidad del volumen en el tamafio de las
plaguetas y aumenta en presencia de anisocitosis plaquetaria (Osselaer et al., 1997). El
PCT es el volumen que ocupan las plaquetas en la sangre en porcentaje y se calcula
segun la féormula PCT = recuento de plaquetas por MPV entre 10,000 (Chandrashekar,
2013). El P-LCR es un indicador de las plaquetas mas grandes en circulacion, que se
presenta como porcentaje. También se ha utilizado para controlar la actividad plaquetaria
(Hong et al., 2014). El recuento de plaquetas, PCT, MPV, PDW, P-LCR y PLCC pueden
usarse como marcador inflamatorio en cualquier condicion asociada con inflamacion

sistémica (Yolcu et al., 2014).
2.5. MORFOLOGIA DE LAS CELULAS SANGUINEAS.

El estudio morfolégico de la sangre se inici6 en el siglo XIX gracias al interés y a la
inquietud que se originaron después de las observaciones de este liquido a través del
microscopio en los siglos precedentes (Papp, 1973). En la segunda mitad del siglo XIX se
explora incansablemente a través del microscopio. Un liquido tan facil de obtener se
convierte en el tejido representante del todo corporal, donde indagar pistas que lleven al
conocimiento del origen de una enfermedad (Foucauld, 1966).

La sangre, sigue siendo el tejido mas accesible y mas facilmente contemplable; su
observacion directa por el microscopio seguira siendo tan comuin y elemental y al mismo
tiempo valiosa. La morfologia de las células heméaticas no desaparecera, pero seguira
requiriendo de expertos para reconocerla (Avila, 2003). El microscopio de luz ha sido el
método mas frecuente para la evaluacion de la morfologia de los glébulos rojos porque es
una herramienta importante en la deteccion de enfermedades en pacientes geriatricos, asi
como una medida de control de calidad para equipos de hematologia automatizados y
como una evaluacion rapida en pacientes de urgencia clinica (Allison & Meinkoth, 2007,
Lanaux et al., 2011; Metzger & Rebar, 2012).

La evaluacion microscépica de frotis de sangre es una parte esencial del hemograma
completo debido a que los analizadores mas sofisticados no detectan muchas anomalias

en la sangre. Ademas, la evaluacién morfolégica de un frotis de sangre proporciona
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informacién sobre la etiologia de la anemia, la presencia de procesos metabdlicos
subyacentes, la posibilidad de disfuncion organica especifica y la identificacion de agentes
infecciosos (DeNicola, 2008; Meyer & Harvey, 2000; Walker, 2008).

También, ayuda a detectar una tendencia anormal de los componentes hematolégicos,
antes de que se afecten los valores numéricos que constituyen el resto del analisis
(Duncan & Hartley, 2000a). La deteccién temprana de una enfermedad puede ayudar a
mejorar la calidad de vida, especialmente para los perros de edad avanzada. Por lo tanto,
la evaluacién del frotis sanguineo es importante en pacientes geriatricos ya que los
cambios en los eritrocitos, leucocitos y trombocitos son comunes en este tipo de pacientes
y pueden dar alguna pista sobre las enfermedades subclinicas (Metzger & Rebar, 2012).
Por otro lado, algunas anomalias solo pueden detectarse con un frotis sanguineo, esto
incluye: los neutréfilos en banda, leucocitos atipicos, cambios en la morfologia de los
glébulos rojos, en particular estos ultimos pueden ser artificiales y deben confirmarse en
frotis inmediatamente después de la toma de muestra (Duncan & Hartley, 2000a).
Mientras tanto, el avance de la tecnologia nos permite explorar otras herramientas que
pueden ser alternativas para evaluar la morfologia de los glébulos rojos en un campo de
investigacion cientifica, ya que la microscopia electronica de barrido (MEB) es
ampliamente utilizada para evaluar las propiedades morfol6gicas de los eritrocitos en
diferentes condiciones fisiol6gicas humanas (Loyola-Leyva et al., 2019, 2020, 2022;
Maksimov et al., 2016).

La evaluacién morfolégica de las células sanguineas a través de MEB se ha aplicado
principalmente en medicina humana, en pacientes con enfermedades inflamatorias,
cardiovasculares, relacionadas con el envejecimiento y diabetes (Jin et al., 2010; Loyola-
Leyva et al., 2018; Pretorius et al., 2015). Algunas de estas enfermedades también
pueden presentarse en perros, especialmente en perros de edad avanzada (Gates et al.,
2017; Greco, 2018; Kumiega et al., 2020; Mazzatenta et al., 2017). Asi, a lo largo de los
afios el perro ha sido utilizado como modelo experimental en el avance de algunas
enfermedades que también se presentan en humanos (Adin & Gilor, 2017; Al-Anesi et al.,
2020; Mazzatenta et al., 2017; Topal et al., 2019). Por esta razon, es importante explorar
otras herramientas microscoépicas en el campo de la investigacion veterinaria que puedan
ayudar en el diagnéstico y seguimiento de enfermedades tanto en animales como en

humanos.
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2.6. BIOQUIMICA SANGUINEA.

A medida que la mascota entra en su vejez, se recomiendan pruebas mas frecuentes y
examenes mas extensos que para las mascotas mas jévenes (Epstein et al., 2005). Las
analiticas de bioquimica sanguinea son una parte importante de un programa de chequeo
en animales mayores ya que son particularmente Gtiles en la deteccion de alteraciones
orgénicas subclinicas o insuficiencias funcionales. La mayoria de los test de funcionalidad
hepatica son normales en pacientes geriatricos lo que probablemente refleja la enorme
capacidad de reserva de este 6rgano (Davies, 2007).

2.6.1. ALT, AST, FA, GGT.

La alanino aminotransferasa (ALT) es una enzima citoplasmatica que se encuentra
principalmente en los hepatocitos. Siempre que haya una lesién de hepatocitos en perros,
la ALT se filtrara a la sangre en cantidades mayores. En general, las elevaciones
maximas se alcanzan en aproximadamente 48 horas después de la lesién. La vida media
circulante de ALT es de aproximadamente 48 a 96 horas en perros, por lo que las
elevaciones continuas o crecientes indican una lesion en curso. Se puede esperar que un
aumento de 2 veces en ALT causado por un solo episodio de lesion hepatica se resuelva
en 48 a 72 horas (Rebar & Metzger, 2001). En este sentido, ALT es un indicador de lesion
hepatocelular aguda. Es importante sefialar que la ALT no es una prueba de funcion
hepatica; mas bien, se considera mejor como un indicador del nimero de hepatocitos que
sufren lesién o dafio al mismo tiempo (Metzger & Rebar, 2012).

La enzima aspartato aminotransferasa (AST) es abundante en una variedad de tejidos,
incluidos el higado y el musculo. Por lo tanto, las actividades séricas elevadas de AST
solo pueden interpretarse junto con otras enzimas hepéticas mas especificas para
diagnosticar la enfermedad hepatica (Constable et al., 2017) .

La fosfatasa alcalina (FA) es una enzima unida a la membrana que se encuentra en la
superficie de los conductos biliares de los hepatocitos. La produccion de FA se induce
cada vez que se produce colestasis. Desafortunadamente, en el perro, FA no se
encuentra solo en el sistema biliar. Las isoenzimas de FA también se pueden encontrar
en los huesos, la placenta, los rifilones y el tracto gastrointestinal e incluso hay una
isoenzima adicional inducida especificamente por altos niveles circulantes de
glucocorticoides (como se ve en la enfermedad de Cushing) y otros estimulos (Mary

Anna. Thrall et al., 2012). Las elevaciones de cuatro veces 0 mas en perros se consideran
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indicativas de colestasis o elevaciones de la concentracion inducida por esteroides (Rebar
& Metzger, 2001).

La Gamma-glutamil transferasa (GGT) es una enzima unida a la membrana asociada con
el epitelio de los conductos biliares. Como tal, es un segundo indicador primario de
colestasis. Se ha sugerido que la GGT puede ser mas util que la FA en perros, ya que los
glucocorticoides no la inducen directamente (Willard & Twedt, 2012). Se ven casos
caninos en los que la GGT esta elevada en mayor proporcién que la FA. Dichos pacientes
generalmente sufren de obstruccion biliar y colestasis extrahepatica (Metzger & Rebar,
2012).

2.6.2. Colesterol, glucosa, proteinas totales, albumina, globulinas y relacion A/G.

El higado juega un papel central en el metabolismo de los lipidos; por lo tanto, la
enfermedad hepética puede afectar profundamente los niveles de lipidos circulantes.
Dado que el higado es el sitio de la sintesis de colesterol, la enfermedad hepatica en
etapa terminal con una masa hepética funcional profundamente disminuida también
puede presentarse con hipocolesterolemia. Este hallazgo es menos frecuente, pero en
realidad méas especifico para la enfermedad hepética que hipercolesterolemia (Metzger &
Rebar, 2012).

Los niveles bajos de glucosa en sangre en ayunas pueden indicar una masa hepatica
funcional reducida. El higado es fundamental para el metabolismo de los carbohidratos y
es el sitio principal de almacenamiento de glucogeno. Cuando se deteriora la capacidad
del higado para almacenar glucégeno, puede producirse hipoglucemia. La hipoglucemia
ante una enfermedad hepética es un signo de mal prondstico (Metzger & Rebar, 2012).

La concentracibn de proteinas en el suero estan estrechamente controladas para
equilibrar sus funciones fisioldgicas en las areas de inmunidad, coagulacion, transporte de
moléculas pequefias e inflamacion (Tothova et al., 2016). Por lo tanto, el perfil de
proteinas séricas es una de las pruebas estandar utilizadas para controlar el estado de
salud y de enfermedades, como infecciones y respuestas inflamatorias agudas y crénicas
(Asawakarn & Taweethavonsawat, 2021). La cuantificacion de la proteina sérica puede
ayudar a detectar y monitorear diversas enfermedades y procesos patologicos. Hay
métodos quimicos y fisicos disponibles para medir las proteinas totales en fluidos
biol6gicos (Tothova et al., 2016). En bioquimica clinica, las metodologias quimicas se

utiizan con mayor frecuencia debido a la posibilidad de adaptar estas técnicas a
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analizadores automatizados (Eckersall, 2008). Muchos de los kits de ensayo
desarrollados para uso automatizado en analizadores bioquimicos humedos, asi como
analizadores de quimica seca, se basan en el principio de Biuret, debido a que es una
técnica muy barata que a su vez contribuye a una amplia aplicacion en medicina
veterinaria (Tothova et al., 2016).

La albumina es la proteina individual mas abundante en el suero y es sintetizada por el
higado. Las globulinas también son sintetizadas por el higado, a excepcion de las
inmunoglobulinas (Tothova et al., 2016). La albumina juega un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis dentro del cuerpo y depende de la membrana celular y
del mecanismo de transporte, incluida la difusion, la 6smosis, la filtracion y el transporte
activo. Las proteinas disueltas, que son las Unicas sustancias que no penetran en los
poros de la membrana capilar, son las responsables de la presion osmética de la
membrana capilar. Aproximadamente el 75 % de la presiébn osmotica coloidal total esta
relacionada con la albumina (Hankins, 2006). La concentracion de albumina sérica es el
resultado neto de procesos fisioldgicos como la sintesis y el catabolismo (Prinsen & de
Sain-van der Velden, 2004). El método de verde de bromocresol (BCG) y el purpura de
bromocresol son la base para determinar la albumina sérica (Watanabe et al., 2004).
Cuando se determina la albumina o las globulinas, el otro se puede calcular mediante la
sustraccion de la concentracion total de proteinas (Eckersall, 2008).

Una relacion A/G disminuida puede ser causada por la sobreproduccion de globulinas, la
sintesis disminuida de albumina o debido a la pérdida de albumina de la circulacion. Por
otro lado, una relacién A/G mas alta refleja la subproduccién de globulinas (Alberghina et
al., 2011).

2.6.3. Creatinina, BUN, urea, relacién BUN/creatinina.

La enfermedad renal, especialmente la enfermedad renal crénica (ERC), es comun en
perros mayores (Coyne et al., 2020). Los veterinarios dependen en gran medida de las
pruebas de laboratorio de rutina para reconocer las alteraciones en la funciéon renal
asociadas con la enfermedad renal aguda y crénica. Condiciones extrarrenales como
deshidratacion, hipovolemia e hipotension pueden reducir la tasa de filtracion glomerular
(TFG); el deterioro de la funcién renal por estas condiciones aumenta el riesgo de lesion

renal (Grauer, 2005). La creatinina es un biomarcador comunmente utilizada como
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indicador de la TFG (Coyne et al.,, 2020). Los rifiones tienen muchas funciones
metabdlicas esenciales (Ottka et al., 2021).

La azotemia se define como un aumento de los niveles circulantes de desechos
nitrogenados y se caracteriza por niveles elevados de nitrdgeno ureico en sangre (BUN) y
creatinina. Los valores elevados de BUN y creatinina son tipicos en una falla renal
cronica. EI BUN y la creatinina son indicadores de la TFG, pero no se elevan en la
enfermedad renal hasta que mas de las tres cuartas partes de las nefronas no funcionan.
El BUN puede aumentar después de una dieta rica en proteinas o de una hemorragia en
el tracto gastrointestinal (Polzin et al., 2005). También es un indicador de la funcion
hepatica. Cuando la proteina entra en el tracto gastrointestinal se convierte en amoniaco,
que se difunde facilmente a través del revestimiento intestinal y entra en la circulacion
portal. La circulacion portal lleva el amoniaco al higado, donde se convierte en urea a
través de las enzimas del ciclo de la urea. Cuando la actividad del ciclo de la urea se
reduce como resultado de una disminucion de la masa hepatica funcional o de un
cortocircuito portosistémico congénito o adquirido, los niveles de urea circulante pueden

disminuir y los niveles de amoniaco pueden aumentar (Metzger & Rebar, 2012).

2.6.4. Calcio, fosforo, hierro.

En el diagnéstico clinico el calcio y el fésforo son componentes importantes del
metabolismo 6seo, su concentracion en la sangre puede variar con la edad del animal, por
ello, requiere intervalos de referencia especificos para la edad. La mayoria del calcio se
une a la albumina (Tomlinson et al., 2013).

El fosforo tiene un papel vital en el cuerpo, su papel en el metabolismo energético a través
de adenosin difosfato (ADP) y adenosin trifosfato (ATP) es crucial para la funcionalidad
del cuerpo. Un equilibrio adecuado de fosforo es un requisito previo para las funciones
celulares esenciales que van desde el metabolismo energético hasta la sefalizaciéon
celular. Por lo tanto, la concentraciébn en sangre y tejidos esta regulada en limites
relativamente estrictos, principalmente por la hormona paratiroidea (PTH) y la vitamina D3
(Dobenecker et al.,, 2021). El fosforo también se elimina a través de la filtracion
glomerular. En general, las elevaciones en los niveles de fésforo se correlacionan con las
elevaciones de creatinina. Los niveles de fésforo deben controlarse de cerca durante el
tratamiento de la insuficiencia renal cronica porque la hiperfosfatemia crénica puede

provocar hiperparatiroidismo renal secundario y mineralizacion de los tejidos blandos
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(Bates, 2008). El fosforo puede disminuir casos de reduccion de la ingesta de alimentos.
Por otro lado, si bien los valores de calcio y fésforo pueden cambiar en casos de
disfuncién renal, no debe interpretarse como una observacién aislada, sino mas bien se
deben asociar con las concentraciones elevadas de urea y creatinina o evidencia
histologica de patologia renal (Tomlinson et al., 2013).

El hierro es un nutriente esencial requerido en una amplia variedad de procesos
metabdlicos. Las proteinas que contienen hierro son criticas para el transporte y
almacenamiento de oxigeno, la respiracion, la sintesis de ADN, la funcion del ciclo del
acido citrico y varias reacciones enzimaticas (Ryan & Aust, 1992).

La concentracién de hierro sérico generalmente aumenta en animales con anemia
hemolitica, diseritropoyesis, anemia hipoplasica o aplasica, sobrecarga de hierro,
toxicidad aguda por hierro, hepatopatia crénica (perros) (Haldane & Davis, 2009; J.W.
Harvey, 2008). Los valores de hierro sérico pueden aumentar falsamente si los tubos o
pipetas de laboratorio que se utilizan para manipular sangre o suero estan contaminados
con hierro (John W. Harvey, 2012). La concentracion de hierro sérico es generalmente
baja en la deficiencia de hierro e inflamaciéon (Da Silva et al., 2009; J. W. Harvey, 2008).
También es baja en aproximadamente la mitad de los perros con derivaciones
portosistémicas, como podria ocurrir con la administracion de eritropoyetina o después de

una hemorragia aguda (J. W. Harvey, 2008; Saverio. Paltrinieri et al., 2010).
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CAPITULO 3: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS DE INVESTIGACION.

Si se analizan las variables hematolégicas, morfolégicas y bioquimicas de perros adultos
(1 - 7.9 afios), senior (8 — 11.9 afios) y geriatras (>12 afios), encontraremos cambios

fisiologicos asociados al envejecimiento.

3.2. OBJETIVOS.

3.2.1. Objetivo general.

Identificar el efecto fisiolégico del envejecimiento sobre las variables hematolégicas,
morfolégicas y bioquimicas de perros adultos (1 - 7.9 afios), senior (8 — 11.9 afios) y
geriatras (>12 afos) para obtener intervalos de referencia especificos.

3.2.2. Objetivos especificos.

3.2.2.1. Realizar la exploracion fisica del paciente (temperatura, frecuencia
cardiaca, pulso, mucosas, tiempo de llenado capilar, frecuencia respiratoria, condicion
corporal, peso, hidratacion, linfonodos, palpacién abdominal, reflejo tusigeno y deglutorio),
y un examen fisico extenso (articulaciones, préstata, dentadura, glandulas mamarias y
piel).

3.2.2.2. Obtener los valores hematologicos de los eritrocitos, hemoglobina,
hematocrito, VCM, HCM, CMHC, leucocitos, linfocitos, monocitos, eosindfilos, basdéfilos,
neutrdéfilos y plaquetas; ademas de realizar frotis sanguineos y evaluar la morfologia de
las células hematicas mediante microscopia optica y electrénica de barrido.

3.2.2.3. Obtener los valores bioquimicos de la sangre: ALT, AST, FA, GGT,
colesterol, glucosa, proteinas totales, albimina, globulinas, A/G, creatinina, BUN, urea,
BUN(/creatinina, hierro, fésforo y calcio.

3.2.2.4. Determinar la relacion que existe entre el envejecimiento y las variables
hematoldgicas, morfoldgicas y bioguimicas.

3.2.2.5. Determinar los intervalos de referencia especificos para perros adultos (1 -

7.9 afios), senior (8 — 11.9 afios) y geriatras (>12 afios).
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CAPITULO 4: MATERIALES Y METODOS

4.1. UBICACION Y ZONA GEOGRAFICA.

El estudio se realizd en el estado de Aguascalientes que se encuentra ubicado en el
centro de México, ilustrado en la figura 4; colinda al norte, noreste y oeste con Zacatecas;
al sureste y sur con Jalisco. Esta localizado en las coordenadas, al norte 22°27°, al sur
21°38’ de latitud norte; al este 101°53', al oeste 102°52' de longitud oeste. El Estado de

Aguascalientes representa aproximadamente el 0.3% de la superficie del pais.

Aguascalientes

AT

fEHINEGI

Figura 4. Ubicacion geogréfica del estudio.

4.2. ENCUESTA: EL ESTADO ACTUAL DE LOS PERROS EN AGUASCALIENTES.

Previo a la seleccion y obtencién de muestras, durante este estudio se disefidé una
encuesta dirigida a la poblacion de habitantes del estado de Aguascalientes con la
finalidad de obtener informacion acerca de la situacion actual de la poblacién canina del
estado. Inicialmente, se obtuvieron algunos datos de cada encuestado como su nombre,
edad, nimero de personas por casa habitacion, municipio y fraccionamiento que habita.
Ademas, se identificé a quienes son propietarios de un perro como mascota y quienes no,
asi como sus razones en ambos casos. Aquellos habitantes que son propietarios de un
perro también proporcionaron el nimero de perros por casa habitacion, edad, etapa que
prefieren (cachorro, adulto o geriatra), sexo, estado reproductivo, raza, talla, tipo de
alimentacion, estado de vacunacion y desparasitacion de su mascota. Asimismo, se logré
identificar la importancia de conseguir una vejez saludable para su perro y las acciones
gue estan tomando como propietarios para lograrlo. Cabe mencionar que la encuesta fue
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difundida en redes sociales y respondida de manera aleatoria por los habitantes del

estado de Aguascalientes preferentemente mayores a 18 afios de edad (Anexo 1).

De acuerdo con los resultados que dio a conocer el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) del Censo de Poblacion y Vivienda 2020, del periodo de
levantamiento del principal ejercicio censal que se realiza en México cada década, del
2 al 27 de marzo de 2020 la poblacion total en Aguascalientes es de 1,425,607

habitantes (https://cens02020.mx/). Dicho esto, se calcul6 el tamafio de muestra de las

encuestas a realizar, sin importar si tenian un perro como mascota 0 no, asignando un
nivel de confianza del 98% y un margen de error del 5%, donde se desconoce la

probabilidad del evento de estudio.

_ N+Zi+p*q
e2x(N—1)+ Z2xp*q

n

n = Tamafo de muestra buscado.

N = Tamafio de la poblacion.

Z = Parametro estadistico que depende el nivel de confianza.
e = Error de estimacion maximo aceptado.

p = Probabilidad de que ocurra el evento estudiado.

g = (1 — p) Probabilidad de que no ocurra el evento estudiado.

4.3. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION BAJO ESTUDIO.

Después de completar la encuesta, se realizO una agenda con cada uno de los
propietarios de mascotas que participaron en la misma y que estaban interesados en que
sus perros formaran parte de esta investigacion. Este estudio se realiz6 en cumplimiento
de lo establecido en el Reglamento de Etica para el Uso de Animales en la Docencia e
Investigacién de la Universidad Auténoma de Aguascalientes (CEADI-UAA) Cédigo: DlI-
PL-NO-37 (UAA, 2019). Se utilizé un disefio transversal no experimental (Chew, 2019). Se
seleccionaron 148 perros sanos desde el punto de vista clinico, de diferente sexo y
tamafo corporal, clasificados en grupos de diferentes edades: grupo | (47 perros de 1 -
7.9 afos de edad) y grupo Il (50 perros 8 — 11.9 afios de edad) y grupo Il (51 perros >12
afos de edad) (Radakovich et al., 2017). Las razas se agruparon segun su tamafio
corporal: perros de tamafo pequefio (< 9,5 kg), medianos (9,5-22,7 kg) y perros de

tamafo grande (> 22,7-54,5 kg) (Willems et al., 2017). Para asegurarnos que los perros
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muestra una tabla de analogia humano/mascota.

Feline |7 Canine (adult size in kg)—|

se ordenaran correctamente segun su edad y tamafio corporal se utilizé la figura 5 que

Pet age

0-9.1 9.5-22.7 | 23.2-54.5 > 54.5

3 years 28 28 29 31 39

4 years 32 33 34 38 49

5 years 36 38 39 45 59

6 years 40 42 44 52 -

7 years 44 46 49 59 g

8 years 48 50 54 8

9 years S2 54 59 g

10 years 56 gg g
S
&
a

[ Adult; ] Senior; [l Geriatric

Figura 5. Cuadro de analogia humano/mascota.

(Modificado de Fortney WD: Implementing a Successful Senior/Geriatric Health Care Program for
Veterinarians, Veterinary Technicians, and Office Managers. Vet Clin North Am Small Anim Pract 2012;
42:823-834. Adaptado con autorizacion).

4.3.1. Criterios de inclusion y exclusién de la poblacion.

Para esta investigacion se incluyeron perros determinados clinicamente sanos mediante
la exploracion fisica. Todos los perros ayunaron durante 8 a 12 horas antes de la toma de
muestra de sangre y se permitio el consumo de agua a voluntad. Se excluyeron del
estudio los perros que no habian ayunado, hembras en gestacion, celo o lactancia, los
perros que tomaban medicacién en el momento de la toma de muestra de sangre o
cuando se sospechaba de alguna enfermedad significativa en funcion de la historia clinica
y la observacién. Los perros debian estar libres de medicamentos durante al menos 2
meses antes de su inclusion. Se permiti6 la medicacion preventiva (vacunacion,
desparasitaciéon) hasta 2 semanas antes de la consulta (Friedrichs et al., 2012;
Radakovich et al., 2017; Willems et al., 2017).
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4.4, HISTORIA CLINICA Y EXPLORACION FiSICA.

Los animales se evaluaron como sanos en base a la historia clinica y el examen fisico
general. La recoleccion de la historia clinica y el examen fisico fueron realizados en el
Laboratorio de Parasitologia del Centro de Ciencias agropecuarias de la Universidad
Autébnoma de Aguascalientes y en algunas clinicas privadas. Se realizo un cuestionario
(Anexo 1) relacionado con el estado de salud, entorno y estilo de vida, actividad fisica,
cambios de comportamiento, nutricion, vacunacion, control de parasitos e historial médico
(Friedrichs et al., 2012). Ademas, en el apartado de la evaluacion del comportamiento del
anexo 1, se midio la escala de la disfuncién cognitiva canina (Salvin et al., 2011). El
cuestionario se revis6 con el propietario y se formularon preguntas adicionales en caso de
ser necesario (Willems et al., 2017). Durante este tiempo, se le permitio al perro explorar
libremente en la sala.

También en el anexo 2 se registrd la fecha de nacimiento, sexo, raza, peso, tamafio
corporal, dieta, estado reproductivo, signos vitales de cada perro (Bellows et al., 2015;
Fortney, 2012). Ademas, se determiné una puntuacion de la condicion corporal (BCS) en
funcién de una escala de 9 puntos (Freeman et al., 2011).

Para realizar el examen fisico general se utilizaron las siguientes herramientas:
observacion, palpacién, auscultacion y percusién. En la figura 6 se muestra la exploracion
fisica del paciente incluyo: temperatura, frecuencia cardiaca, pulso, mucosas, tiempo de
llenado capilar, frecuencia respiratoria, condicion corporal, peso, hidratacion, linfonodos,
palpacion abdominal, reflejo tusigeno y deglutorio (Bellows et al., 2015). Ademas, la
exploracion fisica en el perro envejecido (senior y geriatra) se complementd con datos
adicionales como palpacién de cada articulacién esquelética, examen dental, palpacion de
glandulas mamarias y la piel (Willems et al., 2017).

Todos los perros seleccionados para este estudio eran de propiedad privada. Todos los

propietarios firmaron un formulario de consentimiento informado (Anexo 1).
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Figura 6. Exploracion fisica.

4.5. TECNICAS DE LABORATORIO.

4.5.1. Hematologia.

Para realizar la evaluacién hematologica se recolecto un total de 500 ul de sangre
completa obtenida por venopuncion yugular (figura 7) depositada en tubos con K2E
(K2:EDTA) BD Microtainer®, que contiene la cantidad éptima de EDTA di-potasico aplicado
por aspersion para anticoagular el volumen especificado de sangre (BD Franklin Lakes NJ
USA).

N

Figura 7. Obtencidon de muestra sanguinea
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Se obtuvieron los valores hematoldgicos como se muestra en la figura 4 mediante el
equipo Hemalyzer 2000 (HLAB, Laboteca, USA) en el Laboratorio de Patologia
Diagnostica del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes, previo a procesar la muestra de sangre, el equipo fue calibrado y antes
de cada analisis de muestreo se utilizaron los controles comerciales bajo, normal y alto
(Licon®, México) como parte del control de calidad. Entonces, una vez que se obtuvo la
muestra de sangre, se agita suavemente el tubo de 5 a 10 veces para mezclar bien la
muestra, posteriormente se coloca el tubo de muestra debajo de la sonda, asegurandose
de que la sonda llegue al fondo del tubo. Finalmente se presiona la tecla ejecutar en la
parte frontal del equipo (botén verde) para que absorba la muestra, el indicador de estado
enciende una luz naranja, después el equipo emite un sonido para retirar el tubo de la
muestra e inicia el andlisis de la misma (figura 8).

Al concluir el andlisis de la muestra, el equipo muestra los resultados de la prueba y los
histogramas en la pantalla: serie roja (glébulos rojos, hemoglobina, hematocrito, VCM,
MCH, MCHC, RDW), serie blanca (glébulos blancos, linfocitos, monocitos y granulocitos
relativos y absolutos) y plaquetas (MPV, PDW, PCT, PLCR y PLCC).

Segun las indicaciones del proveedor la sangre completa solo se puede almacenar
durante 4 horas a temperatura ambiente y recomiendan mantener la muestra de sangre
entre 2-8°C para un almacenamiento mas prolongado. Preferiblemente la muestra de

sangre es analizada inmediatamente después de que se obtuvo.

Figura 8. Procedimiento de la hematologia completa en Hemalyzer 2000.

45



4.5.2. Microscopia optica (MO).

Se recolecto un total de 500 pl de sangre completa obtenida por venopuncién yugular
depositada en tubos con K2E (K2EDTA) BD Microtainer®, que contiene la cantidad
Optima de EDTA di-potédsico aplicado por aspersion para anti coagular el volumen
especificado de sangre (BD Franklin Lakes NJ USA) para realizar un extendido sanguineo
en portaobjetos. Los frotis de sangre se realizaron dentro de las 3 h posteriores a la
recolecciéon sanguinea en el Laboratorio Multidisciplinario de Investigacion del Centro de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma de Aguascalientes en La Posta. Se
mezclo de 8 a 10 veces suavemente el tubo de sangre, se colocé una gota del tamafio de
una cabeza de alfiler en la parte izquierda del portaobjetos (figura 9-A), después se coloca
otro portaobjetos a 45° aproximadamente para realizar el barrido y dejar secar (figura 9-
B). Los frotis se fijaron con metanol y se dejaron secar (figura 9-C). Después fueron
tefiidos con colorante Wright, se agrega la tincion hasta cubrir todo el frotis en posicién
horizontal y se deja durante 6 minutos (evitando que se seque). Posteriormente se agrego
el Buffer a la tincion durante 4 minutos, pasado el tiempo indicado, se enjuaga con agua
destilada y se deja secar (figura 9-D). Finalmente se agregd entellan® 60% (Merck,
Darmstadt Germany) y xilol 40% (JT Baker Avantor, Matsonford Rd), se cubrié con un
cubreobjetos para proteger la laminilla y se dejé secar durante 24 horas (figura 5-E) para
después realizar la evaluacion del frotis con un microscopio 6ptico ZEISS (Oberkochen,
Alemania) (Rick L. Cowell et al., 2009).

Figura 9. Procedimiento de frotis sanguineo.
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La evaluacién del frotis sanguineo se dividié en tres partes: serie roja, serie blanca y
plaguetas (figura 10). Se utilizara una ampliacién de 100x para evaluar la morfologia de

eritrocitos, leucocitos y plaquetas (S Paltrinieri et al., 2010).

Figura 10. Evaluacién microscépica del frotis sanguineo.
4.5.2.1. Serie roja.

En la serie roja se evalué el tamafio (anisocitosis, macrocitosis y microcitosis), el color
(policromatdfilos e hipocromicos), la forma (cambios morfolégicos no especificos y
especificos), la distribucion (pilas de monedas o aglutinacién), presencia de cuerpos de
inclusién o parésitos eritrocitarios (Ford, 2013; John W. Harvey, 2012; M.A. Thrall, 2006).

4.5.2.2. Serie blanca.

En la evaluacion se la serie blanca se realizé la estimacion del nimero total de leucocitos,
de la siguiente manera:

1. Localizar la monocapa.

2. Enfocar en 40x.

3. Contar el nimero de leucocitos que se observan en 40x.

4. Repetir el procedimiento en otros nueve campos a 40x. De este modo se obtiene un
valor medio de leucocitos en 10 campos a 40x.

5. Multiplicar el valor medio obtenido x 1500 para obtener un no. total, de leucocitos/mm?.
Después se realizo el recuento diferencial de leucocitos, de acuerdo a los siguientes
pasos:

1. Identificar los tipos de leucocitos.

2. Contar entre 100 leucocitos anotando cuantos de ellos pertenecen a cada uno.
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3. El conteo se debe realizar en zigzag de izquierda a derecha para evitar contar mas de
una vez la misma célula.

4. Alcanzada la cifra de 100 células, se obtiene un porcentaje de cada tipo celular.

5. Los valores relativos (%) deben traducirse a valores absolutos (/mm?) multiplicando el
namero total de tipo celular por el nUmero total de leucocitos sobre 100.

Finalmente se evalué la morfologia de los leucocitos (John W. Harvey, 2012).

45.2.3. Plaquetas.

En la evaluacion de las plaquetas se identifico la presencia o ausencia de agregacion
plaguetaria, si no existen agregados, se puede realizar una estimacion del niamero de
plaguetas en el frotis:

1. Localizar la monocapa.

2. Enfocar a 100x.

3. Contar el numero de plaguetas observadas por campo.

4. Repetir este procedimiento en otros 9 campos y obtener un valor medio.

5. Multiplicar el valor medio por 15000 para obtener el valor de plagquetas/mm?3 (John W.
Harvey, 2012).

4.5.2.4. Parametros morfolégicos del eritrocito (MO).

Se obtuvieron micrografias 6pticas para evaluar los parametros eritrocitarios (diametro,
altura y relacion axial). El diametro o eje mayor se midié en todos los eritrocitos y se traz6
una linea perpendicular en el centro del diametro para establecer la altura. Luego, la
relacion axial se calcul6 dividiendo el diametro entre la altura; un valor de 1 representa un
circulo perfecto (Loyola-Leyva et al., 2019). Para ello se utilizé la escala del Software
Amscope™ (USA) (figura 11). Por cada perro seleccionado, se midieron los pardmetros
de 20 eritrocitos para comparar los cambios morfolégicos entre los grupos de estudio

(adultos, senior y geriatras). Por lo tanto, se escanearon un total de 2,600 células.
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Figura 11. Frotis de sangre de perros sanos, que muestra las posiciones para los calculos de diametro
y altura a partir de micrografias dpticas utilizando el software AmScope. Se midi6 el diametro o eje
mayor en los eritrocitos y se trazé una linea perpendicular en el centro del didmetro para establecer la altura.
Barra de escala = 7 pm.

4.5.3. Microscopia electronica de barrido (MEB).

En la MEB se analizaron a parte cuatro muestras de sangre de perros clinicamente sanos,
clasificados de la siguiente manera: grupo | adultos (dos perros de 1 a 7,9 afios), grupo |l
senior (un perro de 8 a 11,9 afios) y grupo Il (un perro > 12 afios de edad) (Radakovich et
al., 2017).

Se recolecto un total de 3 ml de sangre completa obtenida por venopuncién yugular
depositada en tubos con K2EDTA BD Vacutainer®, que contiene la cantidad éptima de
EDTA di-potasico aplicado por aspersion para anti coagular el volumen especificado de
sangre (BD Franklin Lakes NJ USA). Una vez obtenida la muestra de sangre, fue
centrifugada a 2000 rpm durante 10 minutos para separar la capa de leucocitos que fue
depositada en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se le agrego glutaraldehido (JT Baker
Avantor, Matsonford Rd) como conservador hasta su posterior analisis. Después fue
centrifugada a 6000 rpm durante 1 minuto, obteniendo solo el precipitado al decantar la
muestra, al precipitado se le agrego buffer fosfato salino (PBS) solucion 1X (Merck,
Darmstadt Germany) y se mezcld6 dejandolo reposar durante 5 minutos, este
procedimiento se realiz6 3 veces (figura 12-A); después se agreg6 alcohol al 60% y se
dej6 reposar durante 10 minutos, transcurrido el tiempo la muestra fue centrifugada
nuevamente a 6000 RPM durante 1 minuto, este procedimiento se repiti6 con alcohol al
70%, 80%, 90%, 96% y 100%; por Ultimo se agregd acetona pura al 100% y se fij6 en un
cilindro de aluminio con fondo oscuro (figura 12-B) para posteriormente ser recubierta con

particulas de oro en el equipo Desk Il Denton vacuum (Lawrence, Kansas) y finalmente se
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observd en el microscopio electronico de barrido JEOL JMS-5900V de la figura 12-C
(Ciudad de México) (Fischer et al., 2012; JEOL, 2001).

Se obtuvieron micrografias de los eritrocitos por MEB. Algunas imagenes de microscopia
electrénica fueron editadas con el software Adobe Photoshop (Adobe Systems

Incorporated) para agregar color a las células sanguineas.

Figura 12. Microscopio electrénico de barrido JEOL.
4.5.4. Bioquimica sanguinea.

Se recolectaron muestras de 5 ml de sangre completa obtenida por venopuncion yugular
depositada en tubos al vacio y con activador de coagulacion (BD Vacutainer; BD Medical
Technology, Franklin Lakes, NJ). No se utiliz6 ningun tipo de anestesia o sedacion al
tomar la muestra de sangre. La separacion del suero se realiz6 mediante centrifugacion
(Ultra-8 digital, LW Scientific, Lawrenceville, GA) de 5 a 10 minutos a 2500 RPM (846
RCF) una vez que la muestra se coagulo dentro de la primera hora después de la
extraccién de sangre, manteniéndola a temperatura ambiente (figura 13). El suero se
transfirid a un tubo de 1,5 ml (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). El analisis bioquimico se
realiz6 el mismo dia; cuando no fue posible realizar analisis el mismo dia, el suero se
congeld a -20 ° C (-4 ° F) y se protegio de la luz hasta el andlisis al dia siguiente, evitando

varios ciclos de congelacién y descongelacion (Gislefoss et al., 2017).
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Figura 13. Obtencion de suero sanguineo.

Se obtuvieron los valores bioquimicos de ALT, AST, FA, GGT, colesterol, glucosa,
proteina total, albimina, globulinas, relacion A/G, creatinina, BUN, urea, relacion
BUN(/creatinina, calcio, fosforo y la concentracion de hierro mediante un espectrofotbmetro

BTS-350 (BioSystems, Barcelona, Espafia; figura 14) y reactivos (Pointe Scientific,
Canton, MlI).

Figura 14. Espectrofotémetro BTS-350 BioSystems.

El andlisis se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante, utilizando métodos
estandarizados como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de las técnicas de laboratorio.

Analito Método/Principio Tipo de Modo de Tipo de Longitud de

ensayo lectura reaccioén onda
ALT IFCC modificado Cinético - Decreciente 340 nm
AST IFCC modificado Cinético - Decreciente 340 nm
FA p-NPP Cinético - Creciente 405 nm
GGT GLUPA-C Cinético - Creciente 405 nm
Colesterol Enzimético Punto final Monocromatica Creciente 500 nm
Glucosa Enzimético Punto final Monocromatica Creciente 500 nm
PT Biuret Punto final Monocromatica Creciente 540 nm
Albumina BCG Punto final Monocromatica Creciente 630 nm
BUN Ureasa, GLDH Tiempo fijo - Decreciente 340 nm
Creatinina Jaffe, &cido picrico Cinético - Creciente 510 nm
Calcio Arsenazo lll Punto final Monocromatica Creciente 670 nm
Fosforo Molibdato de amonio Punto final Monocromatica Creciente 340 nm
Hierro Ferroziana Punto final Bicromética Creciente 635 nm

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).

Para realizar la bioguimica sanguinea se consideraron las pautas generales de calidad y
estandares de laboratorio de la American Society for Veterinary Clinical Pathology
(ASVCP) (Arnold et al., 2019; Gunn-christie et al., 2012). Se evalu6 el funcionamiento del
instrumento analitico con curvas de calibracion (anexos 3-15) para cada analito de sangre
en GraphPad Prism version 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Ademas, el
espectrofotobmetro BTS-350 (BioSystems, Barcelona, Espafia) cuenta con un sistema de
control de calidad interno basado en la tabla de Levey-Jennings; este andlisis nos permitio
aplicar las reglas de Westgard. Antes de analizar cada determinacion, los métodos
analiticos se calibraron segun las instrucciones del fabricante con la ayuda de un
calibrador quimico y controles comerciales (niveles | y IlI; figura 15) (Pointe Scientific,
Canton, MI) (Arnold et al., 2019). Se excluyeron del andlisis bioquimico las muestras de

sangre lipémicas, hemolizadas e ictéricas (Friedrichs et al., 2012).
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Figura 15. Control de calidad.
Calibrador, controles y estandar comerciales para calibrar y evaluar el funcionamiento del equipo BTS-350.

4.5.4.1 Cuantificacion 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, el lactato deshidrogenasa cataliza la reduccién
del piruvato y la oxidacion simultanea de NADH a NAD. La tasa resultante de la
disminucion de la absorbancia es proporcional a la actividad de ALT (Bergmeyer, 1980).
En el anexo 3 se observa la descripcion detallada de la metodologia.

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

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

4.5.4.2 Cuantificaciéon 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 reduccion de la
oxidacion simultanea de NADH a NAD en malato deshidrogenasa (MDH) la reaccion
catalizada por el indicador. La tasa resultante de la disminucion de la absorbancia a 340
nm es proporcional a la actividad de la AST. Lactato deshidrogenasa (LDH) se afiade para
evitar la interferencia del piruvato endégeno que esta presente en el suero de manera

normal (Bowers et al., 1979); anexo 4).
AST
L — Aspartato + a — Cetoglutarato — Oxalacetato + L — Glutamato

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

4.5.4.3. 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 et al., 1983); anexo 5).

Fostatasa Alc.

p—NPP + H,0 — p — Nitrofenol + H;PO,
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4.5.4.4. Cuantificacién de y-glutamil transferasa.

Los métodos para la determinacion de GGT se basan en el uso de derivados de glutamilo
de aminas aromaticas como material de sustrato (Demetriou et al., 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 (GLUPA-C) 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 6).

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

— glutamilglicilglicina + 5 — amino — 2 — nitrobenzoato

4.5.4.5. Cuantificacion de colesterol.

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

a la del colesterol total en la muestra cuando se lee a 500nm (anexo 7).

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

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

Peroxidasa

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

4.5.4.6. Cuantificacién de glucosa.

En el método madificado de (Trinder, 1969) la glucosa es oxidada por la oxidasa a
gluconato y peroxido de hidrégeno. ElI Fenol + 4-AAP + perdxido 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 8).

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

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

4.5.4.7. 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 solucion alcalina. La intensidad del color
es proporcional a la concentracion de proteinas presente al comparar con otra solucion

con concentracion conocida de proteinas (anexo 9).

Alcali
Proteina + Cu** —— Complejo coloreado
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4.5.4.8. Cuantificacion de albimina.

(Batholomew & 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 albimina presente (anexo 10).

4.5.4.9. Cuantificaciéon de globulinas.

Las globulinas se determinaron restando la concentracion de albumina de la

concentracion de proteina total (Rortveit et al., 2015; Zapryanova et al., 2017).

4.5.4.10. Cuantificacion de la relacién albumina globulina (A/G).

La relacion de la albumina globulina (A/G) se calcula utilizando la formula, Relacién A/G=
(Nivel de Albamina) / (Proteina Total - Albumina) (Guner & Seker, 2020).

4.5.4.11. 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 solucion alcalina. La
creatinina reacciona con el &cido 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 11).

4.5.4.12. Cuantificacion de nitrégeno de urea en sangre (BUN).

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 accion de la ureasa en 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 reaccién 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
modificado (Talke & Schubert, 1965); anexo 12).

Ureasa
Urea + H,0 —— 2NH; + CO,
GD
NH; + a — cetoglutarato + NADH + H* — L — glutamato + NAD* + H,0
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4.5.4.13. Cuantificacion de Urea.
La Urea en mg/dl se calculé multiplicando BUN por 2.14 (Jurado G et al., 2011) .
4.5.4.14. Relacion BUN: creatinina.

La relacion BUN:creatinina se calcula utilizando la formula, Relacion BUN:creatinina =
BUN (mg/dl) / creatinina (mg/dl) (Llauger et al., 2018).

4.5.4.15. Cuantificacién de calcio.

La metodologia de enlaces coloreados especificos se ha hecho popular para la
determinacion de calcio porque es rapida, conveniente y barata. El procedimiento usa los
colorantes alizarin-3sulfonato y metiltimol azul. En 1966 (Connerty & Briggs, 1966)
desarrollaron un método usando o-cresolftaleina complexona como cromdégeno. El
método de la o-cresolftaleina complexona ha sido el método mas comiunmente usado
para la determinacién de calcio. El presente procedimiento usa Arsenazo Il y ha sido
modificado para prever una sensibilidad mas alta y un reactivo mas estable. Se previene
la interferencia de magnesio por la inclusidon de 8-hidroquinolina sulfonato (anexo 13).

. Medio alcalino i )
Calcio + Asenazo —— Complejo Calcio — Asenazo (color purpura)

4.5.4.16. Cuantificacion de fosforo.

La medicién de fosforo inorganico en suero va usualmente ligada a la formacion de un
complejo fosfomolibdato y una reduccién de un complejo de molibdeno color azul. La
cuantificaciéon del fosfomolibdato no reducido fue reportado en 1946. Por su parte
(Amador & Urban, 1972) modificaron el procedimiento utilizando un solo reactivo para el
rango U.V. (anexo 14).

Fésforo inorganico + H,S0, + Molibdato de amonio —— Compuesto de Fosfomolibdato oxidado

4.5.4.17. Cuantificaciéon de hierro.

El hierro en suero forma un complejo con la Transferrina, una proteina transportadora. Los
primeros procesos incluian disociaciéon del complejo, precipitacion de la proteina y
determinacion del hierro en el filtrado libre de proteinas. En 1971 (Persijn et al., 1971)
presentaron un método que no requiere precipitacion y es mas sensible. El procedimiento

presente es una modificacion del método de Persijin. El hierro unido a la transferrina es

56



liberado en un pH acido reducido a iones ferrosos. Estos iones reaccionan con la

ferroziana para producir un complejo violeta (anexo 15).
4.6. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos y resultados de cada individuo fueron capturados y ordenados en una hoja
electrénica de Microsoft Excel®. Todos los datos se agruparon por edad (1 a 7.9, 8 all1.9
y >12 afios de edad), sexo y talla. El andlisis estadistico se realizé con Minitab 17®
(Minitab Statistical Sofware Inc., State College, Pennsylvania). Considerando un nivel de
significancia p < 0.05.

En todos los datos se evalug el efecto de la edad, sexo y talla. Se realizo una inspeccion
visual de la distribucion de las observaciones a través de histogramas y usando una
prueba de normalidad de Anderson-Darling (Khan, 2013a). También se evalu6 la
homocedasticidad de varianzas, para determinar si la varianza de dos 0 mas grupos era
significativamente diferente, usamos una prueba de multiples comparaciones y la prueba
de Levene. Estos métodos son validos en distribuciones no normales, mientras que en
distribuciones normales se utiliza la prueba de Bartlett. Todas las pruebas de varianza
utilizaron un nivel de confianza del 95 % (Lesik, 2018).

El analisis estadistico utilizo un andlisis de varianza (ANOVA) con un modelo lineal
general (MLG), que permite la comparacion de multiples factores en dos 0 mas niveles (p
<0.05). La frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura rectal, el puntaje
cognitivo, los componentes hematoldgicos, los parametros eritrocitarios y los analitos
bioquimicos representan las variables de respuesta (dependientes), mientras que la edad,
el sexo y el tamafio corporal representan los factores (variables independientes). También
se evalu6 la interaccién entre los factores. Cuando los datos no cumplieron con los
supuestos de normalidad y homocedasticidad, se realizdé una transformacién de Box-Cox
utiizando una lambda 6ptima (A) de Minitab con un nivel de confianza del 95 %.
Posteriormente, se realizé un método de comparacion mdultiple (Tukey) con un nivel de
confianza del 95 % (Khan, 2013Db).

Los intervalos de referencia se calcularon utilizando el software Reference Value Advisor
(RefValAdvV.2.1, http://www.biostat.envt.fr/reference-value-advisor/) basado en las
recomendaciones de la International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) y el Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Geffré et al., 2011). Este software detectd

posibles valores atipicos mediante la inspeccién visual de histogramas y diagramas de
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puntos, ademas se realiz6 la prueba de Dixon simple, que identifica un valor
extremadamente alto o bajo como un valor atipico potencial (Friedrichs et al., 2012; Geffré
et al., 2011). Si una muestra de sangre contribuy6é a mas de una observacién periférica, se
excluyeron todos los resultados de esa muestra, ya que esto podria indicar una
enfermedad subclinica (Rortveit et al., 2015). Por tanto, los valores obtenidos de la
muestra de sangre de diez perros se excluyeron del analisis estadistico porque se detecto

una enfermedad subclinica.
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CAPITULO 5: RESULTADOS

5.1. ENCUESTA.

De una poblacién de 1,425,607 habitantes segun el INEGI 2020, se obtuvo un tamafio
de muestra de 543 encuestas con un nivel de confianza del 98 % y un margen de error del
5 %. Sin embargo, se lograron obtener 559 encuestas completadas, es importante
mencionar que cada encuesta incluye una politica de privacidad de proteccién de datos.
Las personas que respondieron la encuesta se encontraban en un rango de 18 a 63 afios
de edad. A cada encuestado, se les solicito el nimero de habitantes por vivienda,
obteniendo un promedio de 3.5 personas por casa habitacion. Ademas, de las 559
encuestas se contabilizo un total de 1,969 habitantes de los que 1,787 tenian desde uno
hasta diez perros como mascota, mientras que 182 no tenian perro. Por lo tanto, la
proporcion de perros por habitante encontrada en este estudio fue de 1,112:1,969; es
decir, un perro por cada 1.8 personas (tabla 2). Con base a este dato y a la poblacion de
habitantes en Aguascalientes segun el INEGI en el 2020 se estimé una poblacion de
805,117 perros en Aguascalientes.

El 9 % (51) de las encuestas declararon no tener un perro, por diversas razones: al 8 %
no les gustan los perros como mascota, el 55 % no puede tener un perro, aungue si les
gustan, el 14 % prefiere otro tipo de mascota y 23% mencionan que a pesar de que
pueden tener un perro y son de su agrado, por el momento no quieren tener uno (figura
16).

Tabla 2. Namero de encuestas electronicas realizadas en diferentes municipios del Estado de
Aguascalientes, total de habitantes y perros como mascota.

Municipio

Encuestas
sin perro

Encuestas
con perro

Total de
encuestas

Habitantes
sin perro

Habitantes
con perro

Total de
habitantes

Total de
perros

Aguascalientes
Asientos
Calvillo

Cosio

Jesus Maria

Pabell6n de
Arteaga
Rincén de Romos

El llano

San Fco. de los
Romo

37

383
2

0
2
86

26

420
2

1
2
96

29

131
0

5
0
37

1359

1490

818
5

0
11
194

12
68

Total

51

508

559

182

1787

1969

1112
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¢Por qué no tiene algun perro de mascota?

= No me gustan

= No puedo, pero sime
gustan

Prefiero otro tipo de
mascotas

= Sipuedo y me gustan, pero
por ahora no quiero

Figura 16. Principales razones por las que los habitantes de Aguascalientes no tienen un perro como
mascota.

De una n de 559 encuestas, el 9% declara no tener un perro de mascota por diversas razones, entre las que
se destaca con un 55% no poder tener un perro a pesar de ser una mascota de su agrado.

Mientras que, el 91 % (508) de las encuestas tenian al menos un perro como mascota, de
los cuales el 97 % aseguraron tener un perro por aprecio o afecto, el 2 % por seguridad y
el 1 % lo recibieron como obsequio. El promedio de perros por vivienda fue de 1.9, con un
rango de uno a diez perros, el 43 % (217) declararon tener solo un perro, el 27 % (140)

solo dos perros, el 14 % (73) tres perros y el resto (16 %) mas de tres perros (figura 17).

¢ Cuantos perros tiene?

217
140
73
35
20 15 4 1 3
- I s

1 m2 23 4 u5 wg m7 m8 m10

250

200

150

100

50

0

Figura 17. Numero de perros que tienen los habitantes de Aguascalientes.

De una n de 559 encuestas, el 91% (508) declara tener uno o mas perros de mascota, obteniendo un
promedio de 1.9 perros por vivienda. El 84% (430) declaro tener de 1 a 3 perros mientras que el 16% (78) mas
de tres perros.

Ademas, se cuestiond cual era la etapa de vida que preferian en su mascota, la figura 18
segun esta encuesta muestra que el 24 % (120) de los habitantes de Aguascalientes
prefieren a los cachorros, el 4 % (21) a los perros adultos y Unicamente en tres encuestas
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prefieren a los perros envejecidos, sin embargo, para el 72 % (364) les es indistinta la

etapa de vida en la que se encuentre su perro.

Usted prefiere un perro:

4%

= Adulto
= Cachorro
0% Viejito
= Me es indistinto

Figura 18. Etapa de vida del perro que prefieren los habitantes de Aguascalientes propietarios de
mascotas.

De una n de 559 encuestas, el 91% (508) declara tener uno o méas perros de mascota, en donde para el 73%
(364) les es indistinto la etapa de vida en la que se encuentre su perro, mientras que el 24% (120) prefieren a
los cachorros.

Por otro lado, se obtuvo un total de 1,112 perros con propietario, clasificados en diferentes
grupos de edades que se muestran en la figura 19, en la siguiente proporcion: 6 % (< 6
meses de edad), 7 % (6-11 meses de edad), 64 % (1 a 7.9 afios de edad), 19 % (8-11.9
afos de edad) y el 4 % (>12 afios de edad).

Edad de su perro

4%

=<6 meses
=6 - 11 meses

1-7.9 afios

=8-119 afios

= > 12 afios

64%

Figura 19. Clasificacion por edad en la que se encuentran los perros con propietario de
Aguascalientes.

De una n de 559 encuestas, el 91% (508) declara tener uno o mas perros de mascota, contabilizando un total
de 1,112 perros con propietario, en donde el 64% de los perros (712) tienen de 1 a 7.9 afios de edad, el 19%
(205) de 8 a 11.9 afios de edad, el 7% (76) de 6 a 11 meses de edad, el 6% (70) menos de 6 meses de edad
y el 4% (49) es mayor a 12 afios de edad.

Al cuestionar la importancia de una vejez saludable en el perro, todos los propietarios
(508) consideran importante que su mascota tenga una vejez saludable. Por lo tanto, a

cada propietario se le pidi6 que sefalara las actividades que esta realizando para lograrlo,
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segun consideren mas importante, el 10 % indico que en la actualidad no estan haciendo
nada, pero les interesaria aprender; mientras que el 56 % realiza al menos 2 visitas al afio
con el veterinario, el 20 % se preocupa por una buena alimentacion, el 11 % procura la
actividad fisica de su mascota y menos del 3 % ofrece algin suplemento alimenticio o
enriquecimiento ambiental (figura 20).

¢Usted qué hace paraayudar a su perroa tener una vejez saludable?

2%

= Nada

= Estimulo mental
Buena alimentacion

= Suplemento

= Actividad fisica

= Revision médica periodica

Figura 20. Actividades que realizan los propietarios de perros en Aguascalientes para conseguir una
vejez saludable de su mascota.

De una n de 559 encuestas, el 91% (508) declara tener uno 0 mas perros de mascota, en donde el 56% (282)
realiza revisiones médicas periddicas, el 20% (103) ofrece una buena alimentacién, el 11% (58) realiza
actividad fisica, el 10% (52) no hace nada, aunque desea aprender, el 2% (8) realiza la estimulacién mental de
su perro y el 1% (5) ofrece un suplemento alimenticio.

En cuanto al sexo, de los 1,112 perros se identificd una proporcion de 657 hembras (59%)
y 455 machos (41 %). Con respecto a su estado reproductivo, Unicamente el 35 % (385)
han sido esterilizados quirdrgicamente, mientras que el 65 % (727) no lo estan. Ademas,
se clasificaron en diferentes razas segun su talla, el 45 % pertenecen a una raza de
tamafio corporal pequefio, 35 % mediano, el 19 % grande y Unicamente el 1 % gigante
(figura 21).

Razas segun su tamafio corporal (kg)

1%

= Pequefio < 9.5 kg

= Mediano 95 22.7kg
Grande 22.8-54 5 kg

= Gigante = 54 5kg

Figura 21. Clasificacion por tamafio corporal en la que se encuentran los perros con propietario de
Aguascalientes.

De una n de 559 encuestas, el 91% (508) declara tener uno 0 mas perros de mascota, contabilizando un total
de 1,112 perros con propietario, en donde el 45% de los perros (500) son de tamafio corporal pequefio, el
35% (393) mediano, el 19% (205) grande y el 1% (14) gigante.
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Mientras que el 52 % (580) de los perros detectados en las encuestas, fueron de raza
mestiza (criolla, mezcla de diferentes razas) y el 48 % (532) pertenecen a alguna raza
pura, de este porcentaje se identificaron un total de 47 razas que se muestran en la figura
22, donde se destacaron 6 de ellas, en primer lugar, se sitla la raza chihuahua siendo la
preferida por los habitantes de Aguascalientes seguln esta encuesta, posteriormente a
esta se encuentran las razas french poodle, pit bull terrier, schnauzer, pug y husky
siberiano.

Tipos derazas de perros

120
100

80
60
40

2
0 || II.IIIIll.. -

=]

u Chihuahua

= Husky siberiano

= Boxer

= Golden retriever

= Shih tzu
Dalmata

u Corgi galés

= \Weimaraner

Grifon de bruselas

= French poodle
= Bichén maltés
m Dachshund
= Gran danés

= Border collie

Gigante de los pirineos

m Jack rusell terrier
= Alaskan malamute

Lash apso

Pit bull terrier

= Labrador

= Pastor aleman
Pinscher miniatura

= Bulldog ingles
Basset hound

= Mastin ingles

= American bully

u Pekinés

= Schnauzer
= Pastor belga malinois
= Yorkshire terrier
= Rottweiler
u Beagle
Bull temier ingles
= San bernando
Chow chow
= Shiba inu

uPug

= Pomerania
Cocker spaniel

= Pastor australiano
Daoberman
Bulldog frances

= Scottish terrier
Fox terier

u Terrier brasilefio

u Terrier chileno = Viejo pastor ingles

Figura 22. Clasificacion por tipo de raza (pura) a la que pertenecen los perros con propietario de
Aguascalientes.

De una n de 559 encuestas, el 91% (508) declara tener uno o mas perros de mascota, contabilizando un total
de 1,112 perros con propietario, en donde el 48% de los perros (532) pertenecen a un tipo de raza pura. La
raza preferida por los habitantes de Aguascalientes es la chihuahua con el 21% (113) de aceptacion.

En cuanto al tipo de alimentacion de las 508 encuestas de habitantes de Aguascalientes
propietarios de perros como mascota, el 65 % (330) declara suministrar Gnicamente un
alimento comercial (croquetas), entre el que se identifico un total de 45 marcas diferentes,
principalmente Dog chow, después Pedigree, Woow y Nupec. Por otro lado, un 34 %
(172) sefial6 ofrecer una dieta mixta (croqueta mas comida casera) y el 1 % (6)

unicamente ofrece comida casera (figura 23).
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Croquetas comerciales
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uDog Chow m Pedigree Woow mNupec uA granel
Sportsman’s choice m Proplan u Guf m Beneful u Top choice
u Campedn m Ganador Kirkland = Royal Canin Member's mark
u Vitacan Mainstay Lider Can mExceed u Perron
= Supremo m Actican u Can Planet mHills science Nucan
Nutrescan Canem Optimo Pal BioCan
u Chop m Diamond premiun  mDosky mFullLife u Gran Pet
m Kanino premium Kankan Lideratto Megacan Minino
Petline Silve Kan u Smart bites mTiér Holistic u'Whole hearted

Figura 23. Nombres comerciales de croquetas seleccionadas por los propietarios de perros como
mascotas en Aguascalientes.

De una n de 559 encuestas, el 91% (508) declara tener uno o mas perros de mascota, en donde el 65% de los
perros (330) suministran a su perro una dieta basada Unicamente en alimento comercial. El alimento
mayormente adquirido por los habitantes de Aguascalientes para sus mascotas pertenece a la marca Dog
Chow con el 31% (161) de preferencia.

Con respecto a la medicina preventiva que realizan los propietarios con sus mascotas, de
los 1,112 perros el 85 % estan vacunados y el 79 % desparasitados. Mientras que al 95 %
de los 508 propietarios les interesaria realizar un examen clinico y pruebas de laboratorio
(gratuitas) a sus mascotas, el otro 5 % no esta interesado en ello.

Finalmente, también se cuestioné a los 559 encuestados a cerca de los perros en
situacion de calle (callejeros o sin propietario), primeramente se les pidié que informaran
si habian visto perros en situacién de calle en su fraccionamiento, respondiendo
Unicamente si 0 no segun fuese el caso, en donde el 79 % (439) afirmo haber observado
perros callejeros, posteriormente se les solicito que mencionaran aproximadamente
jcuantos perros en situacion de calle habian observado, especificamente en su
fraccionamiento en un dia normal?. Como resultado se obtuvo un total de 1,810 perros en
situacion de calle observados de manera subjetiva en los diferentes municipios de

Aguascalientes.
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5.2. EXPLORACION FiSICA.

Se recolectaron un total de 148 muestras de sangre de perros en diferentes etapas de
edad (47 adultos, 50 senior y 51 geriatras), sexo (82 hembras y 66 machos), mestizos y
de raza pura. Setenta y cuatro perros eran de razas mixtas y 74 perros eran de raza pura.
Todos los perros se agruparon segun su tamafio corporal: 81 perros pequefos, 25 perros
medianos y 42 perros grandes. En cada grupo de edad estuvieron representados una
variedad de perros pequefios, medianos y grandes, asi como razas puras y mixtas.
Adicionalmente se obtuvieron cuatro muestras de sangre para obtener las imagenes MEB
(2 adultos, un senior y un geriatra).

Diecinueve muestras de sangre fueron excluidas de los andlisis hematoldgicos y
bioquimicos, debido a la presencia de hemolisis, lipemia o coagulos (sangre para
hematologia). Ademas, los valores de diez perros se excluyeron del andlisis estadistico
debido a enfermedades subclinicas subyacentes. Los siguientes datos estadisticos se
informan en los resultados: la distribucion, igualdad de varianzas, media (M), desviacion
estandar (SD) y el nivel de significancia (p).

5.2.1. Constantes fisioldgicas (FC, FR y temperatura rectal).

Por otro lado, los resultados obtenidos de las constantes fisiolégicas se muestran en la
tabla 3. Se evalu6 el efecto de la edad, el sexo y el tamafio del corporal sobre dichas
constantes fisiolégicas.

La distribucion de la frecuencia cardiaca (FC) no fue normal (p 0,013) y las varianzas
fueron iguales (p 0,292). No se identifico un efecto de la edad (p 0,105), sexo (p 0,485),
tamafio corporal (p 0,132) e interacciéon entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,851)
sobre la frecuencia cardiaca. Con respecto a la distribucién de la frecuencia respiratoria
(FR) no fue normal (p <0,005) y las varianzas fueron iguales (p 0,993). No se identific6 un
efecto de la edad (p 0,711), sexo (p 0,433), tamafio corporal (p 0,339) e interaccién entre
edad, sexo y tamafio corporal (p 0,703) sobre la frecuencia cardiaca. En cuanto a la
distribucién de la temperatura rectal no fue normal (p <0,005) y las varianzas fueron
iguales (p 0,654). No se identifico un efecto de la edad (p 0,067), sexo (p 0,760), tamafio
corporal (p 0,791) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,994) sobre la
temperatura rectal. Se obtuvo una media general (n = 129) de la temperatura rectal de
38,8 °C (SD 0,4 °C) y un rango de 38,1 °C a 39,6 °C en perros de 1 a 17.5 afios de edad.
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5.2.2. Puntaje de disfuncion cognitiva canina.

En la evaluaciéon de la disfuncion cognitiva canina (CCD) observamos que el puntaje
tiende incrementar conforme avanza la edad. Un puntaje = 50 es indicativo de una
disfuncion cognitiva canina. En la tabla 3 se muestran los datos estadisticos de los
componentes hematologicos, la media, desviacion estdndar, mediana, el rango
intercuartilico y la diferencia significativa con un intervalo de confianza del 95 %, el limite
inferior y el limite superior se determinaron con un intervalo de confianza del 90 %. Se
evaluo el efecto de la edad, el sexo y el tamafio del corporal sobre el puntaje de CCD.

Los siguientes datos estadisticos se informan en los resultados: el nivel de significancia
(p), la media (M) y la desviacion estandar (SD). La distribucién del puntaje de disfuncién
cognitiva canina no fue normal (p <0,005) y las varianzas no fueron iguales (p 0,008). Se
observo un efecto significativo de la edad (p 0,000) sobre la altura. En la figura 24-A se
muestra que el puntaje cognitivo en perros adultos (M 34, SD 0,33) fue significativamente
menor que el puntaje cognitivo de perros senior (M 37, SD 3,9; p 0,003) y geriatras (M 38,
SD 4,2; p 0,000). Ademas, en la figura 24-B los puntajes de CCD se ajustaron a una linea
lineal, en donde se observo que la puntuacion aumenté significativamente con la edad (y=
0,4142x + 32,67; R 2= 0,2248; p = <0,0001). No se identifico un efecto del sexo (p 0,435),
tamafio corporal (p 0,130) e interaccidon entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,443)
sobre el puntaje cognitivo.

Dog cognitive dysfunction rating Dog cognitive dysfunction rating
55+ 55—
b b
50 50
[m) (a]
S 45- 3 45+
g o
u% 40+ a §
354
30 T T T 30 T T T 1
1-7.9 8-11.9 >12 0 5 10 15 20
A Age groups (years) B

Age (years)

Figura 24. Puntuacién de disfuncidn cognitiva del perro (CCD).

(A) Comparacién de las medias (linea roja) del puntaje de la evaluacién cognitiva entre grupos de perros
clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior y geriatras. Las lineas horizontales de puntos azules
representan los IR para perros adultos con un IC del 90%. (B) Cambios relacionados con la edad en la
puntuacion CCD (regresion lineal).
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Tabla 3. Contantes fisioloégicas (frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura rectal,) y puntaje de CCD en perros de diferentes edades.

Adultos Senior Geriatras General
1-7.9 afios 8-11.9 afios > 12 afios 1-17.5afios
n 44 n 41 n 44 n 129
Variables AD Media (SD) LL (90% Cl) Media (SD) LL (90% CI) Media (SD) LL (90% Cl) Media (SD) LL (90% Cl) Valor p
Mediana (IQR) UL (90% Cl) Mediana (IQR) UL (90% ClI) Mediana (IQR) UL (90% ClI) Mediana UL (90% ClI)
FC(Ipm) NG 127 (22.7)2 88 (88-96) 126 (22.9) @ 80 (80-96) 116 (18.8)2 84 (84-89) 123 (22) 85 (80-92) 0,105
120 (28) 160 (155-160) 124 (40) 160 (160-160) 112 (30) 164 (144-168) 120 166 (160-172)
FR (rpm) NG 35 (8.3)2 20 (20-20) 34 (7.6)2 20 (20-20) 33(8.9)2 20 (20-20) 34 (8.3) 20 (20-20) 0,711
40 (11.5) 44 (44-44) 36 (12) 44 (44-44) 31 (16) 48 (47-48) 36 48 (44-48)
T° (°C) NG 38.9 (0.47) 2 38.3 (38.3-38.3) 38.9 (0.37) 38.1 (38.1-38.5) 38.6 (0.5)2 37.5 (37.5-38.1) 38.8 (0.4) 38.1 (37.5-38.2) 0,67
38.8(0.8) 39.8 (39.4-39.8) 38.9 (0.4) 39.6 (39.4-39.8) 38.7 (0.65) 39.4 (39.3-39.4) 38.8 39.6 (39.4-39.8)
Score NG 34 (0.33)2 34 (34-34) 37 (3.95)° 34 (34-34) 38 (4.23)° 34 (34-34) 36.1 (3.6) 34 (34-34) 0,000
ccb 34 (0) 36 (34-36) 35 (3) 51 (40-51) 36 (4) 50 (47-50) 36 50 (44-50)

AD = prueba de normalidad Anderson-Darling; CCD = Disfuncién cognitiva canina; Cl = Intervalo de confianza; FC = frecuencia cardiaca: FR = frecuencia respiratoria; °C = grados
centigrados; IQR = rango intercuartilico; LL: Limite inferior del intervalo de referencia; UL: Limite superior del intervalo de referencia; Ipm = latidos por minuto; NG = no Gaussiana;
rpm = respiraciones por minuto; SD = desviacién estandar. T° = Temperatura rectal. Grupos que no comparte una letra son diferentes significativamente (a, b, ¢) p < 0.05
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5.3. HEMATOLOGIA.

5.3.1. Serie roja (GR, HGB, HCT, VCM, MCH, MCHC y RDW).

En la tabla 4 se muestran los datos estadisticos de los componentes hematolégicos, la
media, desviacion estandar, mediana, el rango intercuartilico y la diferencia significativa
con un intervalo de confianza del 95%, el limite inferior y el limite superior se determinaron
con un intervalo de confianza del 90%. Se evalud el efecto de la edad, el sexo y el tamafio
del corporal sobre los componentes hematolégicos (serie roja, serie blanca y plaquetas).
Los siguientes datos estadisticos se informan en los resultados: el nivel de significancia
(p), la media (M) y la desviacion estandar (SD). La distribucién de los globulos rojos fue
normal (p 0,931) y las varianzas no fueron iguales (p 0,007). No se observé un efecto
significativo de la edad (p 0,710), sexo (p 0,854), tamafio corporal (p 0,076) e interaccién
entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,976) sobre los glébulos rojos (GR) (figura 25-A).
La distribucién de la hemoglobina (HGB) fue normal (p 0,859) y las varianzas iguales (p
0,173). No se observoé un efecto significativo de la edad (p 0,400), sexo (p 0,453), tamafio
corporal (p 0,238) e interaccidon entre edad, sexo y tamafo corporal (p 0,919) sobre la
hemoglobina (figura 25-B). La distribucion del hematocrito fue normal (p 0,991) y las
varianzas no fueron iguales (p 0,022). No se observé un efecto significativo de la edad (p
0,690), sexo (p 0,601), tamafio corporal (p 0,312) e interaccion entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,952) sobre el hematocrito (figura 25-C).

La distribucion del volumen corpuscular medio (VCM) no fue normal (p 0,034) y las
varianzas iguales (p 0,915). No se observé un efecto significativo de la edad el VCM (p
0,811), sexo (p 0,376), tamafio corporal (p 0,139) e interaccion entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,498) (figura 26-A). La distribucién del contenido medio de hemoglobina
(MCH) fue normal (p 0,742) y las varianzas iguales (p 0,227). No se observd un efecto
significativo de la edad (p 0,482), sexo (p 0,445), tamafio corporal (p 0,423) e interaccién
entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,653) sobre el MCH (figura 26-B). La distribucién
de la concentracibon media de hemoglobina (MCHC) no fue normal (p 0,008) y las
varianzas iguales (p 0,022). No se identificd un efecto significativo de la edad (p 0,212),
sexo (p 0,490), tamafio corporal (p 0,230) e interaccién entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,444) sobre el MCHC (figura 26-C).
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Figura 25. Componentes hematoldgicos en diferentes etapas de la vida del perro.

Comparacion de las medias (linea roja) de (A) glébulos rojos, (B) hemoglobina, (C) hematocrito y (D) RDW
entre grupos de perros clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior y geriatras. Las lineas
horizontales de puntos azules representan los IR para perros adultos con un IC del 90%.

La distribucion de la amplitud de distribucion eritrocitaria (RDW-CV) no fue normal (p
0,007) y las varianzas fueron iguales (p 0,393). Se observo un efecto significativo
estadisticamente de la edad (figura 25-D) sobre el RDW-CV (p 0,043). La RDW-CV en
perros adultos (M 11,059 %, SD 0,674) fue significativamente menor que en perros
geriatras (M 11,536 %, SD 0,800; p 0,044). También se identificd un efecto significativo
del tamafio corporal (p 0,016). En la figura 29- A se muestra que la RDW-CV en perros de
tamafo corporal pequefio (M 11,197 %, SD 0,716) fue significativamente menor que en
perros de tamafo corporal grande (M 11,622 %, SD 0,633; p 0,012). No se observo un
efecto significativo del sexo (p 0,478) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p
0,740).
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Figura 26. Componentes hematoldgicos en diferentes etapas de la vida del perro.

Age groups (years)

Comparacion de las medias (linea roja) de (A) VCM, (B) MCH y (C) MCHC entre grupos de perros
clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior y geriatras. Las lineas horizontales de puntos azules
representan los IR para perros adultos con un IC del 90%.
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5.3.2. Serie blanca (GB, LYM, MID, GRAN relativos y absolutos).

La distribucion de los glébulos blancos (GB) no fue normal (p <0,005) y las varianzas
fueron iguales (p 0,762). Se observo un efecto significativo de la edad (p 0,028) sobre los
glébulos blancos. En la figura 27-A se muestra que los globulos blancos en perros adultos
(M 10,498 X10%L, SD 3,435) fueron significativamente mayores que los glébulos blancos
en perros geriatras (M 9,181 X10%L, SD 2,783; p 0,024). No se identificé un efecto del
sexo (p 0,298), tamafno corporal (p 0,725) e interaccion entre edad, sexo y tamafo
corporal (p 0,383) sobre los glébulos blancos.

La distribucion de los linfocitos relativos (%) fue normal (p 0,383) y las varianzas iguales
(p 0,299). No se observé un efecto estadisticamente significativo de la edad (p 0,613),
sexo (p 0,390), tamafo corporal (p 0,968) e interaccion entre edad, sexo y tamafo
corporal (p 0,791) sobre los linfocitos relativos. La distribucién de los monaocitos relativos
(%) fue normal (p 0,053), las varianzas fueron iguales (p 0,389). No se observé un efecto
significativo de la edad (p 0,185), tamafio corporal (p 0,533) e interaccién entre edad, sexo
y tamafio corporal (p 0,393) sobre los monocitos. El sexo mostro un efecto significativo (p
0,000) sobre los monocitos relativos. Los monocitos en hembras (M 6,293 %; SD 1,241)
fueron significativamente menor que los monocitos en machos (M 7,200 %; SD 1,353; p
0,000). La distribucién de los granulocitos relativos (%) fue normal (p 0,584) y las
varianzas iguales (p 0,575). No se observd un efecto estadisticamente significativo de la
edad (p 0,775), sexo (p 0,100), tamafio corporal (p 0,937) e interaccién entre edad, sexo y
tamanio corporal (p 0,880) sobre los granulocitos relativos (tabla 4).

La distribucion de los linfocitos absolutos no fue normal (p <0,005) y las varianzas fueron
iguales (p 0,355). No se identificd un efecto significativo de la edad (p 0,050), sexo (p
0,807), tamafno corporal (p 0,849) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p
0,748) sobre los linfocitos absolutos (figura 27-B). La distribucion de los monocitos
absolutos no fue normal (p <0,005) y las varianzas fueron iguales (p 0,638). No se mostr6
un efecto significativo de la edad (p 0,269), sexo (p 0,548), tamafio corporal (p 0,613) e
interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,935) sobre los monocitos absolutos
(figura 27-C). La distribucién de los granulocitos absolutos no fue normal (p <0,005) y las
varianzas fueron son iguales (p 0,826). Se observo un efecto significativamente
estadistico de la edad (figura 27-D) sobre los granulocitos absolutos (p 0,018). Los
granulocitos en perros adultos (M 6,83 X10%L, SD 1,96) fueron significativamente

mayores que los granulocitos en perros geriatras (M 5,91 X10°%L, SD 1,71; p 0,013). No se
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observé un efecto del sexo (p 0,110), tamafio corporal (p 0,783) e interaccion entre edad,

sexo y tamafio corporal (p 0,139).
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Figura 27. Componentes hematoldgicos en diferentes etapas de la vida del perro.

Comparacion de las medias (linea roja) de (A) glébulos blancos, (B) linfocitos, (C) monocitos y (D)
granulocitos entre grupos de perros clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior y geriatras. Las
lineas horizontales de puntos azules representan los IR para perros adultos con un IC del 90%.
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5.3.3. Plaquetas (PLQ, MPV, PDW, PCT, P-LCR y PLCC).

La distribucion de las plaquetas (PLQ) no fue normal (p 0,008) y las varianzas iguales (p
0,162). Se mostro un efecto significativo de la edad (figura 28-A) sobre las plaquetas (p
0,001). Las plaquetas en perros adultos (M 229 x10%L, SD 88) fueron significativamente
menores que en perros geriatras (M 316 x10°%L, SD 127; p 0,001). También se identifico
un efecto significativo del tamafio corporal (p 0,000). En la figura 29-B se observa que las
plaguetas en perros de tamarfio pequefio (M 320 x10°%L, SD 110) fueron significativamente
mayores que en perros de tamafio grande (M 212 x10%L, SD 81; p 0,000). No
encontramos un efecto significativo del sexo (p 0,244) e interaccién entre edad, sexo y
tamafio corporal (p 0,947) sobre las plaquetas.

La distribucion del volumen medio plaquetario (MPV) fue normal (p 0,485) y las varianzas
iguales (p 0,979). Se observo un efecto significativo de la edad (figura 28-B) sobre el MPV
(p 0,005). EI MPV en perros adultos (M 9,650 fL, SD 1,130) fue significativamente mayor
gue en perros senior (M 8,992 fL, SD 1,161; p 0,008) y geriatras (M 9,032 fL, SD 1,076; p
0,028). No se observé un efecto del sexo (p 0,051), tamafio corporal (p 0,641) e
interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,950) sobre el MPV.

La distribucion de los datos de la amplitud de distribucion plaquetaria (PDW) no fue
normal (p 0,047) y las varianzas iguales (p 0,885). Se observo un efecto
significativamente estadistico de la edad (figura 28-C) sobre PDW (p 0,007). EI PDW en
perros adultos (M 13,89 fL, SD 2,34) fue significativamente mayor que en perros senior (M
13,01 fL, SD 2,51; p 0,044) y geriatras (M 12,58 fL, SD 1,79; p 0,009). No hubo un efecto
del sexo (p 0,229), tamafio corporal (p 0,417) e interaccidon entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,595) sobre el PDW.

La distribucion de los datos del plaguetocrito (PCT) fueron normales (p 0,844) y las
varianzas no fueron iguales (p 0,037). Se observo un efecto significativo de la edad (figura
28-D) sobre PCT (p 0,039). EI PCT en perros adultos (M 0,22 %, SD 0,09) es
significativamente menor que en perros geriatras (M 0,27 %, SD 0,11; p 0,029). También
se mostré un efecto del tamafio corporal sobre el PCT (p 0,000). En la figura 29-C se
muestra que el PCT en perros de tamafio corporal pequefio (M 0,28 %, SD 0,09; p 0,000)
y tamafio corporal mediana (M 0,025 %, SD 0,11; p 0,018) fue significativamente mayor
que en perros de tamafio corporal grande (M 0,18 %, SD 0,07). No se observo un efecto

significativo del sexo (p 0,156) e interaccién entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,939).
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La distribucion de los datos del cociente plaquetas-células grandes (P-LCR) fueron
normales (p 0,252) y las varianzas iguales (p 0,748). Se encontré un efecto significativo
de la edad (figura 28-E) sobre P-LCR (p 0,007). El P-LCR en perros adultos (M 19,50 %,
SD 7,48) es significativamente mayor que en perros senior (M 15,47 %, SD 7,36; p 0,010)
y geriatras (M 15,80 %, SD 6,10; p 0,043). También se observé un efecto significativo del
sexo (p 0,047). En la figura 29-D se muestra que el P-LCR en hembras (M 17,43 %, SD
7,30) fue significativamente mayor que en machos (M 16,40, SD 7,061; p 0,047). No hubo
un efecto significativo del tamafio corporal (p 0,658) e interaccion entre edad, sexo y
tamario corporal (p 0,971).

La distribucion de los datos del recuento de plaguetas-células grandes (P-LCC) fue
normal (p 0,125) y las varianzas iguales (p 0,400). No hubo un efecto de la edad (p 0,344)
e interaccién entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,912) sobre P-LCC (figura 28-F). Se
observo un efecto significativo del sexo (p 0,008). En la figura 29-E se observa que el P-
LCC en hembras (M 47,62 x10°%L, SD 20,47) fue significativamente mayor que en machos
(M 36,84 x10°L, SD 17,18; p 0,008). También se observo un efecto del tamafio corporal
(p 0,001) que se muestra en la figura 29-F. El P-LCC en perros de tamafio pequefio (M
48,12 x10°/L, SD 18,65; p 0,000) fue significativamente mayor que en perros de tamafo
grande (M 32,75 x10%L, SD 13,79).
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Figura 28. Componentes hematoldgicos en diferentes etapas de la vida del perro.
Comparacion de las medias (linea roja) de (A) plaquetas, (B) MPV, (C) PDW, (D) PCT, (E) P-LCR Yy (F) P-LCC
entre grupos de perros clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior y geriatras. Las lineas
horizontales de puntos azules representan los IR para perros adultos con un IC del 90%.
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Figura 29. Efecto del sexo y del tamafio corporal sobre algunos componentes hematolégicos.
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del sexo) y (F) P-LCC entre grupos de perros clinicamente sanos. Las lineas horizontales de puntos azules
representan los IR para perros adultos con un IC del 90%.
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Tabla 4. Intervalos de referencia de los componentes hematoldgicos segun la etapa de vida del perro (adultos, senior y geriatras).

Adultos Senior Geriatras
1-7.9 afios 8-11.9 afios <12 afios
n 44 n 41 n 44

Media (SD) LL (90% CI) Media (SD) LL (90% CI) Media (SD) LL (90% CI) Valor p

Variables AD  Mediana (IQR) UL (90% CI) Mediana (IQR) UL (90% CI) Mediana (IQR) UL (90% Cl)

GB (x10°0) NG 104 (34)° 49(4861) 9.7 (2.8)"" 59(5.9-63) 89 (2.3)° 41(416) 0.028
9.8 (3.5) 21.8 (16.5-22.4) 9.7 (3.4) 17.6 (15-17.6) 8.6 (2.6) 14.3 (13.6-14.3)

LYM (%) G 269(6.8)° 11.1 (10.9-13.9) 25.7 (4.6) ° 15.1 (15.1-19.3) 25.9 (6.8) 12.4 (12.2-14.6) 0.613
27.0 (9.8) 39.9 (36.2-40.1) 25.4 (6.1) 34,5 (32.2-34.5) 25.9 (8.8) 41.9 (38.1-42)

MID (%) G 65(L2)° 3.9 (3.9-4.8) 6.6 (L4)° 3.4 (3.4-4.6) 6.9 (1.3)° 4.3 (4.3-4.6) 0.185
6.4 (1.6) 8.7 (8.4-8.7) 6.7 (2.0) 9.6 (9.0-9.6) 7.0 (2.3) 9.4 (8.8-9.4)

GRAN (%) G  658(6.9)° 53.8 (53.8-54.5) 67.5 (4.8)° 5.7 (59.7-60.8) 66.1(7.1)° 49.9 (49.7-56.2) 0.775
66.5 (9.3) 80.7 (78.2-80.9) 67.0 (7.2) 79.3 (76.1-79.3) 66.2 (9.8) 81.0 (77.3-81.3)

LYM (x10°1L) NG  28(L0)® 0.9 (0.9-1.3) 2.4(0.6)* 11(1.1-1.7) 2.4 (1.0)® 11 (1.1-1.1) 0.50
2.8(1.2) 5.7 (4.85.7) 2.4 (1.0) 4.3 (35-4.3) 2.4 (1.3) 4.8 (4.6-4.8)

MID (x10°/L) NG  0.6(0.3)° 0.3 (0.3-0.4) 0.5(0.2)° 0.3(0.3-0.3) 0.5 (0.2)° 0.2 (0.2-0.3) 0.269
0.6(0.4) 1.8 (1.2-1.8) 0.5 (0.3) 1.3(0.9-1.3) 0.6 (0.3) 1.0 (1.0-1.0)

GRAN (x109L) NG  6.8(L9)® 3.9 (3.8-4.6) 6.5(2.0)" 3.5 (3.2-4.1) 5.9 (1.7) 2.3 (2.3-2.8) 0.018
6.2 (2.8) 12.1 (10.8-12.2) 6.5 (2.6) 12.1 (10.4-14) 5.8 (1.8) 9.9 (8.6-9.9)

GR (x10%2/L) G  75(0.6)° 6.2 (6.2-6.6) 7.6 (0.8)° 5.7 (5.7-6.7) 7.3(0.9)® 5.7 (5.7-5.9) 0.710
7.6 (0.9) 8.9 (8.5-9.0) 7.5 (1.1) 9.6 (8.9-9.6) 7.2 (1.3) 9.6 (8.9-9.6)

HGB (g/dL) G 17.9(16)° 145 (14.5-15.3) 18.6 (1.8)° 15.8 (15.8-16.6) 17.6 (2.2)° 13.1 (13.1-14.2) 0.400
18.0 (2.5) 20.7 (20.7-20.7) 18.4 (2.8) 22.7 (22-22.7) 17.4 (3.3) 22.4 (21.7-22.4)

HCT (%) G 528(47)° 43.1 (43.1-44.8) 53.8 (5.5)° 30.7 (39.4-47.7) 51.5 (6.7)° 38.5 (38.3-41.5) 0.690
52.8 (7.2) 63.1 (59.7-63.5) 52.9 (8.5) 66.4 (61.8-66.4) 51.1(9.4) 64.6 (62.8-64.6)

AD = Prueba de normalidad Anderson-Darling; Cl = Intervalo de confianza; G = Gaussiana; GB = Glébulos blancos; GR = Glébulos rojos; GRAN = Granulocitos; HCT:
Hematocrito; HGB = Hemoglobina; IQR = rango intercuartilico; LL: Limite inferior del intervalo de referencia; LYM = Linfocitos; MID = Monocitos; UL: Limite superior del intervalo
de referencia; NG = No Gaussiana; SD = Desviacion estandar. Grupos que no comparte una letra son diferentes significativamente (a, b, ¢) p <0.05
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Tabla 4 (Continuacion). Intervalos de referencia de los componentes hematoldgicos segun la etapa de vida del perro (adultos, senior y geriatras).

Adultos Senior Geriatras
1-7.9 afios 8-11.9 afios <12 afios
n 44 n 41 n 44

Media (SD) LL (90% CI) Media (SD) LL (90% CI) Media (SD) LL (90% CI) Valor p

Variables AD  Mediana (IQR) UL (90% CI) Mediana (IQR) UL (90% CI) Mediana (IQR) UL (90% Cl)

VCM (L) NG 703 (26)° 61.8 (61.4-65.6) 704 (3.1)° 63.7 (63.7-65.7) 705 (2.8)° 62.9 (62.6-66.6) 0.811
70.3 (3.1) 75.7 (73.8-75.9) 71.2 (4.8) 75.6 (74.2-75.7) 70.5 (3.8) 76.2 (74.4-76.4)

MCH (pg) G 238(0.9)° 21.6 (21.5-22.1) 24.1 (1.2)° 21.1 (21-22.5) 24.0(0.9)° 21.7 (21.6-22.6) 0.482
23.8 (1.5) 25.7 (25.3-25.7) 24.2 (2.1) 26.7 (26.1-26.7) 23.9 (1.2) 26.4 (25.5-26.5)

MCHC (g/dL) NG  33.9(0.7)° 32.4 (32.4-32.7) 34.3 (1.0)° 32.8 (32.8-33.3) 34.1(0.7)° 32.6 (32.6-33) 0.212
34 (1.0) 35.9 (35.1-35.9) 34.1(1.2) 38.1 (36.3-38.2) 34.2 (0.9) 35.7 (35.5-35.7)

RDW-CV (%) NG  11.0(0.6)° 9.8 (9.8-10) 11.3(0.6)® 10.5 (10.5-10.7) 11,5 (0.8)" 10.2 (10.2-10.5) 0.043
11.2 (1.0) 12.7 (12.1-12.7) 11.2 (0.9) 13.0 (12.6-13.0) 11.3 (L.0) 13.7 (13.1-13.7)

RDW-SD (fL) NG  41.9(13)° 39.2 (39.2-40.0) 422 (1.4) 2 39.2 (39.2-40) 42.4(1.6)° 3.2 (39.2-39.4) 0.473
417 (17) 44.2 (44.4-44.2) 425 (1.7) 45.1 (44.2-45.1) 42,5 (1.7) 45.8 (45.0-45.9)

PLQ (x10°L) NG 229 (83.8)° 103 (102-119) 294 (121.9) *b 67 (66-123) 316 (126.8) ® 84 (81-121) 0.001
216 (100.3) 429 (414-429) 294 (198) 487 (479-487) 307 (184.3) 637 (550-647)

MPV (fL) G 97@1:° 7.5 (7.5-8.0) 9.0(L2)" 7.1 (7.1-7.3) 9.0 (L.1)" 6.3 (6.2-7.4) 0.005
9.8 (1.7) 12.2 (11.2-12.2) 9.0 (1.9) 11.4 (10.8-11.4) 9.0 (1.6) 11.2 (10.6-11.2)

PDW (fL) NG  13.9(2.3)° 10.0 (10-10.7) 13.0 (2.5) " 9.6 (9.6-10.0) 12.6 (1.8) " 8.5 (8.4-9.6) 0.007
13.4 (3.2) 19.2 (17.6-19,2) 12.8 (3.5) 19.2 (18-19.2) 12.8 (2.5) 15.6 (15.1-15.6)

PCT (%) G 0.22(0.09)° 0.0 (0.0-0.1) 0.26 (0.09) *® 0.1(0.1-0.1) 0.27 (0.11) ® 0.0 (0.0-0.1) 0.039
0.21 (0.10) 0.4 (0.4-0.4) 0.27 (0.13) 0.4 (0.4-0.4) 0.27 (0.16) 0.5 (0.5-0.5)

PLCR (%) G 195(7.5)° 7.1(7.1-9.4) 15,5 (7.4)® 42 (4.2-6.3) 15.8 (6.1)® 3.3 (3.15.6) 0.007
195 (11.7) 38.6 (30.1-38.8) 14.8 (12.2) 31.6 (28.3-31.7) 15.6 (9.1) 29.4 (24.0-29.5)

PLCC (x10°IL) G 41.9(18.1)° 5.4 (5.0-17.1) 417 (20.3) 2 8.1 (8.0-17.7) 44.7 (21.0)° 2.8 (2.0-12.5) 0.344
41.0 (26.8) 78.8 (73.3-79.0) 39.0 (34.5) 83.8 (69.0-84.0) 49.0 (31.5) 88.3 (76.3-89.0)

MCH = Concentracién media de hemoglobina; MCHC = Concentracién media de hemoglobina corpuscular; MPV = Volumen plaquetario medio; PCT = Plaquetocrito; PDW =

Ancho de distribucion plaguetario; PLCC= Recuento de plaquetas-células grandes; PLCR = Cociente plaquetas-células grandes; PLQ = Plaquetas; RDW = Amplitud de

distribucion eritrocitaria; VCM = Volumen corpuscular medio eritrocitario. Grupos que no comparte una letra son diferentes significativamente (a, b, c) p < 0.05
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5.4. MICROSCOPIA OPTICA.

5.4.1. Serie roja (tamafio, color, forma, distribucién, cuerpos de inclusion vy
parasitos eritrocitarios).

En la evaluacion con respecto a la morfologia de los eritrocitos, se registré anisocitosis
(variacion del tamafio) en el 88% de las muestras (figura 30), policromasia (eritrocitos
policromatéfilos) y poiquilocitosis (forma anormal). Se clasificaron especificamente las

formas anormales de eritrocitos.

6m
—

N 8pm
Y —_—

Figura 30. Micrografia 6ptica de frotis sanguineo de perros sanos a 100x.
Se muestra la presencia de glébulos rojos de anisocitosis (variacion del tamafio) y se observa un microcito en
la esquina inferior izquierda (flecha blanca) y macrocitos (flechas negras). Barra de escala=7 pm y 8 um.

Se identific6 una presencia de policromasia (figura 31-A) en perros geriatricos,
acompafnado de macrocitos (figura 30) y eritroblastos (figura 31-B). Mientras que, en la
poiquilocitosis, la presencia de formas de eritrocitos anormales era indistinta. Con
respecto a los cambios morfolégicos no especificos se identificaron equinocitos,
acantocitos y dianocitos. Mientras que en los cambios especificos (aquellos que aparecen
cuando hay un proceso patoldgico) se observaron esferocitos, dacriocitos, estomatocitos,
leptocitos y células en forma de cruz o quatrefoil. Sin embargo, se observaron tres formas
de eritrocitos anormales con mayor frecuencia descritas en la tabla 5: acantocitos (77%),
codocitos (36%) y dacriocitos (34%).
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Tabla 5. Analisis de frecuencia de las variables evaluadas en el frotis de sangre de una poblacién de
perros (n=129) de diferentes edades: adultos (n=44), adultos mayores (n=41) y geriatricos (n=44).

Variable Hallazgo Grupo Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia
absoluta acumulada relativa relativa porcentual porcentual
fi fa; fri acumulada fpi acumulada
fra; fpa;
Tamafio Anisocitosis Adultos 37 37 0,29 0,29 29% 29%
Senior 34 71 0,26 0,55 26% 55%
Geriatras 43 114 0,33 0,88 33% 88%
Macrocitosis Adultos 2 2 0,02 0,02 2% 2%
Senior 5 7 0,04 0,05 4% 5%
Geriatras 8 15 0,06 0,12 6% 12%
Microcitosis Adultos 1 0,01 0,01 1% 1%
Senior 1 0,01 0,02 1% 2%
Geriatras 1 0,01 0,02 1% 2%
Color Policromatofilia Adultos 2 2 0,02 0,02 2% 2%
Senior 8 10 0,06 0,08 6% 8%
Geriatras 11 21 0,09 0,16 9% 16%
Forma Equinocitos Adultos 11 11 0,09 0,09 9% 9%
Senior 10 21 0,08 0,16 8% 16%
Geriatras 12 33 0,09 0,26 9% 26%
Acantocitos Adultos 32 32 0,25 0,25 25% 25%
Senior 32 64 0,25 0,50 25% 50%
Geriatras 35 99 0,27 0,77 27% 7%
Codocitos Adultos 18 18 0,14 0,14 14% 14%
Senior 16 34 0,12 0,26 12% 26%
Geriatras 13 47 0,10 0,36 10% 36%
Esferocitos Adultos 5 0,04 0,04 4% 4%
Senior 1 0,01 0,05 1% 5%
Geriatras 8 14 0,06 0,11 6% 11%
Estomatocitos Adultos 1 0,01 0,01 1% 1%
Senior 1 0,01 0,02 1% 2%
Geriatras 1 0,01 0,02 1% 2%
Dacriocitos Adultos 14 14 0,11 0,11 11% 11%
Senior 14 28 0,11 0,22 11% 22%
Geriatras 15 43 0,12 0,33 12% 33%
Quatrefoil Adultos 6 0,05 0,05 5% 5%
Senior 3 9 0,02 0,07 2% 7%
Geriatras 4 13 0,03 0,10 3% 10%
Leptocitos Adultos 1 1 0,01 0,01 1% 1%
Senior 1 2 0,01 0,02 1% 2%
Geriatras 1 3 0,01 0,02 1% 2%
Cuerpos  Eritroblastos Adultos 1 1 0,01 0,01 1% 1%
de Senior 4 5 0,03 0,04 3% 4%
inclusion Geriatras 4 9 0,03 0,07 3% 7%
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A

Figura 31. Micrografias Opticas a 100x de perros senior y geriatras.

(A) Los eritrocitos policromatdéfilos tienen un citoplasma azulado y son mas grandes que un glébulo rojo
normal (flecha negra). Eosindfilo (flecha blanca). (B) Los eritroblastos son células precursoras nucleadas de
eritrocitos (flecha negra).

Los equinocitos se muestran en la figura 32-A, con pequefias espiculas espaciadas
uniformemente en su superficie, este detalle diferencia a los equinocitos de los
acantocitos (figuras 32-B y 32-C) que tienen proyecciones irregulares. En la figura 32-C se
observan eritrocitos en forma de diana (codocitos) y la figura 32-D muestra pequefios

eritrocitos, sin palidez central y tincién densa (esferocitos).

Figura 32. Micrografias Opticas a 100 x de perros sanos, que muestran la poiquilocitosis (formas
anormales de eritrocitos).

(A) Equinocitos. (B) Acantocitos (flechas negras). (C) Codocitos o células diana (flechas negras) y acantocitos
(flechas blancas). (D) Esferocitos (flecha blanca).

81



Los eritrocitos en forma de lagrima o dacriocitos se observan en la figura 33-A. Los
eritrocitos con palidez central ovalada o alargada que se describen como estomatocitos se
muestran en la figura 33-B. También se identificaron eritrocitos quatrefoil, células en forma
de cruz (figura 33-C) y en la figura 30-D se sefialan los glébulos rojos alargados o
elipticos (leptocitos). Los cuerpos de inclusién indicativos de eritropoyesis como los
eritroblastos se detectaron en el 7% de las muestras analizadas (figura 31-B). No se
observaron anormalidades de distribucién (pseudo fenédmeno rouleaux) ni se encontraron

parasitos de eritrocitos.

Cc D

Figura 33. Micrografias o6pticas a 100 x de perros sanos, que muestran la poiquilocitosis (formas
anormales de eritrocitos).

(A) Dacriocitos (flecha blanca). (B) Estomatocitos (flecha negra). (C) Eritrocito en forma de cruz o quatrefoil
(flecha negra). (D) Leptocitos (flecha blanca).

5.4.2. Serie blanca (leucocitos, diferencial, morfologia).

En la tabla 6 se muestran los valores obtenidos del diferencial realizado a partir de los
frotis sanguineos en las diferentes etapas de vida del perro (adultos, senior y geriatras).
La distribucion de la estimacion del numero total de leucocitos no es normal (p <0,005),
las varianzas no son iguales (p 0,034). Se observo un efecto significativo de la edad (p
0,000) sobre los leucocitos. En la figura 34-A se muestra que los leucocitos en perros
adultos (M 8240/mm3, SD 1813; p 0,000) y en perros senior (M 7515/mm?3, SD 1331; p

0,022) fueron significativamente mayores que los leucocitos en perros geriatras (M
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6829/mm3, SD 1187). No se identificé un efecto del sexo (p 0,563), tamafio corporal (p
0,535) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,294) sobre la estimacion de
los leucocitos.

La distribucion de los linfocitos relativos (%) fue normal (p 0,064) y las varianzas iguales
(p 0,266). No se observd un efecto estadisticamente significativo de la edad (p 0,649),
sexo (p 0,316), tamafo corporal (p 0,070) e interaccion entre edad, sexo y tamafo
corporal (p 0,913) sobre los linfocitos relativos. La distribucion de los monocitos relativos
(%) fue anormal (p <0,005), las varianzas fueron iguales (p 0,463). No se observé un
efecto significativo de la edad (p 0,053), sexo (p 0,161), tamafio corporal (p 0,758) e
interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,619) sobre los monocitos. La
distribucion de los eosindfilos relativos (%) fue anormal (p<0,005) y las varianzas son
iguales (p 0,458). No se observé un efecto estadisticamente significativo de la edad (p
0,491), sexo (p 0,930), tamafio corporal (p 0,512) e interaccion entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,700) sobre los eosindfilos relativos. La distribucion de los neutrofilos
segmentados relativos (%) fue normal (p 0,787) y las varianzas son iguales (p 0,064). No
se observo un efecto estadisticamente significativo de la edad (p 0,931), sexo (p 0,206),
tamafio corporal (p 0,291) e interaccion entre edad, sexo y tamafo corporal (p 0,941)
sobre los neutréfilos segmentados relativos. La distribucién de los neutréfilos en banda
relativos (%) fue anormal (p<0,005) y las varianzas son iguales (p 0,343). No se observo
un efecto estadisticamente significativo de la edad (p 0,984), sexo (p 0,117), tamafio
corporal (p 0,096) e interaccién entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,358) sobre los
neutrofilos en banda relativos.

La distribucion de los linfocitos absolutos no fue normal (p <0,005) y las varianzas fueron
iguales (p 0,385). Se observo un efecto significativo de la edad (p 0,020) sobre los
linfocitos absolutos. En la figura 34-B se muestra que los linfocitos absolutos en perros
adultos (M 1990/mm3, SD 839) fueron significativamente mayores que los linfocitos en
perros geriatras (M 1471/mm3, SD 631; p 0,017). No se identificé un efecto significativo
del sexo (p 0,434), tamafio corporal (p 0,068) e interaccidon entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,895) sobre los linfocitos absolutos. La distribucion de los monocitos
absolutos fue anormal (p <0,005) y las varianzas no fueron iguales (p 0,034). No se
mostré un efecto significativo de la edad (p 0,155), sexo (p 0,063), tamafio corporal (p
0,546) e interaccién entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,550) sobre los monocitos

absolutos. La distribucion de los eosindfilos absolutos fue normal (p 0,077) y las varianzas
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son iguales (p 0,468). No se observo un efecto estadisticamente significativo de la edad (p
0,647), sexo (p 0,803), tamafio corporal (p 0,289) e interaccion entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,833) sobre los eosindfilos.
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Figura 34. Componentes hematoldgicos en diferentes etapas de laviday tamafio corporal del perro.
Comparacion de las medias (linea roja) de (A) globulos blancos, (B) linfocitos y (C) neutrofilos segmentados
entre grupos de perros clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior y geriatras. Comparacion de
las medias (linea roja) de (D) plaquetas entre grupos de perros clinicamente sanos de diferentes tallas:
pequefia, mediana y grande. Las lineas horizontales de puntos azules representan los IR para perros adultos
con un IC del 90%.

La distribucién de los neutréfilos segmentados absolutos fue anormal (p<0,005) y las
varianzas son iguales (p 0,213). Se observo un efecto significativo de la edad (p 0,041)
sobre los neutréfilos segmentados absolutos. En la figura 34-C se muestra que los
neutréfilos segmentados absolutos en perros adultos (M 5133/mm3, SD 1609) fueron
significativamente mayores que los valores en perros geriatras (M 4364/mm?3, SD 1250; p
0,036). No se observo un efecto estadisticamente significativo del sexo (p 0,646), tamafio
corporal (p 0,351) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,533) sobre los

neutrofilos segmentados absolutos. La distribucién de los neutréfilos en banda relativos
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absolutos fue anormal (p<0,005) y las varianzas iguales (p 0,141). No se observo un
efecto estadisticamente significativo de la edad (p 0,524), sexo (p 0,126), tamafio corporal
(p 0,131) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,530) sobre los neutrofilos

en banda absolutos.

Figura 35. Morfologia leucocitaria en perros sanos.

(A) Pequefio linfocito con su nucleo redondo fuertemente tefiido (predominante). (B) Pequefia zona alargada y
blanquecina, cercana al nucleo, tipica de linfocitos (flecha negra), dianocito (flecha blanca). (C) Linfocito
grande, con citoplasma mas abundante (flecha negra) y cromatina nuclear menos densa. Microscopia 6ptica a
100x.

En la morfologia leucocitaria no se observaron anomalias. En la figura 35-A muestra un
linfocito pequefio, su nucleo puede ser redondo u ovalado, a veces ligeramente dentado,
fuertemente tefiido. Ademas, en la figura 35-B, el citoplasma de los linfocitos es escaso,
de color azul claro. La figura 35-C muestra un linfocito grande, su citoplasma es mas

abundante en rangos de basofilia leve a moderada.

Figura 36. Morfologia leucocitaria en perros sanos.
(A) Monocito con presencia de vacuolas en el citoplasma (flechas negras), microscopia optica. (B) Eosindfilo
con granulos de color rojo anaranjado (flecha negra) y un ndcleo segmentado. Microscopia éptica a 100x.
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La figura 36-A muestra la morfologia de un monocito con presencia de vacuolas y
citoplasma gris azulado con un nucleo dentado. El ndcleo de los monocitos varia mucho y
puede tomar cualquier forma, desde redonda, dentada, enrollada o en forma de rifion. Es
caracteristica la presencia de vacuolas de tamafio variable en el citoplasma. Por otro lado,
en la figura 36-B, se identifica un eosinodfilo, que presenta granulos de color rojo

anaranjado que se distinguen en un citoplasma azul palido.

Figura 37. Morfologia leucocitaria en perros sanos.

(A) Neutrdfilo segmentado con un nucleo alargado e irregularmente lobulado (mas coman), dianocito (flecha
negra). (B) Banda de neutréfilos con nucleo curvo y leve estrangulacién (flecha blanca). Microscopia 6ptica a
100x.

En la figura 37-A se puede observar la morfologia de un neutréfilo segmentado que
muestra un nucleo lobulado con un citoplasma con una granulacion levemente eosinofilica
mientras que en la figura 37-B se muestra un neutréfilo en banda con un ndcleo curvo y
leve estrangulacion, notando que su citoplasma muestra también una granulacion

ligeramente eosinofilica.

5.4.3. Plaquetas (agregacion plaquetariay morfologia).

La estimacion del nimero total de plaquetas no fue normal (p<0,005) y las varianzas
iguales (p 0,699). Se identificd un efecto significativo del tamafio corporal (p 0,036). En la
figura 34-D se observa que las plaquetas en perros de tamafio corporal pequefio (M
288528/mm3, SD 105065) fueron significativamente mayores que en perros de tamarfio
corporal grande (M 237917/mm3, SD 90820; p 0,030). No encontramos un efecto
significativo de la edad (p 0,127), sexo (p 0,864) e interaccion entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,781) sobre las plaquetas. No se observo agregacion plaquetaria en alguno

de los frotis.
86



Tabla 6. Intervalos de referencia de los componentes hematoldgicos del frotis sanguineo segln la etapa de vida del perro.

Adultos Senior Geriatras
1-7.9afios 8-11.9 afios <12 afios
n 44 n 41 na4

Media (SD) LL (90% Cl) Media (SD) LL (90% Cl) Media (SD) LL (90% Cl) Valor p

Variables AD  Mediana (IQR) UL (90% CI) Mediana (IQR) UL (90% CI) Mediana (IQR) UL (90% CI)

Leucocitos (fmm?) NG 8240 (1813) ® 6000 (6000-6188) 7515 (1331)* 6000 (6000-6150) 6829 (1187)" 5100 (5100-5550) 0.000
7500 (2775) 12412 (11570-12450) 7350 (1725) 11663 (10830-11700) 6450 (1050) 10616 (9018-10800)

Neutrofilos seg. (%) G  66.8(10.4)2 36.1 (35-47) 65.5 (10) 2 37.6 (37-51) 63.3 (10.9) 39 (38-46.5) 0.931
61.5 (14.5) 89.4 (76.6-91) 67 (15) 80 (79-80) 64.5 (15.5) 83 (81-83)

Neutréfilos banda (%) NG 3.3(1.8)2 0 (0-1) 3.1(17)° 0 (0-1) 3.0 (2.0)° 0(0-1) 0.984
3.0(2.0) 7.8 (6-8) 3.0 (2.0 7 (7-7) 3.0 (2.0 8.9 (6.9-9.0)

Linfocitos (%) G 24.4(8.6)° 4.4 (4.0-12.3) 21.9 (7.7)® 10.2 (10-13) 219 (9.5)? 7 (7.0-9.1) 0.649
26.5 (11.8) 41.8 (39-42) 20.0 (11.5) 45.6 (34.8-46) 21 (13) 47 (36.5-48)

Monocitos (%) NG 3.6(2.2)2 0.0 (0-1) 3.8(2.7)® 0.0 (0-0) 4.7 (2.3)2 1(1-2) 0.053
3.0 (3.0 9.6 (6.9-10) 4.0 (4.8) 11 (8-11) 4.0 (3.0) 10.8 (8.9-11)

Eosindfilos (%) NG 7.0(6.1)2 0.0 (0-1) 5.2 (3.4)® 0.0 (0.0-0.1) 6.8 (4.8) 0.0 (0.0-1.1) 0.491
6.0 (3.8) 15.9 (11.9-16) 5.0 (4.5) 14.8 (10-15) 6.0 (6.0) 15.9 (13-16)

Neutréfilos seg. (/mm?) NG 5133 (1609)2 2214 (2100-3164) 4937 (1243)2° 2386 (2331-3695) 4364 (1250)° 2173 (2109-2753) 0.041
4678 (2019) 9500 (8830-9555) 4662 (1827) 9237 (6586-9360) 4298 (1459) 8036 (7040-8100)

Neutréfilos banda (f/mm3) NG 266 (152)? 0 (0-9.6) 248 (159)® 3(0-63.2) 204 (144)° 0 (0-6) 0.524
279 (222.4) 626 (513.4-636) 225 (204) 733 (535.5-742.5) 189 (132) 639.2 (453-648)

Linfocitos (/mm?) NG 1990 (839)? 437 (420-830) 1638 (625.6) P 686.1 (675-995) 1470.5 (631.6)"° 519 (510-636) 0.020
1947 (888) 4661 (3210.2-4725) 1419 (823) 3481.4 (2865-3504) 1374 (780) 3063 (2640-3080)

Monocitos (/mm?) NG 287 (172.3)% 0 (0-67.5) 307.3 (258) 0 (0-60) 320 (175)? 58 (57-126) 0.155
267 (219) 737.3 (582-750) 300 (322.5) 1197 (752.4-1205) 277 (253) 845 (607-864)

Eosingfilos (f/mm?) G 4151 (226.3)2 0 (0-107) 383.3 (261.4)2 0(0-3.1) 420.3 (266.3)? 0 (0-61.3) 0.647
396 (241.5) 958 (842.1-960) 337.5 (364.5) 1133 (795-1148) 363 (360) 1125 (819-1134)

Plaquetas (/mm?3) G 240,852 (105,190) @ 83,250 (82500-127256) 268,390 (108,234) 2 127,950 (127500-162112) 297,614 (101,006) @ 166,200 (163500-192150) 0.127

214,500 (110,250)

564,938 (425250-573000)

255,000 (135,750)

579,075 (435712-582000)

277,500 (138,750)

526,500 (457250-532500)

AD = Prueba de normalidad Anderson-Darling; CI = Intervalo de confianza; G = Gaussiana; IQR = rango intercuartilico; LL: Limite inferior del intervalo de referencia; UL: Limite superior del intervalo de referencia; NG = No Gaussiana; SD =
Desviacion estandar. Grupos que no comparte una letra son diferentes significativamente (a, b, c) p < 0.05
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5.4.4. Pardmetros eritrocitarios (didmetro, altura y relacion axial).

La tabla 7 muestra la media, la desviacion estandar, la mediana, el rango intercuartil y la
diferencia significativa con un intervalo de confianza del 95%, el limite inferior y el limite
superior se determinaron con un intervalo de confianza del 90% de cada uno de los
parametros morfométricos eritrocitarios. Se evalu6 el efecto de la edad, el sexo y el
tamafio del cuerpo en los parametros de los eritrocitos (diametro, altura y relacion axial).
Los siguientes datos estadisticos se informan en los resultados: el nivel de significancia

(p), la media (M) y la desviacion estandar (SD).

Tabla 7. Parametros de los globulos rojos (RBC) evaluados por microscopia 6ptica (MO).

(I) Adultos (I) Senior (I) Geriatras
1-7.9afios 8 —11.9 afios >12 afios
n=44 n=41 n=44
Variables Media (SD) LL (90% CI) Media (SD) LL (90% CI) Media (SD) LL (90% ClI) Valor
Mediana (IQR) UL (90% ClI) Mediana (IQR) UL (90% ClI) Mediana (IQR) UL (90% ClI) p
Diametro 7.56 (0.44)? 6.7 (6.7-6.8) 7.67 (0.49)° 6.8 (6.7-6.9) 7.72 (0.45)° 6.9 (6.8-6.9) 0.00
(um) 7.54 (0.61) 8.5 (8.4-8.6) 7.65 (0.66) 8.7 (8.6-8.7) 7.70 (0.63) 8.7 (8.6-8.7)
Altura 7.18 (0.42)? 6.4 (6.3-6.4) 7.29 (0.45)° 6.5 (6.4-6.5) 7.35(0.44)°¢ 6.5 (6.5-6.6) 0.00
(um) 7.16 (0.54) 8.0 (8.0-8.1) 7.28 (0.58) 8.2 (8.1-8.3) 7.35 (0.62) 8.2 (8.2-8.3)
Relacién 1.05 (0.04)2 1.0 (1.0-1.0) 1.05 (0.04)2 1.0 (1.0-1.0) 1.05 (0.04)® 1.0 (1.0-1.0) 0.56
axial 1.04 (0.05) 1.2(1.1-1.2) 1.04 (0.06) 1.2 (1.1-1.2) 1.04 (0.06) 1.2 (1.2-1.2)

AD = Prueba de normalidad Anderson-Darling; Cl = Intervalo de confianza; G = Gaussiana; IQR = rango intercuartilico; LL:
Limite inferior del intervalo de referencia; UL: Limite superior del intervalo de referencia; NG = No Gaussiana; SD =

Desviacion estandar. Grupos que no comparte una letra son diferentes significativamente (a, b, ¢) p < 0.05

La distribuciéon del diametro no fue normal (p <0,005) y las varianzas no fueron iguales (p
0,001). Se observo un efecto significativo de la edad (p 0,000) sobre el diametro. En la
figura 38-A se muestra que el diametro en perros adultos (M 7,56 um, SD 0,44) fue
significativamente menor que el diametro de perros senior (M 7,67 um, SD 0,49; p 0,004)
y geriatras (M 7,72 um, SD 0,45; p 0,000). No se identificé un efecto del sexo (p 0,069),
tamafio corporal (p 0,512) e interacciéon entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,238)
sobre el diametro.

La distribucion de la altura no fue normal (p <0,005) y las varianzas fueron iguales (p
0,500). Se observo un efecto significativo de la edad (p 0,000) sobre la altura. En la figura
38-B se muestra que la altura en perros adultos (M 7,18 um, SD 0,42) fue
significativamente menor que la altura de perros senior (M 7,29 pm, SD 0,45; p 0,002) y

geriatras (M 7,35 um, SD 0,44; p 0,000). Ademas, la altura en perros senior fue
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significativamente menor a la altura de perros geriatras (p 0,027). No se identificé un
efecto del sexo (p 0,867), tamafio corporal (p 0,335) e interaccién entre edad, sexo y
tamarfio corporal (p 0,414) sobre la altura.

La distribucion de la relacién axial no fue normal (p <0,005) y las varianzas no fueron
iguales (p 0,018). No se identifico un efecto de la edad (p 0,560), sexo (p 0,662), tamafio
corporal (p 0,078) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,298) sobre la

relacién axial.
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Figura 38. Medidas de los pardmetros morfométricos de los eritrocitos en diferentes etapas de la vida
del perro.

Comparacion de las medias (linea roja) (a) diametro y (b) altura entre grupos de perros clinicamente sanos de
diferentes edades: adultos (n = 44, 1-7.9 afios), personas mayores (n = 41, 8-11.9 afios antiguo), y geriatria (n
=44,> 12 afos). Las lineas punteadas azul horizontal representan el IR para perros adultos con un IC del 90%
(ver tabla 6). Significa que no comparten una carta son significativamente diferentes (p <0.05).
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5.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB).

Las siguientes imagenes se obtuvieron a través de microscopia electronica de barrido
(MEB) y muestran la morfologia normal de glébulos rojos y leucocitos en perros adultos,
senior y geriatricos. Las imagenes de células sanguineas de perros adultos se muestran
en la figura 39, se observa la morfologia normal de los glébulos rojos, con una
caracteristica superficie lisa y coOncava (figura 39-A). En la figura 39-B se observa la
morfologia de los granulocitos (neutréfilos) que presenta una superficie rugosa. También
se hace una comparacion entre la morfologia y tamafo de leucocitos vy eritrocitos (figuras
39-C y 39-D). Ademas, se identificd poiquilocitosis, como equinocitos, que se caracterizan
por protuberancias uniformes (figura 39-E), gldbulos rojos mas pequefios conocidos como
esferocitos (figura 39-F), y codocitos, glébulos rojos con un centro densamente oscuro y
rodeados por un halo palido, alrededor de la cual aparece una banda oscura irregular
(figuras 39-G y 39-H).

En cuanto a los perros senior, en las figuras 40-A y 40-B se observa la morfologia normal
de los eritrocitos. Las anormalidades identificadas en este grupo fueron los leptocitos,
estas células son delgadas, generalmente de gran didametro y muestran a menudo
eritrocitos de apariencia hipocromica con proporciones de membrana a volumen
aumentadas (figura 40-C y 40-F), knizocitos RBC maduros que muestran tres
concavidades con dos éareas mas claras "Células de pinza" (figura 40-C y 40-D),
estomatocitos, células con una o dos cavidades, es decir, una hendidura en forma de

boca (figuras 40-D, E y F) y equinocitos (figura 40-F).
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Figura 39. Imdgenes SEM de células sanguineas normales y anormales en perros adultos.

(A) Eritrocitos. (B) Leucocitos. (C) Comparacion de un leucocito (izquierda) y un eritrocito (derecha). (D) Aglutinacion de eritrocitos y leucocitos. (E) Equinocito.
(F) Esferocito (flecha azul). (G, H) Codocitos.
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Figura 40. Imdgenes SEM de células sanguineas normales y anormales en perros senior.

(A, B) Morfologia de eritrocitos normales. (C) Leptocito (flecha azul) y knizocito (punta de flecha amarilla). (D)
Estomatocitos (flecha roja del pentagono) y knizocitos (punta de flecha amarilla). (E) Estomatocito (flecha roja
del pentagono). (F) Esferocito (flecha blanca) en perros adultos. (D) Leptocito (flecha azul), equinocitos (punta
de flecha amarilla) y estomatocito (flecha roja del pentagono).

92



Finalmente, la figura 41 muestra la morfologia normal y anormal de las células
sanguineas en perros geriatricos. En este grupo, las anomalias identificadas en los
eritrocitos fueron estomatocitos (figura 41-C y 41-D), equinocitos (figura 41-E) y

esferocitos (figura 41-F).
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Figura 41. Imagenes SEM de células sanguineas normales y anormales en perros geriatricos.
(A) Morfologia normal de eritrocitos y leucocitos. (B, C) Plaquetas (flecha azul). (C, D) Estomatocitos (flecha
roja del pentagono). (E, F) Equinocitos (punta de flecha amarilla) y esferocitos (flecha azul).
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5.6. BIOQUIMICA SANGUINEA.

5.6.1. ALT, AST, FA, GGT.

En la tabla 8 se muestran los datos estadisticos de los analitos de la bioquimica
sanguinea tales como, la media, desviacién estandar, mediana, el rango intercuartilico y
la diferencia significativa con un intervalo de confianza del 95%, el limite inferior y el limite
superior se determinaron con un intervalo de confianza del 90%. Se evalué el efecto de la
edad, el sexo y el tamafio del corporal sobre los analitos bioquimicos (ALT, AST, GGT,
FA, colesterol, glucosa, proteinas totales, albumina, globulinas, relacion A/G, creatinina,
BUN, urea, relacion BUN/creatinina, calcio, fésforo, hierro).

Los siguientes datos estadisticos se informan en los resultados: el nivel de significancia
(p), la media (M) y la desviacién estandar (SD). La distribucién de ALT no fue normal (p
<0,005) y las varianzas iguales (p 0,058). No hubo un efecto de la edad (p 0,087), sexo (p
0,703), tamafno corporal (p 0,518) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p
0,278) sobre la actividad enzimatica de ALT (figura 42-A). La distribucién de la actividad
enzimatica de AST fue normal (p 0,050) y las varianzas fueron iguales (p 0,619). No se
observé un efecto de la edad (p 0,935), sexo (p 0,956), tamafio corporal (p 0,108) e
interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,406) sobre la actividad enzimatica de
AST (figura 42-B). La distribucién de la actividad enzimatica de FA no fue normal (p
<0,005) y las varianzas fueron iguales (p 0,251). No se observé un efecto de la edad (p
0,266), sexo (p 0,982), tamafio corporal (p 0,583) e interaccion entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,898) sobre la actividad enzimatica de FA (figura 42-C). La distribucion de
GGT no fue normal (p <0,005) y las varianzas fueron iguales (p 0,492). No se observo un
efecto de la edad (figura 42-D) sobre la actividad de GGT (p 0,769). Se observo un efecto
significativo del sexo sobre la actividad enzimatica de GGT (p 0,024). En la figura 45-A se
muestra que la actividad enzimatica de GGT en hembras (M 5,347 U/L, SD 1,731) fue
significativamente mayor que en machos (M 4,737; SD 1,664; p 0,024). No se observé
algun efecto significativo del tamafio corporal (p 0,212) sobre la actividad enzimética de

GGT, tampoco se mostré interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,274).
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Figura 42. Actividad enzimética en sangre de perro en diferentes etapas de vida.

Comparacion de las medias (linea roja) de (A) ALT, (B) AST, (C) FA y (D) GGT entre grupos de perros
clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior y geriatras. Las lineas horizontales de puntos azules
representan los IR para perros adultos con un IC del 90%.

5.6.2. Colesterol, glucosa, proteinas totales, albumina, globulinas y relacion A/G.

La distribucién de la concentracién de colesterol en sangre fue normal (p 0,653) y las
varianzas iguales (p 0,748). En la figura 43-A se muestra que no hubo un efecto de la
edad sobre la concentracién de colesterol (p 0,596). Se identifico un efecto significativo
estadisticamente del sexo sobre la concentracion de colesterol (p 0,027). En la figura 45-B
se observa que la concentracion sérica de colesterol en hembras (M 207,32 mg/dL, SD
56,98) fue significativamente mayor que en machos (M 176,56 mg/dL, SD 67,09; p 0,027).
No hubo un efecto del tamafio corporal (p 0,083) e interaccion entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,694).

La distribucién de la concentracion de glucosa en sangre fue normal (p 0,063) y las

varianzas iguales (p 0,947). No se mostré un efecto significativo de la edad (p 0,223),
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sexo (p 0,849), tamafno corporal (p 0,291) e interaccion entre edad, sexo y tamafo
corporal (p 0,470) sobre la concentracion sérica de glucosa (figura 43-B).

La distribucion de la concentracion de proteinas totales en sangre fue normal (p 0,184), y
las varianzas iguales (p 0,646). En la figura 43-C se muestra un efecto significativo de la
edad sobre la concentracion sérica de proteinas totales (p 0,000). La concentracidn sérica
de proteinas totales en perros adultos (M 6,01 g/dL, SD 0,802) fue significativamente
menor que la concentracién de proteinas totales en perros senior (M 6,688 g/dL, SD
0,556; p 0,001) y geriatras (M 6,625 g/dL, SD 0,636; p 0,003). No se identifico un efecto
estadisticamente significativo del sexo (p 0,320), tamafio corporal (p 0,387) e interaccion
entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,177) sobre la concentracion de proteinas totales.
La distribucion de la concentracion de albumina en sangre fue normal (p 0,396) y las
varianzas iguales (p 0,910). No se observo un efecto de la edad (p 0,275), sexo (p 0,869),
tamafio corporal (p 0,699) e interaccidon entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,343)
sobre la concentracion sérica de albumina (figura 43-D).

La distribucién de la concentracion de globulinas en sangre fue normal (p 0,432) y las
varianzas iguales (p 0,744). Se observo un efecto significativo de la edad sobre la
concentracion sérica de globulinas (p 0,004). La concentracion sérica de globulinas se
muestra en la figura 43-E, donde la concentracién en perros adultos (M 2,36 g/dL, SD
0,800) fue significativamente menor que la concentracion sérica de globulinas en perros
geriatras (M 3,061 g/dL, SD 0,633; p 0,003). No se observ6 un efecto del sexo (p 0,190),
tamafio corporal (p 0,639) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,644).

La distribucion de la relacion albumina/globulinas en sangre fue normal (p 0,072) y las
varianzas iguales (p 0,522). No se identificé un efecto significativo de la edad (figura 43-F)
sobre la relacién albumina/globulinas (p 0,059), sexo (p 0,141), tamafio corporal (p 0,292)

e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,077).
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Figura 43. Concentracion de analitos bioquimicos en sangre de perro en diferentes etapas de vida.
Comparacion de las medias (linea roja) de (A) glucosa, (B) colesterol, (C) proteinas totales, (D) albumina, (E)
globulinas y (F) relacién A/G entre grupos de perros clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior
y geriatras. Las lineas horizontales de puntos azules representan los IR para perros adultos con un IC del
90%.
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5.6.3. Creatinina, BUN, urea, relacion BUN/creatinina.

La distribucion de la concentracion de creatinina en sangre fue normal (p 0,077) y las
varianzas iguales (p 0,474). No se observé un efecto significativo de la edad (figura 44-A)
(p 0,493), del sexo (p 0,950) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,785)
sobre la concentracion sérica de creatinina. Se identifico un efecto significativo del tamafio
corporal sobre la concentracion de creatinina en sangre (p 0,007). En la figura 45-C se
observa gue la concentracidn sérica de creatinina en perros de tamafio corporal pequefio
(M 0,745 mg/dL, SD 0,184) fue significativamente menor que la concentracion sérica de

creatinina en perros de tamaifio corporal grande (M 0,889 mg/dL, SD 0,201; p 0,015).
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Figura 44. Concentracién de analitos bioquimicos en sangre de perro en diferentes etapas de vida.
Comparacion de las medias (linea roja) de (A) creatinina, (B) BUN, (C) urea y (D) relacién BUN/creatinina
entre grupos de perros clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior y geriatras. Las lineas
horizontales de puntos azules representan los IR para perros adultos con un IC del 90%.
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La distribucion de la concentracion de BUN en sangre no fue normal (p 0,026) y las
varianzas fueron iguales (p 0,217). No se observd un efecto significativo de la edad (p
0,815), sexo (p 0,729), tamafio corporal (p 0,761) e interaccion entre edad, sexo y tamafio
corporal (p 0,758) sobre la concentracion sérica de BUN (figura 44-B).

La distribucion de la concentracién de urea en sangre no fue normal (p 0,026) y las
varianzas fueron iguales (p 0,217). No se observd un efecto significativo de la edad (p
0,815), sexo (p 0,729), tamafio corporal (p 0,761) e interaccion entre edad, sexo y tamafio

corporal (p 0,758) sobre la concentracion sérica de urea (figura 44-C).
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Figura 45. Efecto del sexo y del tamafio corporal sobre los analitos bioquimicos.

Comparacion de las medias (linea roja) de (A) GGT, (B) colesterol, (C) Creatinina y (D) relacion
BUN/creatinina entre grupos de perros clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior y geriatras.
Las lineas horizontales de puntos azules representan los IR para perros adultos con un IC del 90%.

La distribucion de la relacién de BUN/creatinina en sangre fue normal (p <0,005) y las
varianzas fueron iguales (p 0,268). No se mostré un efecto de la edad (figura 44-D) (p
0,657), sexo (p 0,640) e interaccion entre edad, sexo y tamafio corporal (p 0,233) sobre la
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relacion de BUN/creatinina en sangre. Se observo un efecto significativo del tamafio
corporal (p 0,000) sobre la relacion de BUN/creatinina en sangre. En la figura 45-D se
muestra que en perros de tamafio corporal pequefio (M 21,475; SD 5,839) la relacién de
BUN(/creatinina fue significativamente mayor que en perros de tamafio corporal grande (M
16,223; SD 4,250; p 0,000).

5.6.4. Calcio, fosforo, hierro.

La distribucién de la concentracion de calcio en sangre fue normal (p 0,300) y las
varianzas iguales (p 0,541). Se identificd un efecto significativo de la edad (figura 46-A)
sobre la concentracion sérica de calcio (p 0,002). La concentracién de calcio en perros
adultos (M 2,36 mg/dL; SD 0,800) fue significativamente menor que en perros geriatras (M
3,061 mg/dL; SD 0,633; p 0,001). No se observé un efecto significativo del sexo (p 0,860),
tamafio corporal (p 0,652) e interaccion entre edad, sexo y tamafo corporal (p 0,117)
sobre la concentracion sérica de calcio.

La distribucion de la concentracion de fosforo en sangre fue normal (p 0,512) y las
varianzas iguales (p 0,812). Se observo un efecto significativo de la edad (figura 46-B)
sobre la concentracion sérica de fosforo (p 0,000). La concentracion de fosforo en perros
adultos (M 3,386 mg/dL; SD 0,844) fue significativamente menor que en perros geriatras
(M 4,417 mg/dL; SD 0,976; p 0,000). No se observd un efecto significativo del sexo (p
0,811), tamafio corporal (p 0,871) e interaccién entre edad, sexo y tamafio corporal (p
0,448) sobre la concentracion sérica de fosforo.

La distribucion de la concentracién de hierro en sangre fue normal (p 0,739) y las
varianzas iguales (p 0,907). No se observo un efecto significativamente estadistico de la
edad (p 0,153), sexo (p 0,660), tamafio corporal (p 0,619) e interaccion entre edad, sexo y

tamafio corporal (p 0,897) sobre la concentracion sérica de hierro (figura 46-C).
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Figura 46. Concentracion de analitos bioquimicos en sangre de perro en diferentes etapas de vida.
Comparacion de las medias (linea roja) de (A) calcio, (B) fésforo y (C) hierro entre grupos de perros
clinicamente sanos de diferentes edades: adultos, senior y geriatras. Las lineas horizontales de puntos azules
representan los IR para perros adultos con un IC del 90%.
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Tabla 8. Intervalos de referencia de los componentes bioquimicos segun la etapa de vida del perro (adultos, senior y geriatras).

Adultos Senior Geriatras
1-7.9 afios 8-11.9 afios <12 afios
n 44 n 41 n 44

Media (SD) LL (90% CI) Media (SD) LL (90% CI) Media (SD) LL (90% CI) valor p

Variables AD  Mediana (IQR) UL (90% ClI) Mediana (IQR) UL (90% CI) Mediana (IQR) UL (90% CI)

ALT (UIL) NG 44 (13.2)° 21 (21.0-26.2) 53 (20.23)2 21 (20.7-24.8) 61 (26,17)° 18 (18-24) 0.087
41 (18) 73 (69.6-73.0) 50 (28.5) 103 (90.6-116.7) 58 (40) 124 (99.3-125)

AST (U/L) NG 45 (10.6)2 23 (23-30) 43 (12.4) @ 23(23-26) 43 (9.9)2 22 (22-28) 0.935
43 (15) 68 (62-69) 40 (14.7) 73 (66-73) 42 (13.7) 65 (59-65)

ALP (U/L) NG 50 (20.2)2 20(20-27) 63 (35.0) @ 22 (19-25) 75 (39.3)2 22 (21-29) 0.266
48 (25.5) 110 (81-110) 51 (53.2) 165 (128-204) 64 (55.7) 179 (162-180)

GGT (U/L) NG 5(15)2 2 (2-3) 5(1.9)2 2 (2-2) 5(1.7)2 2 (2-3) 0.769
5(2) 9 (8-9) 5(2.7) 8 (8-8) 5(2.2) 9 (8-9)

Colesterol (ng/dL) G  183.7(68.1)2 58 (54-94.4) 188.2(68.6)2  57.2 (57-90) 207.95 (51.1)2 107 (105-132.3)  0.596
186 (109) 340 (292.2-341) 190 (91.5) 334 (292-334) 208 (53) 355.8 (284-359)

Glucosa (mg/dL) G 85.0(20.8)2 50 (50-55) 84.7 (17.6)2 50 (50-60) 75.2 (20.3) 45 (45-47) 0.223
85.5(31.7) 144 (109.4-144) 87 (26) 133 (107-134) 74 (37) 118 (109-117)

PT (g/dL) G 6.0(08)? 4.7 (4.7-4.9) 6.6 (0.5)" 5.6 (5.6-6.1) 6.6 (0.6)" 5.2 (5.2-5.7) 0.000
6.0 (1.2) 7.7 (71.5-7.7) 6.6 (0.7) 8 (7.7-8) 6.6 (0.8) 8.1 (7.5-8.1)

Albumina (g/dL) G 3.6(05)2 2.5 (2.5-2.8) 3.7 (0.5)2 2.4 (2.4-2.6) 3.5(0.6)2 2.3(2.3-2.7) 0.275
3.7(0.7) 4.8 (4.6-4.8) 3.8(0.7) 4.5 (4.4-4.5) 3.4(0.7) 4.8 (4.7-4.8)

Globulinas (g/dL) G 23(08)? 0.5 (0.5-1.3) 2.9 (0.8)2° 1.1 (1.1-1.8) 3.0 (0.6)" 1.7(1.7-2.1) 0.004
2.2 (1.1) 4.1(3.5-4.1) 2.9(1.2) 4.7 (4.3-4.7) 3.1(0.7) 4.4 (4.2-4.4)

AD = Prueba de normalidad Anderson-Darling; ALT = Alanino aminotransferasa; AST = Aspartato aminotransferasa; Cl = Intervalo de confianza; G = Gaussiana; GGT = Gamma
glutamil transferasa; IQR = rango intercuartilico; LL: Limite inferior del intervalo de referencia; UL: Limite superior del intervalo de referencia; NG = No Gaussiana; PT = proteinas

totales; SD = Desviacion estandar. Grupos que no comparte una letra son diferentes significativamente (a, b, ¢) p <0.05
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Tabla 8. Continuacién. Intervalos de referencia de los componentes bioquimicos segun la etapa de vida del perro (adultos, senior y geriatras).

Adultos Senior Geriatras
1-7.9 afos 8-11.9 afios <12 afios
n 44 n 41 n 44

Variables AD  Mean (SD) LL (90% CI) Mean (SD) LL (90% ClI) Mean (SD) LL (90% CI) Valor p
Median (IQR) UL (90% ClI) Median (IQR) UL (90% CI) Median (IQR) UL (90% ClI)

AIG G 15(0.4)2 0.6(0.0-0.8) 1.3(0.5)2 0.5 (0.5-0.7) 1.2 (0.4)2 0.5 (0.5-0.7) 0.059
1.5 (0.5) 2.3(2.1-2.3) 1.2 (0.8) 2.6 (2.3-2.6) 1.2 (0.6) 2.4 (2.1-2.4)

Creatinina (mg/dL) G 0.8(0.2)*? 0.5 (0.5-0.6) 0.7 (0.1)2 0.5 (0.5-0.5) 0.8 (0.2)2 0.4 (0.4-0.5) 0.493
0.8 (0.2) 1.5 (1.2-1.5) 0.7 (0.3) 1.3 (1.1-1.3) 0.8 (0.3) 1.3(1.2-1.3)

Urea (mg/dL) NG 32.2(9.1)2 17.1 (17.1-19.5)  31.8(7.8)2 17.5 (15.9-20.2) 33.5(12.4)2 15 (15-17.3) 0.815
32.1 (12.84) 51.1(48.5-51.4) 29.9 (12.8) 49.2 (44.8-53.5) 32.1(19.2) 69.1 (51.4-70.6)

BUN (mg/dL) NG 15.0(4.2)? 8 (8-9) 14.8 (3.6)2 8 (7-9) 15.6 (5.8) 2 7 (7-8) 0.815
15 (6.0) 24 (23-24) 14.0 (6.0) 23 (21-25) 15 (9.0) 32 (24-33)

BUN/Creat NG 19.0(6.1)2 8.5 (8.2-11.6) 19.3 (4.5) 2 11.1 (9.5-12.8) 19 (6.4) 2 7.2 (7.1-10.8) 0.657
18.2 (11.6) 33.5(28.2-34.3)  19.1 (6.3) 29.5 (26.6-32.3) 17.2 (5.8) 33.9 (30.4-33.9)

Calcio (mg/dL) G 89(1.3)2 6.4 (6.3-7.1) 8.3 (1.2) ab 6.2(6.2-6.8) 7.8 (15)" 4.6 (4.5-5.8) 0.002
8.9 (1.6) 11.7 (11.3-11.7) 8.2 (1.6) 11.6 (10.5-11.6) 7.7 (1.6) 11 (10.7-11)

Fésforo (mg/dL) G 33(08)2 1.7(1.6-2.1) 4.1 (1.1)ab 1.8 (1.4-2.3) 4.4(0.9)° 2 (2-3.3) 0.000
3.2(1.2) 5.1 (4.7-5.1) 3.8 (1.6) 6.4 (5.7-7) 4.4 (1.3) 6.4 (5.9-6.4)

Hierro (ug/dL) G 151 (51)2 58 (55-81) 180 (49) @ 94 (93-114) 158 (49) 2 57 (54-82) 0.153
146 (70) 272 (246-273) 179 (76) 302 (255-304) 158 (70) 264 (224-264)

AD = Prueba de normalidad Anderson-Darling; A/G = Relacién albumina globulina. BUN = Nitrégeno ureico en sangre; BUN/Creat = relacién BUN creatinina; Cl = Intervalo de
confianza; G = Gaussiana; IQR = rango intercuartilico; LL: Limite inferior del intervalo de referencia; UL: Limite superior del intervalo de referencia; NG = No Gaussiana; SD =
Desviacion estandar. Grupos que no comparte una letra son diferentes significativamente (a, b, ¢) p < 0.05
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CAPITUTLO 6: DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 ENCUESTA.

De la encuesta dirigida a los habitantes de Aguascalientes a cerca de la poblacién canina
del estado, se obtuvo una proporcion de perros por habitante de 1,112:1,969 es decir, un
perro por cada 1.8 personas, con base a este dato y a la poblacion de habitantes del
estado segun el INEGI en el 20202 se estimé una poblacion de 805,117 perros. La
mayoria de los hogares en los paises occidentales tienen una mascota presente. En
Estados Unidos, por ejemplo, estimaciones recientes sitiuan la cifra en el 68% de los
hogares, lo que equivale a 82,5 millones de hogares (APPA, 2014). Al respecto, en el
estado de Aguascalientes existe un solo registro significativo en el afio 2005 en donde se
realizd6 un estudio en el que se determind la poblacion canina del estado de
Aguascalientes, en el que se estimé una poblacion de 66,961 perros lo que representa un
perro por cada 8.5 personas (Martinez et al., 2005). Por lo tanto, nuestros resultados
arrojan que existe una creciente poblacién de perros en el estado, sin embargo, una de
las limitantes de esta encuesta fue que a pesar de ir dirigida al publico en general, su
difusién y respuesta fue via “on line”, por lo tanto, se cree que atrajo en mayor medida la
atencion de personas que tienen perros como mascota, al contrario de quienes no lo
tienen, esto podria generar un sesgo en los resultados. Sin embargo, no cabe duda que
hay un aumento de la poblacién canina y es importante contar con un registro al respecto,
gue ayuden a implementar ciertas medidas sanitarias.

Una de las principales razones por lo que los habitantes tienen una mascota es por afecto
y/o aprecio. Desde finales de la década de 1970, se ha acumulado evidencia cientifica
que demuestra que tener una mascota puede tener efectos positivos en el bienestar fisico
y mental de las personas (Wells, 2019). Una mascota nos alientan a ser mas activos, nos
hacen reir, nos brindan consuelo y afecto, nos ayudan a sentirnos mas seguros e incluso
pueden ayudarnos a conectarnos con otras personas (McCune & Promislow, 2021).
Desarrollos en el campo de la interaccion humano animal han mejorado nuestra
comprension del papel que juegan las mascotas en la salud cardiovascular, su capacidad
para ayudarnos a sobrellevar el estrés, algunas de las formas en que pueden permitirnos
conservar la salud y la movilidad en la vejez, e incluso pueden mejorar nuestra funcion

inmunolégica (McCune et al., 2014).

104



Segun nuestra encuesta mostro que al 72% de las personas les es indistinto la etapa de
vida en la que se encuentre su perro. Por tanto, el 64% de los encuestados propietarios
de perros como mascota, tienen perros en etapa adulta (1 a 7.9 afios de edad), mientras
gue el 23% tienen perros en etapa senior y geriatrica. Cada vez mas duefios de perros
ven a sus perros como miembros de la familia, lo que ha resultado en un mayor gasto en
productos relacionados con perros e incluso cambios significativos en el estilo de vida de
los duefios de perros (Dotson & Hyatt, 2008).

Todos los propietarios de perros como mascota, consideraron importante que su perro
tenga una vejez saludable. A pesar de que el 56% menciona realizar al menos dos visitas
al afio con el veterinario, solo el 20% se preocupa por una buena alimentacion, el 11%
realiza una actividad fisica y Unicamente el 3% ofrece un suplemento alimenticio o
enriguecimiento ambiental, ademas un 10% indico que en la actualidad no estd haciendo
nada para ayudar a que su perro tenga una vejez saludable. Existe evidencia que sugiere
que los duefios de perros aun necesitan estar informados sobre los diversos aspectos de
la tenencia de perros, particularmente sobre la importancia de comprender y manejar las
necesidades de su perro, que cambian a medida que el perro envejece. Es posible que
haya sesgos individuales en las opiniones de los propietarios sobre lo que implica el
proceso de envejecimiento "normal" (Wallis et al., 2018).

Por otro lado, se identificaron 657 hembras y 455 machos, de los que Unicamente el 35%
has sido esterilizados quirdrgicamente. Se ha reportado que las diferencias de sexo en la
longevidad y la duracién de la salud en los perros dependen criticamente del estado de
castracion (Cooley et al., 2003). Los perros esterilizados generalmente tienen una vida
mas larga que los perros reproductivamente intactos (Hoffman et al., 2013). Los perros
intactos tienen un mayor riesgo de muerte por causas infecciosas y traumaticas y los
perros esterilizados tienen un mayor riesgo de muerte por causas neoplasicas e
inmunomediadas (Wallis et al., 2018). Otro estudio informé que en perros
reproductivamente intactos, los perros machos vivian un poco mas que las hembras, pero
entre los perros esterilizados, las hembras vivian mas que los machos (Hoffman et al.,
2018).

Con respecto a la raza segun esta encuentra los habitantes de Aguascalientes prefieren
razas de tamafio pequefio y mediano, principalmente mestizos, mientras que dentro de
las razas puras se enlistaron en orden de preferencia las 6 razas favoritas: con una gran

diferencia en primer lugar se sitla la raza chihuahua, seguida de las razas french poodle,
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pit bull terrier, schnauzer, pug y husky siberiano. Cuando se trata de seleccionar un nuevo
compafiero canino, elegir una raza incompatible podria tener consecuencias nefastas,
tanto en el bienestar del duefio como del perro. Recientemente el comportamiento tipico
de las diferentes razas de perros ha atraido una atencion cientifica de manera
considerable (Mehrkam & Wynne, 2014). Algunos estudios demuestran que existen
diferencias en los factores demograficos y de mantenimiento en perros mestizos y de raza
pura, ademas principalmente se observan diferencias en el comportamiento (Turcsan et
al., 2017). Por otro lado, se sabe que la genética juega es una parte importante en la
esperanza de vida de los perros, por tanto se ha reportado que las razas pequefias suelen
vivir considerablemente mas que la mayoria de las razas grandes (Fan et al., 2016).

En el tipo de alimentacion el 65% de los encuestados propietarios de un perro como
mascota declaro que Unicamente ofrece una dieta basada en alimento comercial
(croquetas), mientras que el 34% ofrece una dieta mixta (croqueta mas comida casera) y
el 1% solo comida casera. Las dietas deben ser apropiadas a las necesidades Unicas del
paciente individual. Muchas enfermedades en las mascotas mayores son "sensibles a la
dieta", lo que significa que la dieta puede desempefar un papel en el control de los
efectos de la enfermedad (Laflamme, 2012). A pesar de las preferencias de los
consumidores y de las muchas estrategias de marketing empleadas, las dietas deben
garantizar la adecuacion nutricional del perro; si no, la salud se ve comprometida, a veces
gravemente (Oberbauer & Larsen, 2021). Las alteraciones especificas en los nutrientes o
en las caracteristicas de la dieta pueden ser beneficiosas; sin embargo, es mejor hacerlo
en el contexto de un paradigma de seguimiento y evaluacién nutricional individualizado
(Larsen & Farcas, 2014).

Mientras tanto, el 85% de los perros contabilizados en esta encuesta estaban vacunados
y el 79% desparasitados, ademas el 95% de los propietarios estaban interesados en
realizar pruebas de laboratorio (gratuitas) a sus mascotas. Algunos autores mencionan
gue existe la necesidad de una mayor transparencia y pautas claras para los duefios de
perros en diferentes etapas de la vida. Por ejemplo, muchos propietarios desconocen la
existencia de tratamientos nutricionales, médicos, nutracéuticos, asi como los beneficios
del enriquecimiento cognitivo, el control de peso, la fisioterapia y el ejercicio para mejorar
el estado fisico y cognitivo de sus perros, independientemente de su edad o enfermedad
(Wallis et al., 2018).
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Por ultimo, 79% de los encuestados informaron observar perros en situacion de calle en
sus fraccionamientos. Lamentablemente, millones de mascotas en todo el mundo son
entregadas a refugios o abandonadas en las comunidades, debido a la falta de
conocimiento y comprension del cuidado necesario para mantener a las mascotas en el
hogar. Por lo tanto, para garantizar el bienestar de las mascotas, existen una serie de
factores que deben considerarse, incluida la seleccién de una mascota adecuada para la
familia y su estilo de vida, ademas de tener una comprension realista del tiempo y las
demandas financieras de proporcionar socializacién, capacitacion, nutricién, ejercicio y
atencion veterinaria segun sea necesario (McCune et al., 2014).

Una Encuesta Nacional de Bienestar Autorreportado (ENBIARE) realiza en México, capté
que el 73.4% de la poblacion adulta (mayores de 18 afios) declaro que cohabita con
alguna mascota. Con respecto a los hogares, el 69.8% cuenta con algun tipo de mascota
(el porcentaje mas alto se presenta en Campeche y el mas bajo en la Ciudad de México).
En total se tiene un acumulado de 80 millones de mascotas, 43.8 millones de ellas son
caninos, 16.2 millones felinos y 20 millones una variedad miscelanea de otras mascotas
(INEGI, 2021). En la actualidad se desconoce la cifra exacta de perros en situaciéon de
calle en México. Un estudio realizado sobre la densidad de poblacién de perros callejeros
en una tipica ciudad del sur de México que carece de un programa integral de control
canino, menciona que la sobrepoblacién de perros callejeros es un reflejo de la practica
habitual de los duefios de permitir que sus perros se reproduzcan indiscriminadamente,
aunado a la falta de programas publicos para el control de la poblacién canina (Cortez-
Aguirre et al., 2018).

6.2 EXPLORACION FISICA.

6.2.1. Constantes fisioloégicas (temperatura rectal, frecuencia cardiaca y frecuencia
respiratoria).

Con respecto a la temperatura (rectal) no se observo un efecto de la edad, el sexo,
el tamafio corporal y su interacciéon (sexo, edad y tamafio corporal) sobre esta variable.
Otros autores tampoco encontraron una relacion significativa de la edad (Cugmas et al.,
2020; Gomart et al., 2014; Piccione et al., 2009) y el sexo sobre la temperatura rectal en
perros (Cugmas et al., 2020). Sin embargo, en un estudio realizado en perros observaron
una influencia significativa del sexo sobre los resultados de la temperatura rectal (Gomart

et al., 2014). También otros investigadores han reportado una correlacion entre el tamafio
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corporal y la temperatura (Cugmas et al., 2020; Piccione et al., 2009). La media de la
temperatura rectal encontrada en este estudio para grupo de edad fue de 38,9 °C (SD
0,47 °C) en perros adultos, 38,9 °C (SD 0,37 °C) en perros senior y de 38,6 °C (SD 0,5
°C) en perros geriatras. Ademas, reportamos una media general de 38,8 °C (SD 0,4 °C) y
un rango de 38,1 °C a 39,6 °C (tabla 3). En un estudio realizado en perros hospitalizados
en donde evaluaron la precision de diferentes técnicas para medir la temperatura,
reportaron una media de 38,0 °C (SD 0,85 °C) de temperatura rectal (Gomart et al., 2014).
Por otro lado, una investigacién en donde comparan la temperatura auricular con la rectal
en perros sanos, informaron un rango de 37,2 °C a 39,3 °C con una media de 38,1 °C
para la temperatura rectal (Konietschke et al., 2014).

En cuanto a los resultados de la frecuencia cardiaca (FC), no se identific6 una
relacion significativa con la edad, el sexo, el tamafio corporal y su interaccion. Estos
resultados concuerdan con los hallazgos de un estudio previo en el que la FC se midi6
mediante auscultacion toracica y electrografia en perros sanos, en donde no encontraron
un efecto significativo de la edad, el sexo y el peso corporal sobre la FC (Ferasin et al.,
2010). Ademas, un estudio previo realizado en una poblacién de perros aparentemente
sana, no mostro una relacién entre la edad y la FC (Hezzell et al., 2013). Otros
investigadores que midieron la FC en perros sanos mediante electrografia ambulatoria de
24 horas no demostraron una relacién entre la FC y el peso corporal (Lamb et al., 2010).
La relacién entre el peso corporal y la FC en perros (es decir, las razas pequefias tienen
FC mas alta; las razas grandes tienen FC mas baja) que se ha propuesto durante
décadas, actualmente esta siendo cuestionada (Aleixo et al., 2019). Esa relacion puede
ser un reflejo del temperamento y la estimulacion del sistema nervioso auténomo
simpatico del nddulo sinusal en razas pequefias en comparacion con las razas grandes
(Lamb et al., 2010). Un estudio retrospectivo del 2019 reporto que el peso no es un factor
relevante para determinar la FC (Aleixo et al., 2019). Por otro lado, un estudio realizado
en 30 perros de diferentes edades y razas, encontraron que la FC difiri6 significativamente
entre hembras y machos (Edwards et al., 2022). A pesar de su importancia en la practica
clinica, existe poca informacion sobre la frecuencia cardiaca normal en perros, en parte es
debido a su variabilidad que depende del estado de la condicion fisiolégica y psicolégica
(Lamb et al., 2010).

En los resultados de la frecuencia respiratoria (FR) no se identific6 una relacion

significativa con la edad, el sexo, el tamafio corporal y su interaccion. Un estudio previo en
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donde evaluaron la FR durante el suefio en perros aparentemente sanos no encontraron

ningun efecto de la edad y el peso corporal sobre la FR (Rishniw et al., 2012).

6.2.2. Puntaje de disfuncidn cognitiva.

En la evaluacién de la disfuncién cognitiva canina observamos que el puntaje
tiende incrementar significativamente conforme avanza la edad. De acuerdo con los
hallazgos de otros investigadores observaron que la puntuacion de CCD aumento
significativamente con la edad (Ozawa et al.,, 2016). Las puntuaciones de CCD se
calcularon a partir de un cuestionario establecido por (Salvin et al., 2011) que completaron
los propietarios de los perros y se consideré que los perros con una puntuacion =50
sufrian de CCD (Ozawa et al., 2016). Sin embargo, tal como ocurre con la demencia en
humanos, deben excluirse las causas reversibles y transitorias de los cambios en el
comportamiento antes de hacer un diagnéstico definitivo (Salvin et al., 2011). La media
del puntaje de CCD en este estudio para perros adultos fue de 34, para perros senior de
37 y en perros geriatras de 38, ademas se identificO un aumento significativo en el puntaje
de CCD a partir de los 8 afios de edad y fue hasta los 10 afios de edad cuando
comenzamos a observar algunos puntajes 250. Otros estudios reportan que la media en
perros diagnosticados con “demencia” (DEM) o CCD fue de 62 y de 40 para perros sin
(DEM). Ademas, los perros diagnosticados con DEM (13 afios 8 meses) eran
significativamente mayores que los perros sin DEM (11 afios 8 meses, p = 0,004) (Salvin
et al.,, 2011). Otros autores también informaron que la edad fue significativamente mayor
para los perros en el grupo con CCD en comparacion con los perros en los grupos sin
CCD (Schitt et al., 2015). Un estudio estimé una prevalencia de 14,2 a 22,5 % en
animales de 8 afios 0 mas (Schitt et al., 2015), mientras que otro informé que el 23 % de
los perros de 11 a 12 afios y el 68 % de los perros de 15 a 16 afios tenian al menos 1
signo compatible con CCD (Neilson et al., 2001). Por otro lado, nuestros resultados
muestran que el sexo, el tamafio corporal y la interaccién de los factores no tienen un
efecto significativo sobre el puntaje de CCD. Esto concuerda con los reportes de otras

investigaciones (Fast et al., 2013).
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6.3 HEMATOLOGIA.
6.3.1. Serie roja (RDW).

En la serie roja del analizador automatico se identificaron diferencias
estadisticamente significativas en RDW-CV, al aumentar sus valores conforme avanza la
edad. Este incremento fue significativo entre el grupo de perros adultos y geriatras. Otros
autores, reportan Unicamente una tendencia creciente en los valores de RDW con el
aumento de la edad (Radakovich et al.,, 2017). Mientras que un estudio realizado en
perros beagle de 9 a 36 meses de edad encontraron un aumento significativo en los
valores de RDW con la edad (Bourgés-Abella et al., 2015). También se observé que los
valores de RDW-CV en perros de tamafio pequefio fueron estadisticamente menores que

en perros de tamafo grande.

6.3.2. Serie blanca (GB, LYM, MID, GRAN relativos y absolutos).

Mientras que en la serie blanca se identific6 que los valores de GB y GRAN absolutos
fueron significativamente mayores en perros adultos que en perros geriatras, es decir se
observé una disminucién significativa conforme avanza la edad.

Ademas, se observo que en hembras los valores de MID relativos fueron menores que en
machos significativamente. Esto coincide con un estudio previo (Lawrence et al., 2013).
Una limitante en nuestro estudio es que no se evalu6 el efecto de las hormonas y la
castracion, quiza esta informacién puede ayudar a comprender el efecto del sexo sobre
algunas de las variables analizadas en esta investigacion. En el trabajo realizado por
Lawrence et al., 2013 reportaron que los perros castrados tenian valores mas bajos de
monocitos en comparacion con los perros intactos del mismo sexo, ademas mencionan
que las hormonas sexuales tanto en hembras como en machos son necesarias para una

hematopoyesis 6ptima.

6.3.3. Plaquetas (PLQ, MPV, PDW, PCT, P-LCR y PLCC).

En cuanto a la concentracion de PLQ, PCT aumentaron con la edad significativamente
entre los grupos de perros adultos y geriatras. Un estudio realizado en perros de edad
avanzada encontraron un aumento significativo de plaquetas en perros senior y geriatras
en comparacion con perros adultos (Radakovich et al.,, 2017). Asimismo otros
investigadores reportan un aumento progresivo de la concentracion de plaguetas con la
edad, que puede ser atribuido al aumento de la carga inflamatoria (Lawrence et al., 2013).
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También puede ser asociada a una trombosis reactiva secundaria a la inflamacion, la
interleucina-6 aumenta en la inflamacién y estimula la produccién de trombopoyetina, lo
gue a menudo provoca trombocitosis en los trastornos inflamatorios (Kaser et al., 2001).
Mientras que los valores de MPV, PDW y P-LCR disminuyeron significativamente
conforme incrementaba la edad. Un trabajo previo observo un aumento de MPV en perros
adultos (1-3 afos de edad) en comparacién con los perros mayores (7-10 afios de edad)
(Lee et al., 2020). Una investigacion realizada en la poblacién de personas espafiolas
reporto que el MPV, PDW y P-LCR aumentaron con la edad (Vazquez-Santiago et al.,
2016). En medicina humana esto ha sido poco estudiado, por ende, en no hay informacion
al respecto en perros que evalué el efecto de la edad sobre PDW y P-LCR.

Por otro lado, se observé una diferencia significativa entre hembras y machos sobre los
valores de P-LCR y P-LCC, siendo mayores en hembras. Un estudio realizado en
humanos sugiere que es necesario definir intervalos de referencia especificos por sexo
para los MPV, P-LCR y PCT (Ali et al., 2019).

Mientras que los valores de PLQ y P-LCC en perros pequefios fueron estadisticamente
mayores que en perros de tamafio grande. En medicina humana se ha observado que el
tamafio corporal parece influir en la respuesta plaquetaria sobre algunos medicamentos
usados en pacientes con sindromes coronarios agudos (Ndrepepa et al., 2021). Sin
embargo, se requieren de mayores investigaciones que evallen el efecto del tamafio

corporal sobre algunas variables hematoldgicas en perros.

6.4. MICROSCOPIA OPTICA.

6.4.1. Serie roja (tamafio, color, forma, distribucién, cuerpos de inclusion vy
parasitos eritrocitarios).

Por su parte, en la evaluacion microscdépica de la serie roja, en cuanto a tamafio y color,
se observé anisocitosis y policromatofilia. Esto se puede observar en condiciones
normales. En particular, la policromatofilia puede identificarse en frotis teflidos con Wright,
pero esta observacion debe ser inferior al 1 % (Rizzi et al., 2010) Ademas, se observo
policromasia principalmente en perros geriatricos junto con macrocitos y eritroblastos. La
pérdida del nucleo de glébulos rojos (eritroblastos) da lugar a reticulocitos, glébulos rojos
mas grandes (macrocitos) y basdfilos (coloracion azul) (Morales, 2009). Los eritrocitos
policromatofilicos son reticulocitos que se tifien de rojo azulado debido a la presencia

combinada de hemoglobina (tincién roja) y ribosomas (tincion azul) (John W. Harvey,
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2012). La policromatofilia, cuando es moderada, es un fendmeno fisiolégico en la
regeneracion de eritrocitos de la médula 6sea, que generalmente se acompafa de un
namero importante de macrocitos. Su aspecto ligeramente violeta o violdceo esta
determinado por la alta concentracion de ARN (acido ribonucleico) en los reticulocitos
agregados y cuando esta concentracion es baja es indicativo de la presencia de
reticulocitos punteados (Christian, 2010).

Por otro lado, en las micrografias Opticas se observé poiquilocitosis como equinocitos,
acantocitos, codocitos, esferocitos, estomatocitos, dacriocitos, quatrefoil y leptocitos. Se
observaron con mayor frecuencia tres formas anormales de eritrocitos: acantocitos,
codocitos y dacriocitos. Esto es consistente con los hallazgos hematolégicos en perros
por otros autores. (Grandia G et al, 2019). Los equinocitos estan presentes en
glomerulonefritis, uremia, linfomas, alcalosis y después de la administracion de
furosemida y doxorrubicina. Ademas, pueden aparecer como artefactos si el volumen de
sangre recolectado es demasiado bajo en relacién con el contenido de EDTA en el vial
(Daleke, 2003; Stefanescu et al, 2018). Los acantocitos en perros aparecen
principalmente en hepatopatias crénicas, shunt portosistémico, CID (coagulacién
intravascular diseminada), neoplasias y nefropatias (glomerulonefritis) (Barger, 2010). Los
codocitos también se conocen como ceélulas diana. Ocurren en asociacion con dafo
hepatico, enfermedad renal, anemia por deficiencia de hierro, trastornos de los conductos
biliares y del bazo (N. Bexfield, 2020; Parachini-Winter et al., 2019; M.A. Thrall, 2006). Los
esferocitos, que son células pequefias sin palidez central, son caracteristicos de la
esferocitosis hereditaria y la anemia hemolitica autoinmune (Garden et al., 2019; Zoia et
al., 2018). Los estomatocitos son el resultado de defectos en la membrana de los glébulos
rojos que se encuentran en enfermedades hemoliticas y enfermedades hereditarias
(Bonfanti et al., 2004; Kumar, 2017). Los dacriocitos aparecen principalmente en
trastornos mieloproliferativos, hiperesplenismo y glomerulonefritis. Se observan como
glébulos rojos en forma de lagrima por dafio en la membrana celular, atravesando los
estrechos sinusoides medulares o esplénicos (Barger, 2010; Morales, 2009). Quatrefoil es
una célula en forma de cruz, asociada con el envejecimiento de los perros como se
describe en un estudio (Gavazza et al., 2014). Sin embargo, en este estudio, la presencia
de eritrocitos quatrefoil fue independiente de la edad. Los leptocitos estan asociados con
un menor contenido de hemaoglobina y se han descrito en medicina humana (Ciccoli et al.,
2013).

112



6.4.2. Serie blanca (leucocitos, diferencial).

Mientras que en la serie blanca de la MO se observo un efecto significativo de la edad
sobre los valores de leucocitos, linfocitos absolutos y neutrofilos absolutos, al disminuir
conforme avanza la edad. Los hallazgos de un estudio del 2017 reportan que los perros
gue envejecen tienen concentraciones de linfocitos mas bajas en comparacién con los
perros adultos, hallazgo asociado con el “envejecimiento normal” (Radakovich et al.,
2017). Este resultado ha sido reportado por varias investigaciones (Bourgés-Abella et al.,
2015; Lawrence et al., 2013; Reis et al., 2005) atribuido a la inmunosenescencia (Day,
2010). La disminucién de linfocitos generalmente se atribuye a una pérdida de células
CDA4(+) con el aumento de la edad (Blount et al., 2005; Watabe et al., 2011).

6.4.3. Plaquetas.

En cuanto al conteo de plaquetas de la MO se identific6 un efecto estadisticamente
significativo del tamafio corporal sobre la concentracion de plaquetas, en perros pequefios
las plaquetas fueron mayores en comparacién con los perros de tamafio mediano y

grande. Se describi6é anteriormente en el apartado de hematologia.
6.4.4. Pardmetros eritrocitarios (didmetro, altura y relacion axial).

Con respecto a los pardmetros eritrocitarios, el didmetro de los eritrocitos evaluado en
este estudio a partir de las micrografias épticas obtuvo una media en perros adultos de
7,56 um menor que el diametro de los perros mayores (7,67 um) y geriatricos (7,72 um).
Estos resultados muestran un efecto de la edad sobre el diametro de los eritrocitos.
Algunos autores informan que el diametro de los eritrocitos de los perros varia de 6 a 8
um (Adili et al., 2016; Rizzi et al., 2010). También se observd un efecto de la edad sobre
la altura de los eritrocitos, aumentando con la edad (tabla 7). Estos resultados pueden
estar relacionados con la presencia de policromasia descrita en este estudio. La
policromasia, como se menciond anteriormente, aparece en aproximadamente el 1% de
los perros sanos. Sin embargo, proporciones mas altas pueden indicar aumento de la
eritropoyesis, pérdida de sangre, enfermedad hemolitica o fases de remision de la anemia
(Morales, 2009). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
proporcion axial de glébulos rojos. Tampoco se observd un efecto del sexo, el tamafio
corporal y la interaccion (edad, sexo y tamafio corporal) sobre el didmetro, la altura y la
relacion axial. Otros autores han demostrado que la raza y la edad tienen un efecto
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significativo en la morfometria de los glébulos rojos (Aniotek et al., 2017; Brun-Hansen, et
al., 2006).

6.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB).

Mientras tanto en las micrografias MEB se observo poiquilocitosis tales como equinocitos,
codocitos, estomatocitos, leptocitos y esferocitos que también fueron descritos en el
apartado de microscopia Optica. Los cambios morfolégicos en los glébulos rojos se han
asociado con un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares en medicina humana
(Loyola-Leyva et al., 2018). En condiciones inflamatorias, en presencia de radicales
hidroxilo, algunos investigadores han descubierto que los glébulos rojos pierden su forma
discoide (Pretorius, 2013). Algunas observaciones recientes basadas en diferentes tipos
de microscopia concluyeron que el hierro tiene efectos importantes en la morfologia y
deformabilidad de los gl6bulos rojos (Pretorius & Kell, 2014). No obstante, estas
importantes contribuciones se han aplicado a la medicina humana, mientras que la
informacion sobre el uso de la microscopia electronica de barrido como herramienta de
diagndstico en medicina veterinaria es bastante limitada debido a su costo y
disponibilidad.

6.6. BIOQUIMICA SANGUINEA.

6.6.1. ALT, AST, FA, GGT.

En los valores de ALT y FA se observé una tendencia a incrementar la actividad
enzimatica en relaciéon con el incremento de la edad, aunque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas. Otros autores también reportan que la actividad
enzimatica de FA en perros envejecidos fue mayor que en animales jovenes, aunque no
tuvieron diferencias significativas (Koh Kawasumi et al., 2014). Sin embargo un estudio
previo reporto que los perros envejecidos tienen una actividad enzimatica hepatica de ALT
y FA aumentadas de manera significativa (Bellows et al., 2015; Radakovich et al., 2017).
En un estudio reciente en pacientes caninos con trastorno cognitivo leve observaron un
aumento de ALT una enzima hepdética esencial para el metabolismo de aminoacidos, su
valor alcanzo el limite superior de los valores de referencia, permaneciendo asi dentro del
rango fisiologico (Vikartovska et al., 2021). Los niveles sanguineos de ALT y AST también

se utilizan para medir factores asociados con enfermedades cardiovasculares vy
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metabdlicas, conocidas como factores de riesgo de EA y deterioro cognitivo en
humanos (Estrada et al., 2019; Goessling et al., 2008; Nho et al., 2019). Aunque, es
necesario estudios adicionales que determinen si las alteraciones metabdlicas en la
fisiopatologia de los trastornos cognitivos representan un factor causal o secundario, y si
las enzimas hepdticas podrian incluirse como biomarcadores para el diagndstico
temprano de la neurodegeneracion (Nho et al., 2019). Mientras que un estudio reciente
sugiere en estudios futuros medir una isoenzima de FA inducida por corticoesteroides
debido a que posiblemente los perros de edad avanzada tienen hiperadrenocorticismo o
estrés cronico. Ademas este mismo estudio menciona que la colestasis, pancreatitis
crénica, enfermedad infiltrativa e inflamacion intestinal deben considerarse en el aumento

de las enzimas hepaticas en perros geriatricos (Radakovich et al., 2017).

Se observo un efecto significativo del sexo sobre la actividad enzimatica de GGT, al ser
mayor en hembras que en machos. En las mujeres, el estradiol tiene un efecto
antioxidante y un nivel elevado de GGT en suero puede sugerir una reduccion en el nivel
de estradiol (Wassmann et al., 2001). Por lo tanto, un posible mecanismo del efecto del
sexo GGT en perros podria estar relacionado con las hormonas sexuales. Sin embargo,

requiere de mayores investigaciones.

6.6.2. Colesterol, glucosa, proteinas totales, albumina, globulinas y relacion A/G.

Los valores de las proteinas totales y las globulinas tuvieron un efecto significativo de la
edad, su concentracién incremento con el aumento de la edad. Otros investigadores,
aungue no encontraron una diferencia significativa, reportan una tendencia ascendente en
la concentracién de proteinas totales en suero, ademas al igual que nuestro estudio
mencionan un aumento significativo en la concentracién de globulinas conforme avanza la
edad (Radakovich et al., 2017). Otros investigadores reportan un nivel significativamente
mas bajo de proteinas totales en perros jévenes en comparacion con perros mayores (Lee
et al.,, 2020) es decir que los valores de proteina aumentaron con la edad. El perfil de
proteinas sericas proporciona informacion importante en diversas reacciones inflamatorias
(Yoon et al., 2021). El aumento de las proteinas totales y globulinas, acompafiado de una
disminucion en la concentracion de albumina es una evidencia bioquimica sérica de
inflamacién (Radakovich et al., 2017).

Por otro lado, se observé una tendencia a disminuir con la edad en la concentracion de

albumina, la relacion A/G y glucosa, aunque no se reporté una diferencia significativa.

115



Mientras que algunos investigadores demuestran significativamente que los perros que
envejecen tienen concentraciones séricas de albumina (Chang et al., 2016; Puurunen et
al., 2022; Radakovich et al., 2017; Willems et al., 2017) y glucosa disminuidas (Lee et al.,
2020; Radakovich et al., 2017) este Ultimo sugiere que la competencia de
almacenamiento de glucogeno en el higado o la masa hepética funcional disminuye con la
edad, por lo tanto se atribuye a la disminucién de la concentracion de glucosa. Por otro
lado, la disminucion de las concentraciones de albumina generalmente es causada por
inflamacién aguda, dafio hepético, inanicibn o caquexia, trastornos digestivos o
enfermedades renales (Jania & Andraszek, 2016). En medicina humana un nivel bajo de
albumina predice una masa muscular deficiente y puede aumentar el riesgo de sarcopenia
en los ancianos (Visser et al., 2005). Las proporciones A/G disminuidas resultan de una
reduccion en las concentraciones de albumina y un aumento en las concentraciones de
globulina (Asawakarn & Taweethavonsawat, 2021). En humanos se ha encontrado una
correlacion entre la funcién cognitiva y la relacion A/G sérica en los habitantes mayores
(Maeda et al., 2019). En un estudio anidado de casos y controles en habitantes de Japon,
se inform6 que una relacion A/G sérica baja esta relacionada con el deterioro cognitivo
(Koyama et al., 2016).

También en esta investigacién se observo una tendencia creciente en la concentracion de
colesterol con el aumento de la edad, aunque no se demostr6 una diferencia
estadisticamente significativa. Ademas, se identific6 un efecto estadisticamente
significativo sobre la concentracion del colesterol, al ser mayor en hembras que en
machos. Una investigacion reporto que los niveles de colesterol se elevaron mas
rapidamente después de los 8 afios de edad y que las hembras tenian niveles de
colesterol mas altos que los machos (Puurunen et al., 2022). Un estudio previo también
demostr6 que los perros mayores tienen una mayor concentracion de colesterol
(Radakovich et al., 2017). Esto podria relacionarse con la hiperlipidemia canina, debido a
otros autores diagnosticaron al 33.3% de los perros envejecidos con este padecimiento (K

Kawasumi et al., 2012).

6.6.3. Creatinina y relaciéon BUN/creatinina.

Se observaron diferencias significativas con respecto al tamafio corporal sobre la
concentracion de creatinina y la relacion BUN/creatinina. En los perros de tamafio

pequefio la concentracién de creatinina fue menor en comparacion con los perros

116



grandes. Estudios previos han reportado niveles mas bajos de creatinina en perros
pequefos (Middleton et al., 2017). Mientras que la relacion de BUN/creatinina fue mayor
en perros de tamafio pequefio que en perros grandes. Algunas investigaciones han
comprobado que los perros mas pequefios tienen una TFG mas alta y concentraciones de
creatinina potencialmente mas bajas debido a una masa muscular mas pequefia (N. H.
Bexfield et al., 2008; McKenna et al., 2020). Recientemente se ha demostrado que la
creatinina sérica y el musculo magro se relacionan positivamente en perros clinicamente
sanos (J. A. Hall et al., 2015).

6.6.4. Calcio y fosforo.

Por otro lado, los valores de calcio disminuyeron con la edad significativamente, mientras
gue la concentracién del fésforo incremento con el aumento de la edad de manera
significativa. Otros investigadores encontraron un aumento significativo de calcio y fosforo
sérico en perros mayores en comparacion con los adultos (Lavoue et al., 2014; Lee et al.,
2020; Radakovich et al., 2017). Mientras que otros autores reportan una tendencia
decreciente en los niveles de calcio (Pati et al., 2015). Nuestros resultados podrian
relacionarse con un hipoparatiroidismo que ocurre cuando las glandulas producen muy
poca hormona paratiroidea (PTH), los niveles de calcio en la sangre bajan y los niveles de
fésforo se elevan. Aunque para llegar a este diagnéstico deben de excluirse otras causas
de hipocalcemia, debido a que el hipoparatiroidismo es poco comun en el perro, ademas
es necesario medir la concentracion de PTH, magnesio y vitamina D, que no estuvieron
presentes en este estudio. Algunos autores reportan este padecimiento en el perro,
acerca de su diagnostico y tratamiento (Cardoso et al., 2015). Por otro lado, también
podrian relacionarse con el tipo de alimentacion, debido a que se ha demostrado que las
dietas ricas en fosfatos inorganicos puede conducir a un aumento del fosforo y a una
disminucion de calcio sérico, ademas estas dietas también mostraron un aumento de la

isoenzima 6sea de la FA (Dobenecker et al., 2021).
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CONCLUSIONES

Es claro que el envejecimiento provoca cambios tanto fisicos como funcionales en los
perros, por tanto, es necesario evaluar dichos cambios conforme avanza la edad en el
perro, para mejorar la interpretacion de resultados y de esta manera obtener un
diagndstico y monitoreo oportuno del paciente envejecido. Ademéas, es de suma
importancia comprenderlos, tanto el clinico como el propietario de la mascota, para
ayudar a mejorar la calidad de vida del perro. Y de esta manera obtener un
envejecimiento saludable.

Para que esto sea posible es necesario realizar examenes en el perro envejecido,
gue incluyan el uso de herramientas sensibles y especificas tal como la quimica
sanguinea y la hematologia, que a su vez esta Ultima siempre se debe relacionar con el
frotis sanguineo. Ademas, al obtener un resultado, este debe de ir de la mano con el
examen fisico e historial clinico de cada paciente. Sin mencionar que existen otras
herramientas diagnésticas que pueden aportar informaciéon complementaria de utilidad
tales como la microscopia electrénica de barrido.

Y claro sobra decir que los intervalos de referencia especificos son un recurso que
juegan un papel importante en la interpretacion de los resultados obtenidos, los cuales
son aportados por esta investigacion. Finalmente, podemos decir que se trata de un
conjunto de acciones y herramientas que nos ayude a detectar a tiempo padecimientos en

el perro envejecido.
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ANEXOS

Anexo 1. Deteccion de perros senior y geriatras aparentemente sanos: cuestionario
para propietarios.

1) ¢ Cémo describiria la salud general de su perro? (marque la respuesta correcta).
OMuy buena OBuena ORegular OMala  OMuy mala

2) ¢ Su perro es? OActivo OPasivo (tranquilo/poca actividad)
¢Ha cambiado esto en comparaciéon con hace unos afios? [ONo [Si Si la respuesta es si,
expliqgue en que ha cambiado

3) Entorno de vida (marque la respuesta correcta).
OCiudad OCampo

4) Estilo de vida (marque una o mas respuestas correctas).

OCaminatas diarias OLiberado regularmente en el jardin
OPermanece al aire libre OSolo dentro de la casa
OPuede decidir salir a la calle Ootro: Explique otra opcion

5) ¢ Cuantos paseos hace con su perro y cual es la distancia promedio?
Describa aqui su respuesta.

6) ¢ Ha notado algin cambio de comportamiento? [CINo [ISi Si la respuesta es si, explique en que
ha cambiado
e ¢Con qué frecuencia su perro camina arriba y abajo, camina en circulos y/o deambula sin
direccion o propoésito?
ONunca 01 vez/mes [O1 vez/semana [O1 vez/dia [IMas de 1 vez/dia
e ¢ Con qué frecuencia su perro mira fijamente las paredes o el piso?
ONunca 01 vez/mes 01 vez/semana [O1 vez/dia [IMas de 1 vez/dia
e ;Con qué frecuencia su perro se queda atrapado detras de objetos y no puede moverse?
ONunca 0O1vez/mes 01 vez/semana [O1 vez/dia [IMas de 1 vez/dia
e ¢ Con qué frecuencia su perro no reconoce a las personas o mascotas familiares?
ONunca 01 vez/mes [O1 vez/semana [1 vez/dia [OMas de 1 vez/dia
e ¢ Con qué frecuencia camina su perro contra paredes o puertas?
ONunca 01 vez/mes 01 vez/semana [O1 vez/dia [Mas de 1 vez/dia
e ;Con qué frecuencia se aleja su perro mientras le dan palmaditas o lo evita?
ONunca 01 vez/mes 01 vez/semana [O1 vez/dia [OMas de 1 vez/dia
e ¢ Con qué frecuencia su perro tiene dificultades para encontrar comida que se cae al suelo?
ONunca [1-30% de veces [131-60% de veces [161-99% de veces [Siempre

Para las siguientes preguntas: en caso de que el problema no se presente, por favor marque
‘Lo mismo'.
¢ En comparacién con hace 6 meses, ¢su perro ahora camina hacia arriba y hacia abajo, camina
en circulos y/o deambula sin direccién ni propésito?
COMucho menos OJUn poco menos [OLo mismo OOUn poco mas [OMucho mas
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e En comparacion con hace 6 meses, ¢ es la cantidad de tiempo que su perro pasa activo?
OMucho mas OUn poco mas [OLo mismo OUn poco menos OMucho menos
e En comparacion con hace 6 meses, ¢,su perro ahora mira fijamente las paredes o piso?
OMucho menos OUn poco menos Lo mismo OUn poco mas [OMucho mas
e En comparacién con hace 6 meses, ¢su perro orina o defeca en un area que anteriormente
mantenia limpia?
OMucho menos OUn poco menos Lo mismo [OUn poco mas [CMucho mas
e En comparacién con hace 6 meses, ¢su perro tiene dificultades para encontrar la comida que
se le cay0 al suelo? (Puntuacion x2)
OMucho menos OUn poco menos Lo mismo OUn poco mas [OMucho mas
e Compare con hace 6 meses, ¢SU perro no reconoce a personas 0 mascotas
conocidas? (Puntuacion x3)
OMucho menos OUn poco menos Lo mismo OUn poco mas [OMucho mas

A completar por el \veterinario: Tasa total de disfuncion cognitiva canina =

(Cuestionario basado en Salvin HE, McGreevy PD, Sachdev PS, et al. The canine cognitive dysfunction rating scale
(CCDR): A data-driven and ecologically relevant assessment tool. Vet J 2011; 188:331).

7) ¢Hay otras mascotas en el hogar? Si es asi, ¢.cual y cuantos?
ONo 0OSi Si la respuesta es si, describa cual y cuantos

8) ¢ Su perro come normalmente? ¢Menos 0 mas que antes? Si no es normal, por favor describir.
Describalo aqui.

9) ¢ Su perro bebe normalmente? ¢Menos 0 mas que antes? Si no es normal, por favor describir.
Describalo aqui.

10) ¢Su orina es normal? ¢La posicion es normal? ¢;Ud. tiene la impresion de que es dificil o
doloroso para su perro orinar? Describalo aqui.

11) ¢ La defecacion es normal? ¢ La posicion es normal? ¢ Ud. tienes la impresion de que es dificil o
doloroso para su perro defecar? Describalo aqui.

12) ¢ Su perro ha vomitado recientemente? ONo 0OsSi

¢ Cuando y con qué frecuencia? Describalo aqui.

Descripcién Describalo aqui.

¢ Se dio algun tratamiento, cual? Describalo aqui.

13) ¢ Su perro ha sufrido recientemente de diarrea? CONo 0OSi

¢Cuando y con qué frecuencia? Describalo aqui.

Descripcién Describalo aqui.

¢, Se dio algun tratamiento, cuél? Describalo aqui.

14) ¢ Su perro ha presentado tos, estornudos o secrecion nasal? ONo OsSi
¢,Cuéndo y frecuencia? Describalo aqui.
Descripcion: OProductivo (flemas o moco). OEn reposo.

ONo productivo (seco). ODurante el ejercicio.

¢ Se dio algun tratamiento, cual? Describalo aqui.

15) ¢ Tiene la impresién de que su perro se fatiga mas rapido durante el ejercicio (moderado)?
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ONo [OSi Sila respuesta es si describalo aqui.

16) ¢ Su perro muestra un patrén de respiracion acelerado y/o dificultad para respirar? CONo [OSi
¢ Si es si, cuando? ODurante el descanso ylo ODurante la actividad

17) ¢ Qué comida recibe su perro? (marca + tipo)

OAlimentos comerciales (croquetas):Coloque aqui el nombre comercial.

OComida enlatada: Coloque aqui el nombre comercial.

ODieta casera: Coloque aqui el tipo de comida.

OCarne cruda: Coloque aqui el tipo de carne.

¢, Qué cantidad?: Coloque aqui la cantidad de alimento que consume al dia.

¢ Cuantas veces al dia o es a voluntad propia (Ad libitum)?: Coloque aqui la respuesta.
¢ Cambios recientes en el alimento?: ONo [OSi

¢ Recibe algo extra (premios, carnazas...)?: OONo [OSi

18) ¢ Es estable el peso de su perro? Por favor especifica
ONo [OSi Sila respuesta es no, especifique si ha notado que aumenta o disminuye...

19) ¢ Ha recibido su perro algun medicamento en los Gltimos dos meses?

CONo 0OSi

¢, Qué producto, cuando, cuanto tiempo? Coloque aqui la respuesta.

20) ¢ Se le realizan vacunaciones y desparasitaciones con regularidad? CONo [ISi
¢ Cuando fue la ultima vez? Coloque aqui la respuesta.

21) ¢ Su perro recibe tratamiento contra pulgas, garrapatas,...? ONo OSi
¢Cuando fue la ultima vez? Coloque aqui la respuesta.

22) ¢ Le cepillas los dientes a tu perro? [ONo [OSi

Si es asi, ¢con qué frecuencia? Coloque aqui la respuesta.

23) ¢,Su perro ha estado alguna vez fuera de Aguascalientes? [No [OSi
¢,Donde y cuando? Coloque aqui la respuesta.

24) ¢Tiene su perro algun historial médico importante? (enfermedad, cirugia, trauma,
medicamento)
Coloque aqui la respuesta.

25) ¢ Cuando fue su Ultima visita al veterinario? ¢ Con qué frecuencia lo ve un veterinario?
Coloque aqui la respuesta.

26) ¢, Se ha examinado previamente al perro para detectar hipertension o soplo cardiaco?
OONo 0OSi ¢Cuando? Coloque aqui la respuesta.

¢, Cudl fue el resultado? Coloque aqui la respuesta.

27) ¢, Se ha realizado previamente al perro un andlisis de sangre?

ONo 0OSi ¢Cuando? Coloque aqui la respuesta.

¢, Qué prueba (s)? Coloque aqui la respuesta.

¢, Cudl fue el resultado? Coloque aqui la respuesta.
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28) ¢Se ha realizado previamente una ecocardiografia (ultrasonido de corazén)?
CONo [OSi ¢Cuando? Coloque aqui la respuesta.
¢,Cudl fue el resultado? Coloque aqui la respuesta.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo Escriba aqui el nombre del propietario soy el duefio o representante del duefio de la mascota
Escriba aqui el nombre de la mascota y tengo la autoridad de ejecutar este consentimiento, por
tanto, doy mi autorizacion para que a la mascota nombrada le realicen un examen clinico y le
tomen una muestra de sangre (de vena yugular o cefalica) para realizarle pruebas de laboratorio
(hematologia y quimica sanguinea) de manera gratuita como parte del proyecto de investigacion
de la tesis doctoral de M en C. MVZ Ana Luisa Montoya Navarrete de la Universidad Autbnoma de
Aguascalientes. Yo entiendo que se tomaran las precauciones necesarias para reducir el estrés y
salvaguardar la salud de mi mascota durante el procedimiento, pero entiendo que durante el mismo
mi mascota pueda ponerse inquieta 0 nerviosa y moverse al momento de extraer la muestra de
sangre provocando alguna inflamacién menor o dolor en el area de puncién. En este caso se
aconseja al duefo no jalar de la correa con mucha fuerza (si la muestra se obtuvo de vena yugular)
y colocar compresas frias para ayudar a disminuir la inflamacion (durante 8 a 12 horas). Yo me
comprometo a seguir las indicaciones antes mencionadas.

Mi firma abajo indica que he leido y entendido este consentimiento.

Firma: Escriba aqui el nombre del propietario Fecha
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Anexo 2. Hoja clinica.

NUMERO DE MUESTRA: FECHA:

PROPIETARIO:

DIRECCION:

TELEFONO:

CORREQ:

DATOS DEL PACIENTE

NOMBRE: EDAD: SEXO: H/M RAZA: PESO:

SENAS PARTICULARES:

VACUNACION: SI/NO DESPARASITACION: SI/NO ESTERILIZACION: SI/NO
FECHA: FECHA:
ALIMENTO AYUNO SI/NO PROCEDENCIA
6h 8h otro: RURAL/URBANA
ANAMNESIS:
T° FC PULSO MUCOSAS TLLC seg
FR PALMOPERCUSION REFLEJOT. REFLEJO D. CcC
HIDRATACION LINFONODOS PAL. ABD.

OBSERVACIONES:

ENFERMEDADES O PROCEDIMIENTOS ANTERIORES:
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Anexo 3. Técnica para cuantificacion de la actividad enzimatica de alanino
aminotransferasa.

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

analito.

Curva de calibraciéon de alanina aminotransferasa
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o
o
N
L

0.00-

0 40 80 120
uU/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

numero de lote.

Control Rango
I 42 - 64 U/L
I 113-171 U/L

Procedimiento de la técnica:

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

2. Pipetear 1000uL 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 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 4. Técnica para la cuantificacion de la actividad enzimatica aspartato
aminotransferasa.

Calibracion: Se elabor6 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

numero de lote.

Control Rango
I 50 — 76 U/L
Il 205 — 309 U/L

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo GPT (AST) 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 UJ/L.
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Anexo 5. Técnica para la cuantificacion de la actividad enziméatica de fosfatasa
alcalina.

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

analito.

Curva de calibraciéon de fosfatasa alcalina
0.3 1

R%=0.9893 S

o
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o
iR
L

0 100 200 300 400 500

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

numero de lote.

Control Rango
I 64 — 118 U/L
Il 151 — 281 U/L

Procedimiento de la técnica:

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

2. Pipetear 1000 uL de reactivo mas 25 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 6. Técnica para la cuantificacion de la actividad enzimatica de y-glutamil
transferasa.

Calibracién: Se elaboré 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 kit y

numero de lote.

Control Rango
| 30 — 56 U/L
Il 113 - 169 U/L

Procedimiento de la técnica:

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

2. Pipetear 1000 uL 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 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 7. Técnica para la cuantificacién de colesterol.

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

analito.

Curva de calibracion de colesterol

1.09
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0.0~

mmol/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

numero de lote.

Control Rango
I 122 — 150 mg/dL
Il 270 — 330 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 pyL 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 8. Técnica para la cuantificacién de glucosa.

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

analito.

Curva de calibracion de glucosa
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Absorbancia
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mmol/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

numero de lote.

Control Rango
I 75 - 91 mg/dL
Il 256 — 314 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 pL 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 9. Técnica para la cuantificacién de proteinas totales.

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

analito.

Curva de calibraciéon 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 kit y

numero de lote.

Control Rango
| 3.2-4g/dL
Il 6.1 —7.5g/dL

Procedimiento de la técnica:

1. El reactivo de Proteinas totales Pointe Scientific, Inc. estd listo para usarse.
2. Pipetear 500 pL 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 10. Técnica para la cuantificacion de albumina.

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

analito.

Curva de calibracion de albumina

0.4

R?=0.9782

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 kit y

numero de lote.

Control Rango
| 2.2-2.8g/dL
Il 3.9-4.7 g/dL

Procedimiento de la técnica:

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

2. Pipetear 500uL de reactivo mas 5 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.

6. Por ultimo, se captura el valor obtenido en g/dL y se realiza la conversion a la Ul.
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Anexo 11. Técnica para la cuantificacidén de creatinina

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

analito.

Curva de calibracion de creatinina

0.015y
R?=0.9956

o
o
=
=)

0.0057

Absorbancia

0.000f @7-°

0 50 100 150 200 250
pumol/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

numero de lote.

Control Rango
I 0.75- 1.35 mg/dL
Il 5.38 — 5.92 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. Preparacion del reactivo Creatinina Pointe Scientific, Inc.

2. Pipetear 1000 uL 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.

157



Anexo 12. Técnica para la cuantificacion de BUN.

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

numero de lote.

Control Rango
I 13 -17 mg/dL
Il 47 — 57 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

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

2. Pipetear 1000 uL de reactivo mas 10 yL 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 13. Técnica para la cuantificaciéon de calcio.

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

numero de lote.

Control Rango
[ 8.3 -10.3 mg/dL
Il 12 — 14 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. El reactivo calcio de Pointe Scientific, Inc. estd listo para usarse.

2. Pipetear 1000 uL de reactivo mas 10 pyL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

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

5. Esperar a que el equipo arroje el resultado (2 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 14. Técnica para la cuantificacién de fosforo.

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

numero de lote.

Control Rango
I 3.4 — 4.2 mg/dL
Il 7.5 -9.3 mg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. El reactivo fésforo inorganico de Pointe Scientific, Inc. esté listo para usarse.
2. Pipetear 1000 uL de reactivo mas 20 pyL de muestra en un tubo de ensaye.
3. Mezclar e incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

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

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

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

160



Anexo 15. Técnica para la cuantificacion de hierro.

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

numero de lote.

Control Rango
I 63 — 95 pg/dL
Il 132 — 200 pg/dL

Procedimiento de la técnica:

1. Pipetear 500 puL de buffer mas y agregue 100 pyL de muestra en un tubo de ensaye.
2. Mezclar y agregar 10 uL de reactivo de color incubar durante 10 minutos a 37°C.

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

4. Esperar a que el equipo arroje el resultado (2 segundos).

5. Por dltimo, se captura el valor obtenido en pg/dL y se realiza la conversién a la Ul.
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