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RESUMEN

Esta tesis tuvo como finalidad establecer los intervalos de referencia para los
parametros hematoldgicos (recuento eritrocitario, concentracion de hemoglobina,
hematocrito, volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media,
concentracion de la hemoglobina corpuscular media, recuento plaquetario, recuento
leucocitario, neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y basoéfilos en sus formas
relativa y absoluta) en caninos adultos clinicamente sanos. Ademas se evalug si
factores como género y edad influenciaron en los pardmetros. Se seleccionaron 170
caninos clinicamente sanos, los cuales se clasificaron por género y edad. Ningun
parametro se vio afectado por el efecto del género. Sin embargo, los resultados
obtenidos para el hematocrito evidenciaron una disminucién con la edad, siendo menor
en animales gerontes que en animales adultos y adultos jévenes (P=0,04). El conteo
leucocitario y los neutrdfilos en su forma absoluta se vieron disminuidos en los adultos
con respecto a las categorias adultos jovenes y gerontes (P=0,03). Los monocitos
mostraron un incremento en individuos gerontes con respecto a las categorias
restantes (P=0,04). En suma, el género no mostré ser un factor que provoque cambios
estadisticamente significativos, mientras que la edad afectd distintos parametros,
debiendo ser considerada al momento de interpretar los resultados. A partir de esta
tesis determinamos los intervalos de referencia de hematologia para nuestro
laboratorio, destacando la importancia que esto implica para discriminar salud de
enfermedad; en el diagndstico, evolucion y prondéstico de cualquier patologia sistémica
e incluso para evaluar la respuesta a un tratamiento.

SUMMARY

This thesis aimed at establishing the reference intervals for hematological parameters
(total erythrocyte count, hemoglobin concentration, hematocrit, mean corpuscular
volume, mean corpuscular hemoglobin, mean corpuscular hemoglobin concentration,
platelet count, leukocyte count, neutrophils, lymphocytes, monocytes , eosinophils and
basophils in their relative and absolute forms) in clinically healthy adult canines. It was
also evaluated if factors such as gender and age influenced the parameters. 170
clinically healthy canines were selected, which were classified by gender and age. No
parameters were affected by the effect of gender. However, the results obtained for
hematocrit showed a decrease with age, being lower in elderly animals than in adult
animals and young adults (P = 0.04). The leukocyte count and neutrophils in their
absolute form were diminished in adults with respect to the young and elderly adult
categories (P = 0.03). Monocytes showed an increase in elderly individuals with respect
to the remaining categories (P = 0.04). In sum, gender was not shown to be a factor that
causes statistically significant changes, while age affected different parameters, and
should be considered when interpreting the results. From this thesis we determined the
hematology reference intervals for our laboratory, thus highlighting its importance in
discriminating disease from health; in the diagnosis, evolution and prognosis of any
systemic pathology and even to evaluate the response to a treatment.



INTRODUCCION

El hemograma es una herramienta esencial para discriminar salud de enfermedad, en
el diagnostico, evolucidon y pronéstico de cualquier patologia sistémica e incluso para
valorar la respuesta a un tratamiento. EI mismo consta de dos partes que deben de
realizarse siempre y son igual de importantes. La primera es una parte cuantitativa en
la que se incluye el hematocrito (HTC), el recuento total de eritrocitos (RBC), la
concentracion de hemoglobina (Hgb), el recuento total de leucocitos (WBC), el recuento
diferencial de WBC vy el recuento plaquetario (PLT); obteniendo mediante calculos el
volumen corpuscular medio (VCM), la hemoglobina corpuscular media (HCM) vy la
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM). La segunda es una parte
cualitativa que consta de la evaluacion del frotis sanguineo (Villiers y Blackwood, 2012).
Para interpretar la informacion, el laboratorio clinico se basa en los valores de
referencia, sin los cuales no es posible interpretar los resultados de los diferentes test
de laboratorio (Stockham y Scott, 2008), por lo que los mismos han ganado cada vez
mas importancia en la Medicina Veterinaria (Geffré y col., 2009). En el escenario ideal,
los intervalos de referencia de variables utilizadas en el diagndstico clinico deberian ser
formulados por cada laboratorio debido a que los mismos estan ligados en gran parte a
los equipos y reactivos utilizados, asi como también a la poblacion y al ambiente
(Friedrichs y col., 2012). Generalmente los intervalos de referencia no son 6ptimos ya
gue son creados a partir de un nimero limitado de individuos donde no se tienen en
cuenta los factores que afectan a los intervalos como son la edad, el sexo o la raza
(Willard y Tvedten, 2004). Si el laboratorio no cuenta con intervalos de referencia
propios, debera utilizar valores ya establecidos por otros laboratorios para interpretar
los resultados, lo cual puede llevar a errores diagnésticos (Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013).

A pesar de la confiabilidad de los intervalos de referencia utilizados hoy en dia en el
Laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la
Republica, los mismos fueron creados a partir de una poblacion de referencia diferente,
la cual se encuentra en un ambiente y bajo unas condiciones que no se corresponden
con las de nuestra poblacion canina, sumado a que las muestras fueron procesadas
mediante equipos, reactivos y personal distinto al que se encuentra hoy en dia en
nuestro laboratorio. Por lo mencionado anteriormente nace la necesidad de generar los
intervalos de referencia del hemograma en caninos propios , ya que en la actualidad se
utilizan intervalos de referencia generados en otros laboratorios.

La finalidad de la presente tesis fue determinar los intervalos de referencia del
hemograma en caninos adultos.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Hematologia

Recordatorio fisioldgico

La sangre estd compuesta por una fraccion celular (30-50% del volumen total) en la
cual encontraremos eritrocitos, leucocitos y plaquetas; y por plasma (aproximadamente
50-70%, Cunningham, 2003). El plasma esta constituido en un 92-95% por agua y el
resto por una porcién sélida dentro de la cual encontraremos mas que nada proteinas
(incluidas las de coagulacion como fibrinbgeno), glucosa, electrolitos, urea y otros
compuestos quimicos (Stockham y Scott, 2008).

Tanto los eritrocitos como los leucocitos se generan en la médula ésea, y se
desarrollan mediante mitosis y diferenciacién a partir de una linea comun de células
progenitoras, células madre pluripotenciales indiferenciadas. Las plaquetas o
trombocitos son fragmentos de sus células precursoras, los megacariocitos, que
residen en la médula 6sea y liberan plaguetas al torrente sanguineo. Su funcion es la
de participar en la hemostasia mediante el control de hemorragias (Ettinger y Feldman,
2007).

La sangre en el organismo cumple funciones de transporte de nutrientes como por
ejemplo la glucosa, aminoacidos, acidos grasos y varios lipidos. También interviene en
la eliminacion de desechos como dioxido de carbono, é&cido lactico, desechos
nitrogenados procedentes del metabolismo proteico y calor. A su vez realiza el
transporte de oxigeno, mensajeros quimicos como hormonas, agua y electrolitos. Por
altimo cumple funciones inmunoldgicas (Cunningham, 2003).

Hematopoyesis

La hematologia abarca un amplio rango de temas, incluyendo la hematopoyesis y el
estudio de laboratorio de células hematopoyéticas (Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013). A pesar de que la palabra hematopoyesis significa
formacion de sangre, se debe tener en cuenta que se refiere a la formacion de células
sanguineas maduras: eritrocitos, granulocitos, monocitos, linfocitos y plaquetas. La
formacion de los componentes del plasma dependera de varios factores fisiolégicos y
tejidos diferentes (Feldman y col., 2000).
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Figura 1.Esquema de la produccion de distintas lineas celulares. Fuente: Stockham y Scott (2008).

En los mamiferos, la eritropoyesis comienza en el saco vitelino, para luego darse
también en la zona aorta-gonado-mesonéfrica del embrion. Los sitios de produccion
celular varian durante la vida embrionaria y fetal. El higado y el bazo se convierten en
los oOrganos hematopoyéticos por excelencia hacia la mitad de la gestacion,
comenzando también a esta altura la hematopoyesis a nivel de la médula dsea
(Harvey, 2012).

El sistema hematopoyético esta formado por varios tejidos hematopoyéticos, los
elementos formes funcionales de la sangre y las células progenitoras. Los tejidos
hematopoyéticos, también llamados microambiente hematopoyético, estan dispersos
en la médula 6sea de huesos planos y largos, bazo, higado, linfonodos y timo. El
microambiente hematopoyético se divide en 3 compartimientos funcionales, conectados
y continuos: el de células madres, el de células progenitoras y el de células
precursoras. Durante el pasaje por estos compartimientos se logra el crecimiento y
diferenciacion celular previo a la liberacion a la circulacion (Feldman y col., 2000).

El desarrollo de celular progresa a partir de una célula madre hematopoyética, que
puede someterse a una auto renovacion o diferenciacion en una célula progenitora
multilinaje: un progenitor linfoide comin o un progenitor mieloide comin (Weiss y
Wardrop, 2010). La célula progenitora linfoide coman dara origen a células progenitoras
de linfocitos T y natural killer, mientras que la célula progenitora mieloide comun dara
origen a las células progenitoras de megacariocitos y células eritroides; y por otra parte
a células progenitoras de granulocitos y monocitos (Harvey, 2012). En ultima instancia,
estas células dan lugar a progenitores unilinaje para las células B, células NK, células
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T, granulocitos, monocitos, eritrocitos y megacariocitos. Existen citoquinas y factores de
crecimiento que apoyan la supervivencia, la proliferacion o diferenciacion de cada tipo
de célula (Weiss y Wardrop, 2010).

En la mayoria de los casos, la hematopoyesis ocurre en la médula 6sea. Cuando la
hematopoyesis ocurre fuera de ella, es llamada hematopoyesis extra medular. Este tipo
de hematopoyesis se puede dar en varios sitios, siendo los mas comunes bazo (pulpa
roja) e higado (area portal) (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).
La hipoxia severa es el principal estimulo para la hematopoyesis extra medular (Johns
y Cristopher, 2008).

Morfologia celular

Erythropoiesis

Multipotent
haematopoietic
stem cell

Myeloid
progenitor
Proerythroblast | —~ Enucleation

Bone (pronormoblast) - - "\ .
marrow Basophilic | j 1~
erythroblast g e ‘) :

Polychromatic ()

!

erythroblast - X ‘
Orthochromatic P
erythroblast
(normoblast)  « g
Figura 2. Hematopoyesis. Fuente: Inmunopaedia.org :'yrytc!tl‘{gcn;tae“c o

«2liculocyte) Enythrocyte

Eritrocitos

Morfologia normal

Los eritrocitos caninos son discos bicdncavos de aproximadamente 7 micrOmetros de
diametro, siendo la forma biconcava mas pronunciada que en otras especies, por lo

gue en los frotis sanguineos se puede ver claramente la palidez central ocupando
aproximadamente Vs del diametro celular (Feldman y col., 2000).
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Anomalias eritrocitarias frecuentes

e Policromasia:

Se define como el incremento de globulos rojos
inmaduros en los frotis sanguineos teflidos con
coloracion de Wright o Giemsa, donde se les da el .
nombre de policromatofilos. Estas células presentan ¥
citoplasma de color azulado o rojo-azulado, y su
tamano es mayor que el de un eritrocito maduro. Se
pueden identificar como reticulocitos en extendidos
sanguineos tefiidos con Nuevo Azul de Metileno

(Reagany col., 2008). Figura 3.Reticulocito tefiido con Nuevo Azul
de Metileno. Fuente: Cowell y col. (2009)

Los reticulocitos caninos son del tipo agregado, a
diferencia de los reticulocitos felinos son del tipo agregado y punteados (Cowell y col.,
2009).

Los reticulocitos tefiidos con nuevo azul de metileno presentan granulos oscuros en un
patron lineal, a diferencia de los eritrocitos maduros se tifilen de forma homogénea
(Willard y Tvedten, 2010). Estos granulos forman una especie de red, la cual es
llamada “reticulum”. Estos granulos estan formados por ARN ribosomal y organelos,
como por ejemplo mitocondrias (Reagan y col., 2008).

El método se lleva adelante mezclando una parte de sangre con una 0 una parte y
media de nuevo azul de metileno al 0,5% en solucién salina durante 10 minutos. Luego
se homogeiniza de nuevo y se realiza la extension, que se seca al aire y se examina
con el objetivo para aceite de inmersion (Cowell y col., 2009). Se deben contar por lo
menos 1000 hematies en total y el nUmero de reticulocitos se expresa en porcentaje
(Gregg y Shannon, 2011).

Un recuento de reticulocitos mayor al 50% de lo esperado, pero menor de lo que se
considera adecuado para la especie o la severidad de la anemia representa una
respuesta de la médula ésea inadecuadamente regenerativa. Estas respuestas se
producen en animales con hemorragias o hemdélisis concomitantes con afectacion de la
eritropoyesis en la médula 6sea. En animales que ya han tenido tiempo de responder
(7 dias) pero gue tienen menos del 50% de la respuesta reticulocitaria esperada tienen
una anemia no regenerativa. El porcentaje de reticulocitos se considera inexacto ya
gue, en la anemia, el recuento de eritrocitos maduros tiene reduccion variable, por lo
cual, el porcentaje de reticulocitos sobreestima la respuesta hematopoyética (Cowell y
col., 2009).
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Figura 4. Aumento del porcentaje de reticulocitos relativo segun la gravedad de la anemia, con un recuento de reticulocitos
constante. Fuente: Willard y Tvedten (2004).

Recuento reticulocitario absoluto:

Se calcula multiplicando el porcentaje de reticulocitos por el recuento eritrocitario, de
modo que varia con la gravedad de la anemia y evita la sobreestimacion de la
respuesta hematopoyética. Es el indicador mas confiable de la eritropoyesis y se
recomienda como el mejor indicador individual de regeneracion en perros y gatos
(Willard y Tvedten, 2012).

indice reticulocitario y porcentaje reticulocitario corregido:

Son indicadores alternativos de la produccion reticulocitaria que emplean el hematocrito
en lugar del recuento de glébulos rojos. El porcentaje reticulocitario corregido se ajusta
de acuerdo al grado de anemia y se calcula como PRC= % de reticulocitos X
Hematocrito del paciente / Hematocrito normal. El indice reticulocitario se ajusta de
acuerdo a la vida util de los reticulocitos caninos en sangre periférica y se calcula como
IR= PRC / vida media del reticulocito. En la anemia de gravedad creciente, los
reticulocitos son liberados mas temprano desde la médula ésea y viven mas tiempo en
la sangre, antes de madurar a eritrocitos. En los perros, un indice reticulocitario mayor
de 1 indica anemia regenerativa. Un indice reticulocitario de 3 o mayor sefiala
respuesta regenerativa marcada (Willard y Tvedten, 2012).

Tabla 1. Tiempo de supervivencia de los reticulocitos segun el hematocrito.

Supervivencia
Hematocrito espe.rada c.le los
(%) I’etICuJOCItOS
(dias)
45 1
35 1,5
25 2
15 2,5

Fuente: Willard y Tvedten (2004)
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El error mas comun en la interpretacion de los reticulocitos es concluir que la anemia es
regenerativa basandose en incrementos leves en alguno de los modos de expresar los
reticulocitos (Willard y Tvedten, 2004).

e Esferocitos:

Los esferocitos son eritrocitos que presentan una

reduccién de su superficie, debida a alteraciones a nivel

de membrana. Tienen diametro mas pequefio, color

naranja oscuro y carecen de palidez central (Harvey,

2012). En las éareas gruesas y cerca del borde

festoneado del frotis de sangre, los gldébulos rojos

caninos normales no tienen palidez central y semejan

esferocitos, por lo que debe tenerse especial cuidado. 4
En el borde delgado de los frotis caninos normales, |0S rigura 5.Esferocitos. Fuente: Cowell y col.
glébulos rojos se observan estirados, pierden su formay (2009)

también carecen de palidez central (Willard y Tvedten,

2004).

Los mismos suelen ser vistos en patologias autoinmunes como la anemia hemolitica
inmunomediada y en desérdenes esplénicos (Gregg y Shannon, 2011).

e Acantocitos:

Los acantocitos son glébulos rojos anormales, que
tienen pocas proyecciones separadas irregularmente y
con extremos redondeados. Algunos eritrocitos se
parecen tanto a los acantocitos como a los equinocitos,
recibiendo el nombre de equinoacantocitos (Willard y
Tvedten, 2004).

Los acantocitos se forman cuando hay un exceso de

colesterol en la membrana en comparacion con l0S Figura 6.Acantocitos. Fuente: Cowell y col.
fosfolipidos. Este exceso se puede dar por aumento del (2009)

colesterol en sangre o por una anormalidad en la

composicion del plasma con respecto a las lipoproteinas. También han sido descritos
en perros con alteraciones que generan fragmentacion de eritrocitos como puede ser
hemangiosarcoma, CID o glomerulonefritis (Harvey, 2012).

e Fragmentacion de eritrocitos:

La fragmentacion de eritrocitos puede deberse a v AWk -
trastornos metabodlicos, traumatismos ¢ o o {
intravasculares como la coagulacion intravascular = =& = w R O * ::-)
diseminada (en el cual se forman fibras de fibrina =& -0 Yo M \ 1

. ) 4 - _ k..‘, -



gue rompen los eritrocitos) o deficiencias de hierro (Thrall y col., 2012).

Los fragmentos de globulos rojos pequerios e irregulares se denominan, queratocitos o
células en casco (las cuales tienen 2 prolongaciones con forma de cuerno) y
esquizocitos o fragmentos de globulo rojo, las cuales Figura 7. Fragmentacién de eritrocitos. Fuente:
probablemente provengan de fragmentos de las Cowelly col.(2009)

anteriores (Willard y Tvedten, 2004).

e Leptocitos:

Los leptocitos son globulos rojos flexibles, de mayor tamafio y con una membrana
aparentemente mas fina y con palidez central. Existen 2 tipos de leptocitos, los
codocitos o células en diana y los knizocitos o células en barra (Reagan y col., 2008).
El codocito es una forma comin de leptocito que tiene un pequefio circulo de
hemoglobina en medio del area de palidez central (Willard y Tvedten, 2012). Los
knizocitos presentan una porcion de la membrana la cual divide el area de palidez
central en 2 partes. Se suelen ver junto con los codocitos (Reagan y col., 2008).

El area de palidez central debe ser diferenciada de la hipocromia por deficiencia de
hierro por el espesor y color del margen de hemoglobina y por los indices eritrocitarios.
Los leptocitos presentan un margen de hemoglobina oscuro y ancho, al contrario que
en las deficiencias de hierro (Willard y Tvedten, 2012).

Los leptocitos y los codocitos son hallazgos inespecificos que pueden asociarse con
anemias no regenerativas y enfermedad hepatica o esplénica (Willard y Tvedten,
2004).

e Autoaglutinacion:

Esta alteracion es la agregacion de los globulos

rojos inducida por mecanismos inmunoldgicos que

forma grumos en forma de racimos. La verdadera

autoaglutinacion es equivalente a una reaccion de

Coombs positiva y constituye una fuerte evidencia

de anemia hemolitica inmunomediada (Willard y

Tvedten, 2012). La inmunoglobulina M es la mas

propensa a producir aglutinacion por su naturaleza

pentavalente (Harvey, 2012).

La aglutinacion debe ser diferenciada de 10S Figura 8. Autoaglutinacién. Fuente: Cowell y col.
eritrocitos en pilas de monedas. La formacioén de (2009)

pilas de monedas es la union de glébulos rojos en

cadenas que semejan esta figura (Gregg y Shannon, 2011). Puede diferenciarse
también mezclando la sangre con una cantidad equivalente de solucion fisiolégica. En
el caso de la pila de monedas la aglomeracién sera dispersada por la solucién
fisiol6égica, mientras que en la autoaglutinacion no sucederd la dispersion. La presencia
aislada de pilas de monedas es normal en los perros y mas numerosa en los gatos y
equinos (Willard y Tvedten, 2012). La formacion de pilas de monedas esta asociada al
incremento de proteinas plasmaticas como el fibrindbgeno y las gammaglobulinas. Estas
formaciones son sugestivas de gammapatias; en el caso de los animales con mieloma
multiple casi siempre se ve un incremento en la formacion de pilas de monedas (Thrall
y col., 2012).
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e Cuerpos de Heinz y Excentrocitos:

La lesidbn oxidativa puede conducir a la _—

desnaturalizacién de la hemoglobina, que cuando 0

es importante puede aparecer en forma de e c
cuerpos de Heinz y/o excentrocitos (Cowell y col., ’) O o
2009). Los cuerpos de Heinz son protuberancias D i .Q

Unicas y redondeadas de la membrana de los O -
hematies, normalmente refractiles (Reagan y col., | 0 l,& ) P (-;\
2008). %5 ‘e S
Los cuerpos de Heinz pueden ser mejor = = . D £ -

visualizados con tincion de nuevo azul de Ffigura 9. Cuerpos de Heinz y Excentrocitos.
metileno. Su tamafio es variable dependiendo del Fuente: Cowell y col. (2009)

grado de lesion oxidativa. Los cuerpos de Heinz en

hematies caninos sugieren una crisis hemolitica

(Harvey, 2012).

Los excentrocitos tienen una zona citoplasmatica fantasma excéntrica donde el
citoplasma que permanece se encuentra ligeramente condensado. Ambos se asocian a
ingestion de ajo, cebolla, cinc, cobre o naftaleno, paracetamol, productos con
benzocaina, Propofol, metionina y vitamina K3 (Cowell y col., 2009).

e Cuerpos de Howell-Jolly:

Son inclusiones esféricas azul oscuras a
negras que suelen aparecer individualmente
dentro del citoplasma de los hematies. Son
restos nucleares que no han sido extraidos | &= oioh
apropiadamente durante la maduracion de la | 21/ = Sifeiie <
célula (Harvey, 2012). eritrocito maduro

Existe un numero bajo en animales adultos,
pero una elevada cantidad puede sugerir
anemia regenerativa, disminucion de la
funcién esplénica y/O eritropoyesis anormal Figura 10. Cuerpo de Howell-Jolly. Fuente:
(COWG” Yy col., 2009). www.telmeds.org

e Puntillado baséfilo:

Aparece como un débil moteado en el citoplasma de los hematies de granos finos de
color gris a azul oscuro (Cowell y col., 2009). Tiene una similitud en su forma de tefirse
con los reticulocitos, con la Unica diferencia de que se ven correctamente con tinciones
de tipo Romanowsky y sin embargo no se ve bien definido el puntillado con nuevo azul
de metileno (Gregg y Shannon, 2011). Se define como la agregacién in vivo de los
ribosomas y se asocia con anemias altamente regenerativas en caninos. Cuando se ve
en casos en los que no existe anemia suele sugerir graves intoxicaciones por plomo
(Thrall y col., 2012).
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e Eritrocitos nucleados:

Los rubrocitos y metarubrocitos se observan

ocasionalmente en la sangre de perros sanos. Un é
elevado numero de globulos rojos nucleados se K 3
asocia a animales con anemia regenerativa,

disfuncion esplénica 0 asplenia,
hiperadrenocorticismo, estrés fisiologico grave,

tratamiento con corticoides y mielodisplasia (Harvey, '§ ®

2012). “
) Y

Figura 11. Eritrocitos nucleados. Fuente:

En algunas razas como schnauzer miniatura o teckel .
sp.depositphotos.com

se ha descrito aumentos de glébulos rojos nucleados
en individuos sanos. Si hay mas de 5 hematies
nucleados cada 100 gldbulos blancos se debe sospechar una alteracién en la médula
0sea. En casos de 15 o mas hematies por cada 100 leucocitos lo mas probable es un
dafio grave en la médula, disrupcion de su arquitectura o intoxicaciéon por plomo
(Cowell y col., 2009).

Plaguetas

Las plaquetas no son células completas sino que son partes del citoplasma de células
de mayor tamafo llamadas megacariocitos, por lo que varian en su forma y tamafio. Lo
mas comun es que sean pequefias y ligeramente tefiidas con las tinciones de tipo
Romanowsky (Gregg y Shannon, 2011).

Cuando se encuentran parcialmente activadas
presentan procesos citoplasmaticos que se
extienden desde el cuerpo celular. Pueden
aparecer agregadas o aglutinadas formando una
masa amorfa. Este tipo de formaciones se suele
encontrar en los flecos por lo que si se lee la k-
monocapa solamente puede subestimarse el valor e P o8 »

. Figura 12. Agregados plaquetarios. Fuente:
plaquetario (Cowell y col., 2009). levl\llellycol.?zois)) plaquetarios. T

Cuando existe una alta demanda de plaquetas se pueden encontrar macroplaguetas,
las cuales pueden llegar a medir 5 micrometros de didametro o mas (Reagan, 2008).

Linfocitos

Son el segundo tipo celular mas comidn en sangre

periférica, presentan forma redondeada y son ligeramente

mas pequefios que los neutréfilos (Reagan, 2008). El :
nucleo es densamente tefiido de forma circular a oval y a ' ‘
veces indentado con agregados de cromatina, pudiendo la

misma aparecer en forma difusa. El citoplasma es escaso

y moderadamente azul en tinciones de tipo Romanowsky Ffigura 13. Linfocito. Fuente:
(Cowell y coal., 2009). Cowell y col. (2009)
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Monocitos

Son mas grandes que los neutrdéfilos y similares en
su tamafio a los eosindfilos y los basofilos. El nlcleo
varia en su morfologia, adoptando desde formas en
U a formas multilobuladas irregulares. La cromatina ‘
tiene forma reticular o de corddén, con solo unos
pocos agregados aislados de heterocromatina. El
citoplasma es abundante, de coloraciébn azulada-

grisacea, con una textura de cristal esmerilado, Ffigura 14. Monocito. Fuente: Cowell y
pudiendo  presentar vacuolas. Los bordes col. 2009)

citoplasmaticos suelen ser irregulares y con finas

extensiones como pseudépodos (Cowell y col. 2009).

Neutréfilos

Los neutréfilos segmentados maduros miden entre

unos 10 y 12 micrometros de diametro. El citoplasma

presenta pocos organelos y un gran numero y

variedad de granulos citoplasmaticos (Weiss Yy

Wardrop, 2010). El mismo es claro, de palidamente

eosinofilico a débilmente basofilo con una textura

granular que a veces puede contener una o dos

vacuolas. Su nucleo es alargado y separado en

multiples I6bulos por invaginaciones del borde gigyra 15. Neutrsfilo. Fuente: Cowell
nuclear. La cromatina se organiza en agregados de vy col. (2009)

heterocromatina de tincion morada oscura a negra

separados por areas de eucromatina menos condensada (Cowell y col., 2009). Los
I6bulos nucleares pueden estar simplemente separados por zonas nucleares mas
angostas o por finos filamentos (Harvey, 2012).

Neutréfilos en banda

Tienen un nucleo en forma de U o J con cromatina menos
condensada. A diferencia de los neutréfilos maduros no existe

lobulacion nuclear (Cowell y col., 2009), aunque se pueden

notar leves indentaciones (Reagan y col., 2008). El citoplasma C
es similar al de los neutroéfilos maduros (Cowell y col., 2009).

No existe un criterio estandarizado para definir si un neutrofilo

es segmentado o en banda, y hay casos en los que se genera rigura 16. Neutréfilo en
la duda. En esta situacién se lo toma como un neutrofilo banda. Fuente: Cowell y col.
segmentado ya que son los mas comunes de encontrar (2009)

(Harvey, 2012).

Eosino6filos

Son ligeramente mas grandes que los neutrdfilos. El nulcleo tiende a ser menos
lobulado que el de éstos y su cromatina se encuentra menos condensada (Cowell y
col., 2009). El citoplasma va de claro a levemente baséfilo y contiene abundantes
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granulos rosados, los cuales tienen afinidad por la eosina
y le dan el nombre a la célula. El tamafio, numero y forma

de los granulos varia considerablemente. En ciertos casos a
pueden verse vacuolas en el citoplasma, pero en el caso e '
de los galgos este evento se ve con mayor frecuencia R,

(Harvey, 2012).

Basofilos Figura 17. Eosindfilos. Fuente: Cowell y
col. (2009)

Son los granulocitos mas grandes y menos comunes de

encontrar. El nlcleo tiene menos lobulaciones que otros

granulocitos y es mas alargado. El citoplasma es azul-

grisaceo a levemente purpura y usualmente contiene @ .

granulos (Cowell y col., 2009).

Figura 18. Basofilos. Fuente: Cowell
, . . y col. (2009)
Anomalias leucocitarias frecuentes

e Desviacion a la izquierda:

La desviacion a la izquierda se define como un aumento de formas inmaduras de
neutrofilos en sangre y es un indicador de enfermedad inflamatoria. La diferenciacion
entre un neutrofilo no segmentado o inmaduro (neutrofilos en banda, metamielocitos,
mielocitos, promielocitos y mieloblastos) y uno maduro se realiza mediante la lectura
del frotis. La identificacion de las formas inmaduras es subjetiva y varia segun el
observador. En casos de sepsis o endotoxemia, los neutrofilos evidencian una
maduracion asincronica dificultando la identificacion consistente de los diferentes
estadios de maduracion (Willard y Tvedten, 2012).

Existe una condicion rara llamada anormalidad de Pelger-Huet en la cual existe un
defecto en la segmentacion de los neutréfilos maduros, causando una hipo
segmentacion. Esto da una falsa impresién de desviacion a la izquierda, pudiendo ser
diferenciados de las verdaderas formas inmaduras por las caracteristicas de la
cromatina nuclear y porgue clinicamente no existen alteraciones (Reagan y col., 2008).

Existen 3 tipos de mieloblastos. Los mieloblastos tipo | son células grandes,
redondeadas, con un nucleo oval localizado en el centro de la célula. Los mieloblastos
tipo Il contienen menos de 15 granulos color magenta en su citoplasma. En el caso de
gue se presenten mas de 15 granulos de las caracteristicas antes mencionadas se
clasifica como mieloblasto tipo Ill. Los promielocitos tienen ndcleos redondos a ovales.
Presentan muchos granulos primarios de color magenta incluidos en un citoplasma
levemente azulado (Harvey, 2012). Los mielocitos tienen un nucleo redondeado a oval,
ligeramente excéntrico y aplanado en un lado. Son mas grandes con una ratio nucleo-
citoplasma mayor en comparacion a la mayoria de los leucocitos maduros. El
citoplasma es ligeramente baséfilo y contiene granulos caracteristicos del tipo
leucocitario. Los metamielocitos tienen nucleo en forma de poroto con menos, mas
chicos y mas separados acumulos de heterocromatina en comparacion con los
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neutrofilos en banda y segmentados. El citoplasma varia desde un rosa pélido hasta
basofilo, dependiendo del grado de inmadurez y de la toxicidad (Cowell y col., 2009).

1-Mieloblasto

2y 3- Progranulocito

4y 5- Mielocito

6- Metamielocito

7y 8- Neutrdfilo en banda
9 - Segmentado

Figura 19. Formas inmaduras leucocitarias.

e Neutrofilos toxicos:

Es el cambio morfolégico mas comun en los frotis
sanguineos, indicando un efecto inflamatorio
sistémico sobre la médula ésea. El cambio téxico
significativo en los neutrdfilos indica toxemia y debe
informarse tanto por el ndamero de neutréfilos
afectados como por la gravedad (Cowell y col., 2009).
Se evidencia principalmente mediante vacuolizacion
del citoplasma, intensa basofilia y/o la presencia de
cuerpos de Dohle. Los cuerpos de Dohle son

pequeias e irregulares formaciones de color griS- Figura 20. Neutréfilos téxicos. Fuente:
azulado en el citoplasma, formados por agregados de Willard y Tvedten (2004)

reticulo endoplasmico rugoso (Reagan y col., 2008).

Puede también observarse anormalidades nucleares

como cariolisis, cariorrexis, hipo segmentacién y

binucleacién (Harvey, 2012).

Cuando la toxicidad es leve o pocos neutrdfilos estan afectados, puede no haber
evidencia clinica de toxemia, pero cuando los cambios téxicos son moderados a graves
en muchas células, la toxemia suele tener manifestaciones clinicas evidentes (Cowell y
col., 2009).

Los cambios toxicos mas marcados se deben a toxinas bacterianas, a menudo
relacionadas con enfermedades entéricas (por ej., diarrea por parvovirus) u otras
infecciones por bacterias gramnegativas. Se pueden utilizar las siguientes pautas para
mantener la uniformidad de los informes en cuanto a la cantidad de neutrofilos toxicos
(un 0 a 4% se considera no relevante): escasos, 5-10%; moderados, 11-30% vy
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abundantes, mas del 30%. La gravedad de la toxicidad se define de manera subjetiva.
Los neutrofilos caninos con toxicidad leve solo tienen cuerpos de Dohle, cuyo hallazgo
puede ser irrelevante. La toxicidad mas grave por lo general refleja toxemia clinica y el
prondéstico empeora con el aumento de la toxicidad. Estos animales a menudo tienen
infecciones bacterianas (por ej., enteritis bacteriana gram negativa secundaria a
infeccion con parvovirus) (Willard y Tvedten, 2012).

e Neutrofilos hipersegmentados (desviacion a la derecha):

Son neutréfilos que han permanecido en la circulacién por un
periodo de tiempo prolongado en vez de migrar hacia los
tejidos. Se reconocen como neutréfilos que tienen 5 0 mas
separaciones distintas entre sus l6bulos, pudiendo indicar un
incremento en la circulacion de corticosteroides enddgenos o
exogenos. También se pueden ver en animales con una
marcada neutrofilia asociada a un proceso inflamatorio crénico
(Cowell y col., 2009). Estas células han sido descritas también
en animales con deficiencia en la absorcion de cobalamina Figura 21. Neutréfilo

(Harvey, 2012). hipersegmentado. Fuente:
telmeds.org

e Linfocitos reactivos:

Estos linfocitos aparecen como respuesta a un estimulo D
antigénico. Tienen un tamafo mayor y exhiben una

basofilia citoplasmatica intensa. Pueden ser confundidos |
con monocitos, los cuales tienen un citoplasma mas claro,
o también con células neoplasicas. En caso de que no se
puedan diferenciar se los denomina linfocitos atipicos
(Harvey, 2012). Es frecuente hallar linfocitos reactivos
ocasionales en frotis de sangre, tanto de animales

enfermos como sanos. La presencia de abundantes Figura 22. Linfocito reactivo. Fuente:
linfocitos reactivos en animales enfermos sugiere Cowelly col.(2009)

estimulacion antigénica intensa. El nimero de linfocitos

reactivos no es un indicador confiable de la intensidad de las reacciones inmunitarias.
Los linfocitos reactivos tienden a ser mas numerosos en los animales jovenes (Willard y
Tvedten, 2012).

e [nclusiones leucocitarias:

Normalmente representan material fagocitado,
pudiendo ser otras células, detritos celulares y
organismos infecciosos (Cowell y col.,, 2009). Las
inclusiones de distemper son formadas en las células
precursoras de la médula Osea, viéndose en las
células sanguineas durante la fase aguda virémica
de la enfermedad (Harvey, 2012). Se pueden
observar también morulas de Ehrlichia canis o
Anaplasma phagocytophilum en los leucocitos,

especialmente en los animales con sintomatologia Frigura 23. Inclusion leucocitaria. Fuente:
clinica. Son de apariencia redondeada a oval y de Willardy Tvedten (2004)
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coloracion eosinofilica a basofilica. Los gametocitos de Hepatozoon sp son un raro
hallazgo en sangre periférica. Se hallan en células nucleadas circulantes
(probablemente monocitos). Muy rara vez se encuentran levaduras, hongos u otro tipo
de organismos bacterianos. Si se encuentran en muestras frescas son diagnosticos de
infecciones sistémicas (Cowell y col., 2009).

Hemograma completo

En el hemograma estudiaremos los globulos rojos, glébulos blancos, plaquetas,
anormalidades de la serie roja y anormalidades de la serie blanca, como las descritas
anteriormente. En cuanto a la serie roja evaluaremos el recuento de eritrocitos
(n°/mm?), hematocrito (masa eritrocitaria), hemoglobina e indices hematimétricos,
dentro de los cuales tenemos el volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina
corpuscular media (HCM) y la concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHCM). También realizaremos el recuento y/o estimacion plaquetaria y el frotis
sanguineo. Con respecto a la serie blanca realizaremos recuento de leucocitos
(n°/mm?) y férmula leucocitaria en valores absolutos y relativos (linfocitos, monocitos,
eosindfilos, basofilos y neutrofilos) (Willard y Tvedten, 2004).

Los resultados hematolégicos proporcionados por el técnico son utlizados por el
veterinario como herramientas que, cuando se combinan con la historia, el examen
fisico y otros hallazgos de laboratorio, ayudan a formar un diagnostico. Aunque
ocasionalmente un analisis de sangre arrojara un diagnostico definitivo (por ejemplo,
parasitos sanguineos), la mayoria de los resultados de laboratorio se deben ver como
piezas grandes o0 pequefias de un rompecabezas de diagndstico que se deben
ensamblar.

Los resultados de la hematologia también pueden indicar un curso de tratamiento para
el animal. Un ejemplo de esto es el uso de la hematologia para diferenciar entre la
anemia causada por una hemorragia interna y la causada por la depresion de la
médula 6sea. Otro ejemplo es encontrar organismos infecciosos especificos dentro de
las células sanguineas. Los hallazgos de laboratorio también pueden sugerir otras
pruebas beneficiosas, como una biopsia de médula 6sea (Gregg y Shannon, 2011).

Hematocrito

El hematocrito se define como el porcentaje del volumen sanguineo que comprenden
los eritrocitos, y se puede determinar por la técnica de microhematocrito o directamente
por el equipo automatizado, siendo medido por el volumen de todas los eritrocitos que
fluyen por la apertura de la camara de conteo de globulos rojos (Orpheé, 2014).

El examen macroscopico del plasma en el tubo de microhematocrito permite identificar
ictericia, hemdlisis o lipemia. EI microhematocrito también permite detectar enfermedad
por gusanos cardiacos en los perros, ya que las microfilarias se concentran en el
plasma por encima de la capa flogistica. El volumen celular aglomerado se determina
centrifugando la sangre anti coagulada en un tubo micro capilar durante 5 minutos y a
una velocidad de entre 11.500 y 15.000 rpm para separar las células del plasma. Luego
de la centrifugacion los glébulos rojos se mantendran en el fondo y los glébulos blancos
y las plaquetas aparecen como una delgada linea blanca entre los glébulos rojos vy el
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plasma llamada capa flogistica. Existen diversos dispositivos para la lectura del
microhematocrito. (Willard y Tvedten, 2004).

Hemoglobina

La mayor parte del oxigeno que transporta la sangre (aproximadamente el 98,5%) se
encuentra combinado quimicamente con esta proteina, la cual esta localizada en los
eritrocitos, mientras que el resto se transporta en forma disuelta. Teniendo en cuenta lo
anterior, la capacidad de la sangre para transportar oxigeno se determina por la
cantidad de hemoglobina presente en ella y por las caracteristicas quimicas de la
misma (Cunningham, 2003). En el caso de los equipos automatizados, los mismos
miden la hemoglobina mediante espectrofotometria a 555nm. La hemoglobina es
detectada por la formacion de metahemoglobina en el caso de que la solucion litica
contenga cianuro; o por la formacién de oxihemoglobina en el caso de que la solucion
litica no lo contenga (Orpheé, 2014).

Recuentos celulares

Los recuentos celulares se pueden determinar de manera manual usando un
hemocitometro o mediante instrumentos automatizados. Los equipos automatizados se
basan en el principio Coulter o principio del recuento por impedancia. El mismo se basa
en que las células se encuentran diluidas en una solucion electrolitica y en la
resistencia eléctrica al pasaje de las mismas a través de una apertura (Willard y
Tvedten, 2004). La aplicacion de un vacio en uno de los lados de la apertura permite el
pasaje celular, y el curso constante esta determinado por dos electrodos ubicados a
cada lado de la apertura (Orpheé, 2014). La frecuencia del cambio en la impedancia
indica el numero de células, mientras que la magnitud de este cambio indica el tamafio
celular. La aglomeracion de plaquetas afecta el conteo en todas las especies y
mediante todos los métodos, tanto los manuales como los automatizados. También
ayuda la observacion en el frotis, en el cual veremos los acumulos de plaquetas en el
caso de que la trombocitopenia sea debida a la aglomeracion. Los anticoagulantes
citratados reducen la pseudotrombocitopenia (Willard y Tvedten, 2004).

Recuento de glébulos blancos corregido y recuento absoluto de globulos rojos
nucleados:

Tanto en el recuento manual como en el automatizado el recuento total de glébulos
blancos incluye a los glébulos rojos nucleados, los cuales deben ser descontados del
recuento leucocitario. La correccion se realiza si se detectan mas de 5 glébulos rojos
nucleados cuando se cuentan 100 leucocitos en un recuento diferencial de leucocitos.
El recuento absoluto de glébulos rojos nucleados es la diferencia entre el recuento de
células nucleadas y el recuento de globulos blancos corregidos (Willard y Tvedten,
2004).

indices hematimétricos
Dado que la hemoglobina se localiza en el interior de los eritrocitos, es posible
establecer relaciones clinicamente utiles entre el contenido de hemoglobina en la

sangre, el numero de globulos rojos o la cantidad de hemoglobina en cada eritrocito, y
el hematocrito (Cunningham, 2003).
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Los indices hematimétricos describen el tamafio y el contenido de hemoglobina
promedio de los glébulos rojos. Pueden ser calculados a partir de mediciones directas
(hematocrito, recuento eritrocitario y hemoglobina) o también ser medido directamente
por los contadores automatizados. El VCM indica el tamafio promedio de los glébulos
rojos y se mide en femtolitros (fl). Puede verse aumentado (macrocitosis), normal
(normocitosis) o disminuido (microcitosis). La HCM indica el contenido de hemoglobina
por glébulo rojo promedio. La unidad es el picogramo (pg). Este indice resulta
redundante con el siguiente (CHCM) por lo que suele ignorarse. La CHCM indica la
concentracion de hemoglobina en un glébulo rojo promedio. Su valor se mide en g/dl.
Una CHCM normal o disminuida define a los glébulos rojos como normocrémicos o
hipocrémicos respectivamente (Willard y Tvedten, 2004). Un nivel anormalmente bajo
de CHCM denota un déficit en la sintesis de hemoglobina (no se sintetiza suficiente
hemoglobina para todos los glébulos rojos), mientras que un nivel anormalmente bajo
de la concentraciébn hemoglobina se puede deber a varias causas, como déficit en la
sintesis de hemoglobina, de eritrocitos, dilucion sanguinea o pérdida de glébulos rojos
(Cunningham, 2003).

Los equipos automatizados obtienen estos datos mediante célculos. EI VCM se obtiene
mediante la férmula VCM = (HTCx10)/RBC (Orpheé, 2014). La HCM se determina
HCM = (HGBx10)/RBC, mientras que la CHCM se calcula CHCM = (HGBx100)/HTC
(Orpheg, 2014).

Evaluacion del frotis

En primera instancia debe ser examinado desde la zona mas ancha hacia la zona de
los flecos con un objetivo de 10 o 20x. Con este aumento podremos chequear la
correcta tincion, el grosor general del frotis, las transiciones en el grosor del preparado,
la distribucion celular y la ubicacion de la monocapa. La monocapa se ubica en la mitad
distal del preparado junto al comienzo de los flecos. Es la region donde la evaluacion
celular es mas confiable. La examinacion de los bordes y los flecos a este aumento
puede evidenciar agregacion plaquetaria, células atipicas en cuanto a tamafio o células
gue han fagocitado microorganismos. También nos permite realizar una estimacion del
hematocrito y de la cantidad de leucocitos, que luego deberd ser chequeada. Para
realizar una identificacion de los distintos tipos celulares podemos utilizar objetivos de
40 o 50x. La morfologia celular es evaluada a aumentos desde 40 a 100x (Cowell y
col., 2009).

Posibles artefactos de morfologia celular y tincién:

e Eritrocitos crenados:

En los eritrocitos se pueden observar espiculas cortas,
puntiagudas y uniformemente distanciadas entre si que
protruyen de la membrana celular. Puede ser el resultado
de secar la muestra demasiado despacio 0 de un exceso
de anticoagulante en la muestra. Un depdésito prolongado
de la sangre (mayor a 2 horas), particularmente con | @

EDTA como anticoagulante, puede resultar en la ?E@k?i&.’ Eritrocitos crenados.
crenacion de los eritrocitos (Cowell y col., 2009). Fuente: Cowell y col. (2009)
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e Artefactos relacionados al tiempo:

Figura 25. Artefactos relacionados al
tiempo. Fuente: Cowell y col. (2009)

Se suelen dar en frotis realizados a partir de muestras de
sangre dejadas a temperatura ambiente durante mas de
2 a 4 horas y refrigeradas durante mas de 12 horas. Los
neutréfilos, monocitos, leucocitos inmaduros y
neoplasicos se degeneran antes que otros tipos
celulares. Los nucleos de las células afectadas se veran
condensados y la segmentacion de los nudcleos de
granulocitos sera mas evidente, con solo finales lineas
de cromatina entre los lobulos. Se hace evidente una
basofilia y vacuolizacion del citoplasma de los neutréfilos

y los nucleos de volveran picnoéticos y fragmentados. También podremos observar
agregados plaquetarios en este tipo de frotis (Cowell y col., 2009).

e Nucleos palidos o sin tefiir:

Este artefacto sugiere que el tiempo de tincion fue inadecuado o la tincidon se encuentra
degenerada por el tiempo. En frotis tefiidos con tincion de Wright en los que se
encuentran nucleos palidos con glébulos rojos naranjas o rojos la causa puede ser un
lavado excesivo o un bajo pH del buffer. También en el caso de este tipo de tincion si
encontramos nucleos palidos y globulos rojos de color marrén a verde la causa puede
ser un preparado muy grueso, enjuagado de forma inadecuada o tefiido con muy poco
buffer o de pH muy alcalino (Cowell y col., 2009).

e Artefactos de secado:

Se da cuando un preparado no es secado lo suficiente
antes de tefiirlo. Se reconoce como unas zonas
perforadas en formas redondas o en media luna o
estructuras refractiles como vacuolas. Se puede ver &
tincion condensada en los bordes de las células o en el
fondo del campo entre las células (Cowell y col., 2009).

e Tincion azul general:

Figura 26. Artefactos de secado. Fuente:
Cowell y col. (2009)

Se puede observar en preparados tefiidos con sangre antigua para la cual se utilizd
heparina como anticoagulante y/o expuestos a formalina (Cowell y col., 2009).

e Precipitados de tincion:

Se da principalmente en tinciones de Wright. Se “'
suele dar en tinciones guardadas durante mucho z
tiempo, incubaciones demasiado largas o por y

lavado insuficiente. En el caso de incubaciones %
prolongadas veremos acumulos irregulares y &
dispersos homogéneamente de tincion. En los

otros casos estos acumulos tendran forma

esférica y estaran dispersos al azar (Cowell y col., Figura 27. Precipitado de tincién. Fuente:

2009).

Cowell y col. (2009)
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Estados patolégicos més frecuentes

Relacionados a los glébulos rojos:

e Anemia:

La anemia es un estado patologico que puede cursar con disminucion del conteo
eritrocitario, de la hemoglobina o del hematocrito. Su mayor importancia es una
capacidad reducida de la sangre para el transporte de oxigeno a los tejidos. La anemia
se desarrolla cuando hay uno o méas de los siguientes factores: aumento de la pérdida
de eritrocitos debido a la pérdida de sangre, destruccion acelerada de eritrocitos
(hemdlisis patolégica) y/o disminucion de la produccion efectiva de eritrocitos
(Stockham y Scott, 2008). Clasificaciones de anemias: Se pueden clasificar por
respuesta medular, basandose principalmente en la presencia 0 ausencia de
reticulocitosis en sangre y también por los indices eritrocitarios. Segun la respuesta
medular podemos tener una anemia denominada regenerativa, que cursa con
reticulocitosis (hasta que haya una reticulocitosis 0 aumentos progresivos de
hematocrito, uno no puede asegurar de que la eritropoyesis sera efectiva y la anemia
es regenerativa) 0 una anemia no regenerativa que cursa sin reticulocitosis. En cuanto
a los indices eritrocitarios, este sistema de clasificacion se basa en los valores del VCM
y la CHCM, clasificando las anemias en relacion al tamafo (normocitica, macrocitica o
microcitica) y a la hemoglobina (normocromica, hipocrémica e hipercromica) (Stockham
y Scott, 2008).

e Policitemia:

La policitemia, también denominada eritrocitosis, es un aumento en el recuento de
globulos rojos, el contenido de hemoglobina y/o el volumen en la sangre. Esto haria
suponer que la sangre transporte mas oxigeno, pero a medida que la masa de globulos
rojos (PCV) aumenta por encima del 50%, la oxigenacién del tejido disminuye
rapidamente debido a que ese mayor numero de células aumenta la viscosidad de la
sangre, llevando a un aumento de la resistencia vascular pulmonar vy tisular. Esto
produce un flujo sanguineo lento, reduce el gasto cardiaco y disminuye la oxigenacion
de los tejidos. La policitemia puede ser absoluta, lo que indica un aumento real en los
eritrocitos corporales totales, o relativa, debido a la pérdida de volumen plasmatico sin
pérdida de eritrocitos. La absoluta se puede clasificar en primaria o secundaria, siendo
la primaria muy poco comun debido a que se da por una sobreproduccion no regulada
de globulos rojos en la médula 6sea con un ligero aumento de leucocitos y plaguetas. A
medida que aumenta el volumen de sangre, la presion sanguinea se eleva, y el dafo
vascular y la formacién de coagulos de sangre son comunes. La policitemia secundaria
puede desarrollarse en respuesta a la hipoxia y al estimulo de la eritropoyetina. Esto
puede ser una respuesta fisioldgica, como en el aumento de PCV que se observa
comunmente en animales que viven en la altura. También ocurre como una respuesta
patolégica a cualquier disminucién en el flujo de sangre al rifion, causando una
produccidon excesiva de eritropoyetina. La policitemia relativa es mas comdn y
clinicamente significativa. Esto se ve cuando la masa de glébulos rojos permanece
constante, pero la porcion de liquido de la sangre disminuye debido a la deshidratacion.
Cualquier condicion asociada con la pérdida excesiva de agua, como vomitos, diarrea,
poliuria, sudoracién excesiva o privacion de agua, puede llevar a una policitemia
aparente. Otro mecanismo para este aumento aparente esta relacionado con las
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grandes reservas de globulos rojos que ante situaciones de estrés, excitacion o
ejercicio, se liberan en el torrente sanguineo y la PCV puede aumentar en varios
porcentajes, aunque el numero total de glébulos rojos en el cuerpo no ha cambiado
(Gregg y Shannon, 2011).

Relacionados a los leucocitos:

e Concentraciones anormales de neutrdfilos

o Desplazamiento a la izquierda

Normalmente, las células alcanzan la etapa segmentada "adulta" antes de su liberacion
a la circulacion, aunque se libera un pequefio porcentaje de células en banda. Cuando
hay una pérdida rapida y una mayor demanda de neutréfilos, como en las infecciones y
el dafio tisular, el aumento la tasa de liberacion de la médula 6sea a menudo contendra
un mayor porcentaje de formas inmaduras. Esto se denomina "desplazamiento a la
izquierda", que indica la presencia de células a la "izquierda" del neutréfilo maduro en
el indice de maduracién del neutréfilo de Shilling o en los graficos de la distribucion de
neutrofilos (Gregg y Shannon, 2011).

o Desplazamiento a la derecha

Cualquier neutréfilo con mas de cinco segmentos nucleares se denomina
hipersegmentado y representa un mayor envejecimiento de la célula. La presencia de
un namero excesivo de estas células en la circulacion se denomina cambio a la
derecha. Esto se puede ver cuando el neutrofilo ha permanecido en la circulacion mas
tiempo de lo normal debido a la presencia prolongada de corticosteroides por estrés o
un régimen de tratamiento. La hipersegmentacion también puede verse como un
artefacto en muestras de sangre que se han almacenado durante demasiado tiempo
(Villiers y Feldman, 2012).

e Neutrofilia

Generalmente es patologico y sucede debido a procesos inflamatorios agudos,
pudiendo aparecer por otras causas, como son los efectos (enddégenos o exdgenos) de
los glucocorticoides, procesos inflamatorios cronicos y en algunos estados fisioldgicos
(estrés, ejercicio y excitacion), etc. (Stockham y Scott, 2008).

e Neutropenia

Aparece mas comunmente relacionada a reacciones inflamatorias graves, ya que por la
intensidad del proceso, la migracion de neutréfilos hacia el tejido inflamado supera la
capacidad de liberacion de los mismos. También se puede dar por patologias como
leucemias o por administracion de algunas drogas (tranquilizantes o barbitdricos),
llamandose esta Ultima pseudoneutropenia ya que no responde a un proceso
patolégico (Willard y Tvedten, 2012).
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e Linfocitosis

A menudo estd presente en animales muy jovenes, animales que se enfrentan a
situaciones de miedo o excitacion, o que realizan actividad muscular. Otras causas de
la linfocitosis son la estimulacién antigénica crénica, especialmente por virus, parasitos
sanguineos y post-inmunizaciéon. Se puede observar linfocitosis en la neoplasia linfoide
(leucemia, linfosarcoma) (Stockham y Scott, 2008).

e Linfopenia
Existen diversos procesos que pueden cursar con linfopenia, como por ejemplo la
inducida por corticosteroides o con el estrés crénico. Los virus que suprimen el sistema
inmunitario, la radiacion y la quimioterapia, etc. (Ettinger y Feldman, 2007).

e FEosinofilia

Est4 asociada a la inflamacién en una variedad de tejidos ricos en mastocitos y en
fenomenos de hipersensibilidad (Weiss y Wardrop, 2010).

Relacionadas a las plaquetas:

e Trombocitopenia

La trombocitopenia es la causa mas comun de hemorragias en perros, a pesar de que
en la mayoria de los casos se da una leve trombocitopenia en la cual no se evidencian
signos de sangrado. Existen varias causas de trombocitopenia, entre las cuales
encontramos disminucién de la produccibn por causas infecciosas, toxicas,
farmacoldgicas, neoplasias de médula 6sea, etc. y el aumento en la destruccion de las
plaquetas causado también por procesos infecciosos, inflamatorios o inmunomediados.
También se puede dar un aumento en el consumo de las plaguetas, como es el caso
de la coagulacién intravascular diseminada. Se debe confirmar que la trombocitopenia
es real y no se debe a errores en la toma de muestras, manejo de la sangre o errores
laboratoriales. Los signos clinicos varian segun el grado de trombocitopenia, pasando
desde animales asintomaticos en casos leves de trombocitopenia hasta epistaxis,
hematoquecia, melena, hematuria, hematemesis, petequias cutdneas o hemorragias
equimoticas en casos severos (Willard y Tvedten, 2012)

e Trombocitosis

La trombocitosis puede ser causada por un desorden primario de la médula 6sea o de
forma secundaria por una variedad de enfermedades o estados fisioldgicos.
Generalmente, la trombocitosis se da de forma moderada y asintomatica, pero en el
caso que sea muy severa, se puede asociar con signos clinicos de sangrado o
trombosis (Harvey, 2012).

La podemos clasificar en esencial o reactiva. La esencial es una trombocitosis
persistente primaria debido a un raro desorden créonico mieloproliferativo. Existen otros
trastornos mieloproliferativos que pueden manifestar trombocitosis, como por ejemplo
la policitemia vera, leucemia crénica mielégena y mielofibrosis. La trombocitosis
reactiva o secundaria es un incremento transitorio del conteo plaquetario en pacientes
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que tienen una condicion diferente a un desorden mieloproliferativo. La trombocitosis
fisiologica resulta de la movilizacion de las reservas plaquetarias a nivel esplénico y
extra esplénico (principalmente en pulmones), asociada principalmente al ejercicio y/o
estrés. La trombocitosis reactiva se puede dar por una pérdida periférica de plaquetas,
causada por alteraciones inmunoldgicas, infecciosas, neoplésicas o traumaticas, lo que
va a llevar a un aumento de megacariocitopoyesis. También suele ocurrir en casos de
hipoxemia, ya sea de origen cardiaco o pulmonar. En el caso de la trombocitosis
esencial existe un aumento del compartimiento de megacariocitos en la médula 6sea,
asi como de su tamafio, lo que va a generar un aumento en el nimero de plaquetas
anormales (Feldman y col., 2000).

El conteo plaquetario puede verse elevado en fragmentacién eritrocitaria, fragmentos
citoplasmaticos de células nucleadas, lipemia, bacterias, crioglobulinas o dificultades
técnicas. Por esto es importante examinar los frotis sanguineos para determinar si la
trombocitosis es real (Harvey, 2012).

Intervalos de Referencia
Importancia de los intervalos de referencia

El concepto de valores de referencia fue introducido en la década del 60’ por Grasbeck
y Saris para describir variaciones de los distintos componentes de la sangre, en grupos
de individuos seleccionados segun determinados criterios (Geffré y col., 2009). Los
intervalos de referencia son especificos para cada estudio y grupo de referencia. No
pueden ser transferidos entre laboratorios sin una validacién previa, incluso si los
equipos y las técnicas son las mismas (Latimer, 2011). Teoricamente se deberian
establecer los intervalos de referencia cada vez que se realiza un cambio de
equipamiento o de reactivos (Willard y Tvedten, 2004), pero también se debe tener en
cuenta que el proceso para establecer los intervalos de referencia es dificil, costoso y
consume mucho tiempo, por lo que es poco realista pretender que todos los
laboratorios cuenten con valores de referencia propios cada vez que haya una
renovacion (Geffré y col., 2009).

El principal objetivo de la existencia de los intervalos de referencia es dar significado a
los resultados de laboratorio, debido a que si no sabemos cuales son los valores
“normales” no podremos juzgar el resultado de la prueba para darle su utilidad clinica
(Willard y Tvedten, 2004).

Definiciones de interés

Para comprender mejor se realizaran algunas puntualizaciones:
Se denomina individuo de referencia a un animal seleccionado a partir de criterios
claramente definidos (Stockham y Scott, 2008).

Acorde a lo mencionado por Aguilar y Vives (2006), la poblacion de referencia estara

constituida por un numero variable de individuos de referencia y conformado por
animales saludables y de estado fisiol6gico normal.
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Asi mismo un grupo de referencia, tomando en cuenta la definicion de Stockham y
Scott (2008), sera un numero estadisticamente adecuado de individuos de referencia
gue representaran a la poblacion de referencia, mientras que un valor de referencia es
el obtenido a partir de individuos del grupo de referencia para determinada magnitud
(Aguilar y Vives, 2006).

La distribucién de referencia es la que corresponde a los valores de referencia
(Stockham y Scott, 2008), pudiendo ser paramétricas 0 no paramétricas segun su
ajuste a la campana de Gauss (Aguilar y Vives, 2006).

Se define intervalo de referencia como el intervalo comprendido entre los dos limites de
referencia (incluyendo a los mismos), los cuales corresponden al valor mas bajo (limite
de referencia inferior) y al valor méas alto (limite de referencia superior) del intervalo de
referencia (Stockham y Scott, 2008).

Por lo tanto, los intervalos de referencia son calculados mediante métodos estadisticos
adecuados, a partir de una poblacién de referencia, de una determinada especie para
un determinado test. Por esta razon es que también son nombrados intervalos de
referencia basados en la poblacion (Cornell University College of Veterinary Medicine,
2013).

Etapa preanalitica

En primera instancia se deberan estudiar los factores que pueden generar cambios en
los analitos que estudiaremos. Estos factores pueden ser tanto de variabilidad biologica
como de interferencias que afectan las medidas de los valores; y nos daran los
lineamientos para determinar los criterios de inclusion de los individuos de referencia, la
forma de tomar las muestras, y la manera de manipularlas (Friedrichs y col., 2012).

Estado de salud

En un principio se da por sentado que los individuos de referencia son animales
“sanos”. Esta determinacion puede ser complicada ya que no existe un consenso para
definir y determinar que un animal es sano, por lo que esta apreciacion, ademas de ser
clave, es muy dificil de caracterizar ya que no se cuentan con herramientas para
calificar y/o cuantificar el estado de salud de un animal de forma objetiva (Geffre y col.,
2009).

Los procedimientos para estimar el estado de salud pueden ser definidos de manera
acotada, por ejemplo utilizando la historia clinica y un examen fisico, o de forma mas
amplia incluyendo métodos paraclinicos y otras formas de seguimiento a lo largo del
tiempo (Friedrichs y col., 2012).

Edad, sexo y raza

En animales recién nacidos y jévenes nos encontramos con que los eritrocitos tienen
un mayor tamafio y por lo tanto el volumen corpuscular medio es mayor que en los
adultos. También, en cachorros podemos encontrar el hematocrito y las proteinas
plasmaticas disminuidas y el conteo de reticulocitos elevado, datos que si fuesen
evaluados utilizando intervalos de referencia de animales adultos indicarian una
anemia regenerativa por pérdida de sangre (Willard y Tvedten, 2004). A su vez
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veremos una disminucion en la concentracion de hemoglobina en cachorros hasta la
octava semana de vida (Rosset y col., 2012). En cuanto a las plaquetas, en los
animales jévenes se puede ver un incremento tanto en su nimero como en su tamafio
(Schneider y Mischke, 2016).

En perros gerontes se ha determinado que existe una variabilidad en los parametros
hematologicos, mostrando una tendencia a la baja en cuanto a hematocrito,
hemoglobina y conteo de glébulos rojos; mientras que en el caso del conteo de
glébulos blancos los mismos tienden a incrementar a predominio de los neutrofilos,
existiendo una merma en el niumero de linfocitos y monocitos (Pati y col., 2015).

En el caso de las hembras existen estados fisiologicos como la prefiez, la lactacién o el
mismo ciclo estral que pueden afectar los resultados méas alla de si existe 0 no una
patologia subyacente (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Existen diferencias determinadas por la raza del individuo, como por ejemplo los
caninos de raza san bernardo presentan valores de hematocrito bajos, mientras que los
Greyhound presentan valores de hematocrito por encima de lo establecido como
normal para otras razas (Willard y Tvedten, 2004).

Toma de muestras, manipulacién y transporte

Sin importar la técnica utilizada o el nivel del laboratorio, la obtencion de muestras de
buena calidad y una correcta manipulacién de las mismas es esencial para que los
resultados obtenidos sean confiables (Thrall y col., 2012).

Previo a la toma de muestras se debera identificar al paciente, elegir el material de
puncion acorde al diametro del vaso sanguineo y al tamafio del paciente, elegir el tubo
con el anticoagulante apropiado y rotularlo(Orpet y Welsh, 2011). Previo a la puncion
se realizara la tricotomia de la zona y antisepsia con alcohol etilico al 70%. Se aplicara
un torniquete o presion (dependiendo de la vena elegida) para ingurgitar el vaso, el cual
debe ser retirado luego de la canalizacion venosa (Aguilar y Vives, 2006). EI EDTA es
el anticoagulante recomendado para las muestras hematologicas de rutina ya que
tienden a preservar la morfologia y el detalle celular (Willard y Tvedten, 2012).

Las causas de error mas frecuentes en esta instancia son la utilizacion de tubos o
jeringas sucios, eleccion errébnea o inadecuada proporcibn de anticoagulante,
aplicacion por tiempo excesivo del torniquete, perforacion de la vena con hematoma e
ingreso de factores histicos que aceleran la coagulacién, extraccién lenta con
coagulacion parcial en la jeringa, introduccién de la sangre en el tubo bajo presion y
con la aguja puesta, agitacion excesiva de la sangre en el tubo de recogida con la
consiguiente hemodlisis, agitacion insuficiente en el tubo de recogida produciendo micro
coagulos y errores en la identificacion del paciente (Aguilar y Vives, 2006).

El escenario ideal comprende que la muestra se procese dentro de una hora. En caso
de que no sea posible debemos realizar el frotis y refrigerar la muestra, ya que luego de
mantener la muestra en un tubo con EDTA se podria llegar a deteriorar la morfologia
celular (Thrall y col., 2012). En el caso de que la muestra se mantenga refrigerada,
luego de 24 horas se vera un aumento del hematocrito, conteo de glébulos rojos y una
disminucién en el conteo plaquetario. Teniendo en cuenta que los analitos se
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mantienen dentro de los intervalos de referencia utilizados hasta por 12 horas,
podemos tomar este tiempo como el periodo en que la muestra permanece estable en
condiciones de refrigeracion (Athanasiou y col., 2016).

Interferencias: Hemolisis, lipemia e hiperbilirrubinemia

]

La hemdlisis se refiere a la lisis de los
eritrocitos y la liberaciéon de la hemoglobina,
pudiéndose dar in vivo o in vitro (Thrall y
col., 2012). Esta interferencia puede
disminuir conteo de glébulos rojos, generar
varios artefactos en la morfologia celular e
incrementar la concentracién de sustancias
gue se encuentran presentes dentro de los
eritrocitos, las cuales puede interferir en los
ensayos espectrofotométricos (Willard vy
Tvedten, 2012).

T

También veremos un aumento en la HCM y

CHCM ya que hay una disminucion en los

valores de hematocrito y conteo de globulos

rojos debida a la hemodlisis (Stockham vy - 5 D ¢ Fon

Scott, 2008). Figura 28. Apariencia de distintos tubos de
microhematocrito demostrando (A) Leucocitosis (B)

La Iipemia es un hecho macroscépico Ictericia (C) y (D) Hemdlisis (E) Lipemia. Fuente: Harvey

- : : (2012)

definido como la turbidez y opacidad

blanquecina del suero o plasma, causada

principalmente por altas concentraciones de particulas lipoproteicas de gran tamafio

(Stockham y Scott, 2008). La presencia de esta alteracion puede generar un

incremento en los valores de hemoglobina, CHCM, plaquetas y conteo leucocitario.

Normalmente es el resultado de falta de ayuno, pero también hay varias patologias que

pueden llegar a causarla (Harvey, 2012).

La hiperbilirrubinemia ocurre cuando la produccion de bilirrubina supera a la tasa de
metabolizacion de los hepatocitos, o cuando la metabolizacion por parte de los
hepatocitos supera la tasa de excrecion en bilis (Stockham y Scott, 2008).

El incremento de la concentraciéon de bilirrubina en sangre resulta en un suero de color
amarillento, lo cual puede interferir con los resultados de los ensayos
espectrofotométricos (Thrall y col., 2012).

Etapa analitica

Las muestras de referencia deben ser analizadas de la misma manera en las que seran
analizadas las de los pacientes (Geffre y col. 2009), usando métodos estrictamente
monitoreados y con un adecuado control de calidad. Las condiciones del analisis deben
ser bien definidas para reducir la variacidon que no sea causada por factores intra o inter
individuos. Se debe tener en cuenta que existen variaciones del dia a dia que residen
en el cambio de lotes de reactivos o del personal encargado (Friedrichs y col., 2012).
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En general, los errores analiticos pueden ser disminuidos mediante un correcto
entrenamiento del personal y un estricto programa de control de calidad (Willard y
Tvedten, 2012).

Base estadistica

Los intervalos de referencia son utilizados para describir la dispersion de las variables
en individuos sanos, los cuales son descritos como intervalos de referencia basados en
la poblacion, incluyendo al 95% de la poblacion sana. En primera instancia es
importante la identificacion y la eliminacién de los valores atipicos (outliers) que no
corresponden con la distribucion de referencia e incluyen valores extremos (Friedrichs y
col., 2012). A parte de la observacion del histograma, los métodos més utilizados para
el reconocimiento y descarte de los valores atipicos son el Dixon-Reed’s y Tukey’s
(Geffre y col., 2009).

El primer método examina el valor mas extremo, teniendo un enfoque conservador,
mientras que el segundo puede ser utilizado correctamente en presencia de varios
valores atipicos ya que identifica varios valores atipicos tanto en el extremo inferior
como el superior, tendiendo a favorecer la eliminacion (Friedrich y col., 2012).

Cuando el diagrama de frecuencia de los resultados de las muestras de la poblacion
sana es analizado, muchos de los analitos exhibiran una distribucion Gaussiana. En
estos casos se podra establecer como grupo de referencia a un minimo de 40
individuos de referencia, siendo ideal 100 o mas. Este intervalo se aproxima al intervalo
de confianza de 95%, por lo cual el 95% de los animales sanos muestreados obtendran
valores dentro del intervalo de referencia, estando un 2,5% por encima del limite
superior y el restante 2,5% por debajo del limite inferior (Harvey, 2012).

En el caso de que los resultados muestren una distribucion no Gaussiana y se pretenda
utilizar métodos paramétricos, la informacion debe ser manipulada para aproximar a
una distribucion Gaussiana (Harvey, 2012), ya que hay algunos métodos de
identificacion de valores atipicos y métodos para el calculo del intervalo que son
dependientes de la distribucion. La distribucion de referencia debe ser determinada
examinando el histograma y confirmandola mediante test, que puede ser Anderson-
Darling, Kolmogorov-Smirnov o Shapiro-Wilk (Friedrichs y col. 2012).

Los limites de referencia deberian ser calculados por métodos no parameétricos, pero
en caso de que la informacion tenga o pueda ser transformada a una distribucion
Gaussiana se podra realizar la estimacidén paramétrica (Geffre y col., 2009). El método
estadistico utilizado sera definido principalmente por el numero y la distribucién de los
valores de referencia. Siempre que el tamafio de la muestra lo permita los intervalos de
confianza deben ser calculados para los limites, ya que proveen un estimado de la
certeza de los mismos (Friedrichs y col., 2012). Cuando los resultados del test
presentan una distribucion Gaussiana, y solo en este caso, el intervalo de referencia se
determina por la media +-2 desviaciones estandar (Thrall y col., 2012).
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OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general es determinar los intervalos de referencia propios del Laboratorio de
Andlisis Clinicos de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la Republica para
hematologia en caninos adultos clinicamente sanos.

Objetivos especificos

Determinar los intervalos de referencia para caninos clinicamente sanos, de entre 1y
10 afios de edad, para los siguientes analitos: recuento eritrocitario, hematocrito,
concentracion de hemoglobina, volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular
media, concentracion de hemoglobina corpuscular media, recuento plaquetario y
recuento leucocitario (discriminando neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y
basdéfilos en su forma relativa y absoluta).

Determinar si existen diferencias significativas entre las diferentes franjas etarias y
géneros.

MATERIALES Y METODOS
Criterios de seleccion de los individuos de referencia

Los individuos de referencia fueron caninos clinicamente sanos, de entre 1 y 10 afios
de edad, de ambos sexos y distintas razas; con condiciones corporales 2, 3y 4 segun
la escala de 5 puntos de Royal Canin.

Los animales se categorizaron en 3 subgrupos etarios: 31 Q y 22 & < a 3 afos (adultos
jovenes), 33 Q@ y 29 & > a 3 afios hasta < 7 afios (adultos), 32 @ y 23 & = a 7 afios
(gerontes).

Criterios de exclusion de los individuos de referencia

Se corroboré con el propietario que el animal realizé el ayuno correspondiente, siendo
el mismo de 12 horas de alimentos solidos. También se consultd si se le han
administrado farmacos previamente y si el animal ha estado en situaciones de estrés,
siendo importante ya que estos eventos podrian modificar los resultados de ciertos
parametros por lo que no formaron parte del estudio.

Identificacidn del paciente

Se le asign6 un namero de ficha y se registré la raza, tamafio, condicion corporal, sexo,
edad, nombre y datos del propietario.
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Toma de muestras

Eleccion del Anticoagulante/Tubo:

La sal potasica de EDTA es el Unico anticoagulante quelante (se une a la molécula en 2
0 mas lugares) de calcio y otros cationes bivalentes como magnesio, cobre y plomo,
lighndose al calcio en 6 lugares diferentes (Stockham y Scott, 2008). Se utilizé la sal
potéasica ya que posee mayor solubilidad en sangre (Aguilar y Vives, 2006).

Tiene como ventaja que respeta la morfologia eritrocitaria y leucocitaria, de manera que
permite una demora de 2 horas en la realizacion de la extensién sanguinea después de
la extraccion. También asegura la conservacion de las células sanguineas durante 24
horas si la muestra se mantiene refrigerada, aparte de inhibir la aglutinacion de las
plaquetas (Willard y Tvedten, 2004).

Eleccion del material de puncion:

Se eligio el diametro de la aguja acorde al tamafio del paciente y al diametro del vaso
sanguineo. Normalmente el diametro oscilé entre los 21 y 23 gauge. La misma se
encontro conectada a una jeringa descartable de 5 ml (Orpet y Welsh, 2011).

Puncion Venosa

Las venas de eleccion para la puncién venosa seran la yugular, cefalica y safena
(Orpet y Welsh, 2011). Previo a la puncién se realizé la tricotomia de la zona y
antisepsia con alcohol etilico al 70%. Se aplicdé un torniquete o presion (dependiendo
de la vena elegida) para ingurgitar el vaso, el cual se retirdé luego de la canalizacion
venosa (Aguilar y Vives, 2006). Luego de la puncion se aplicod presion sobre la zona
para evitar la formacion de un hematoma. Al transferir la sangre al tubo se extrajo
previamente la aguja de la jeringa y, una vez destapado el tubo, se introdujo la punta
de la jeringa apoyandola sobre la pared interna del tubo y, mediante una ligera presion
sobre el émbolo, se dejé que la sangre resbale con suavidad a lo largo de la superficie
interna hasta completar la cantidad estipulada para el tubo en cuestion, culminando el
proceso al homogeneizar suavemente la muestra con el objetivo de que la misma entre
en contacto con la totalidad del anticoagulante (Orpet y Welsh, 2011).

Transporte de las muestras

Las muestras fueron transportadas hacia el laboratorio, refrigeradas a 4°C y contenidas
en un recipiente secundario, a parte del recipiente externo, con el objetivo de que la
muestra no entre en contacto directo con los refrigerantes. Fueron acompafnadas de la
ficha de cada individuo.

Ingreso al laboratorio

Se corroboré que las muestras se encuentren en las condiciones adecuadas, teniendo
en cuenta el transporte, interferencias y correcto funcionamiento del anticoagulante.
Luego se les dio ingreso al sistema de registro del laboratorio para realizar la tincion
(May Grunwald - Giemsa), evaluar el extendido sanguineo y analizar la muestra en el
equipo automatizado Mythic 18 vet.
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Realizacion de la extension sanguinea

1.

2.

oo

Homogeneizamos la sangre anticoagulada con un minimo de 10 inversiones o
agitacion suave del mismo durante unos 2 minutos en un homogeneizador.
Colocamos una gota de sangre (2 a 5 microlitros) a 1 cm aproximadamente del
borde esmerilado del portaobjetos.

Colocamos un segundo portaobjetos justo delante de la gota situada en la
superficie del primer portaobjetos, formando un angulo aproximado de 45°.
Desplazamos el segundo portaobjetos hacia atrds hasta que alcance la gota de
sangre.

Si realizamos un angulo superior a 45° obtendremos una extensién gruesa y
corta (Util en pacientes anémicos), mientras que si realizamos un angulo inferior
a 45° la extension resultara larga y fina (Gtil en pacientes hemoconcentrados).
Esperamos que, por capilaridad, toda la sangre se distribuya de forma uniforme.
Deslizamos suavemente y a velocidad moderada un portaobjetos sobre el otro
en sentido longitudinal hasta que la gota quede bien extendida sobre la
superficie del primer portaobjetos formando una fina pelicula.

Si deslizamos a alta velocidad obtendremos una pelicula de mayor grosor,
sucediendo lo contrario si se realiza a baja velocidad.

Secamos la extension durante un minimo de 30 minutos en posicion horizontal a
temperatura ambiente.

Tefiimos las extensiones dentro de las siguientes 24 horas ya que el plasma
presente en la muestra puede interferir en el proceso de tincion y producir un
fondo excesivamente azul (Willard y Tvedten, 2004).

Una buena extension debe tener entre 3 y 4 cm de longitud y presentar 3 areas de
diferente grosor y con distribucién distinta de leucocitos:

Zona gruesa: Inmediata al punto de partida en el que se encuentra gran cantidad
de linfocitos.

Zona fina: Final de la extension (flecos). Aqui se vera gran cantidad de
granulocitos y monocitos.

Zona ideal: Situada entre las 2 anteriores, donde existe un reparto equilibrado de
células (Willard y Tvedten, 2004).

C D
Figura 29. Extension sanguinea. Fuente: Willard y Tvedten (2004).

35



Evaluacién del Frotis

La lectura del frotis se realiz6 con microscopio Olympus CX21.

En primera instancia el frotis fue examinado desde la zona mas ancha hacia la zona de
los flecos con un objetivo de 10 o 20x. Con este aumento pudimos chequear que la
tincion fue correcta, el grosor general del frotis, transiciones en el grosor del preparado,
la distribucién celular y la ubicacion de la monocapa. La monocapa se ubica en la mitad
distal del preparado junto al comienzo de los flecos. Es la region donde la evaluacién
celular es méas confiable (Cowell y col. 2009). La examinacion de los bordes y los flecos
a este aumento puede evidenciar agregacion plaquetaria, microfilarias, células atipicas
en cuanto a tamafio o células que han fagocitado microorganismos. También nos
permite realizar una estimacion del hematocrito y de la cantidad de leucocitos, que
luego debera ser chequeada (Willard y Tvedten, 2004). Para realizar una identificacién
de los distintos tipos celulares utilizamos objetivos de 40 o 50x. La morfologia celular
fue evaluada a aumentos desde 40 a 100x. El conteo celular se realizé utilizando el
objetivo de inmersién (Cowell y col. 2009).

Analisis estadistico

La base de datos fue construida a partir de los resultados obtenidos del procesamiento
de muestras en el Laboratorio de Analisis Clinicos de Facultad de Veterinaria de
UdelaR (n=170), los cuales fueron agrupados por género y edad.

Antes de proceder a estudios de estadistica inferencial, se realiz6 un analisis
descriptivo de la muestra para las distintas variables (RBC, HGB, HCT, PLT, VCM,
HCM, CHCM, WBC, linfocitos, neutrdéfilos, eosindfilos, basoéfilos y monocitos en sus
formas relativas y absolutas) utilizando el complemento estadistico de Microsoft Excel
2010.

Para la mayoria de los parametros, los datos obtenidos presentaron una distribucion
normal, con valores de simetria que oscilan entre -0,5 y 0,5. Sin embargo, existen
variables como VCM, CHCM, monocitos y eosindfilos las cuales presentan valores
tendiendo a la asimetria, pero al ser de tipo humeéricas, continuas y tener un niumero de
muestras mayor a 30 en cada grupo pueden ser tratadas como si tuviesen una
distribucion normal (Alvarez Caceres, 2007).

Con el fin de analizar el posible efecto del género sobre los distintos parametros,
realizamos pruebas estadisticas que se adaptan a dos categorias mediante Microsoft
Excel 2010. En primera instancia, el Test de Fisher para comparar las varianzas y, en
base al resultado obtenido, realizamos el Test de Student que nos permitié determinar
si existen diferencias significativas entre los grupos. En cuanto a las categorias etarias,
se utilizo el test ANOVA, ya que es el indicado para determinar si existen diferencias
significativas entre las tres franjas etarias. Se consideraron valores de p<0,05 como
diferencias significativas, valores de p>0,05 y <0,1 como tendencia y valores de p>0,1
como no significativas.

En base a lo mencionado en cuanto a la distribucion, los intervalos de referencia fueron

calculados como la media + dos desvios estandar utilizando el complemento
estadistico de Microsoft Excel 2010.
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RESULTADOS

Influencia del género y la edad en los distintos analitos
Eritrograma y plaguetas

Recuento eritrocitario

El recuento de glébulos rojos en nuestro estudio no alcanzo la significancia estadistica
en cuanto a las influencias del género, presentando las hembras una media (+ desvio
estandar) de 7,7 + 1,2 x10"%/l y los machos un valor de 7,4 + 1,4 x10™%/ (P=0,11). La
edad no alcanzé significancia estadistica para el RBC. Los individuos menores o
iguales a 3 afios presentaron valores de 7,6 + 1,3 x10%%/, los mayores a 3 afios y
menores a 7 afios 7,7 + 1,3 x10%/l, y los mayores o iguales a siete afios 7,3 + 1,0
x10%%/I (P=0,12).

Hemoglobina

No se encontr6 un efecto significativo del género y la edad sobre los niveles de
hemoglobina sanguinea. Las hembras presentaron valores de 17,94 + 2,44 g/dl y los
machos 17,51 + 2,41 g/dl (P=0,25), mientras que los individuos menores o iguales a 3
afos presentaron una concentracion de hemoglobina de 17,76 + 2,71 g/dl, los animales
mayores a 3 aflos y menores a 7 aflos 18,1 + 2,45 g/dl, y los animales mayores o
iguales a 7 afos 17,35 + 2,07 g/dl (P=0,24).

Hematocrito
Los animales de 7 afios 0 mas presentaron un HCT (%) mas alto que los animales de
3 aflos 0 menos y a los animales mayores a 3 afios y menores a 7 (50.4+7.1, 53.3+8.8

y 54.3+9.2, respectivamente, P<0.05).

Volumen corpuscular medio

No se encontré un efecto significativo del género sobre el volumen corpuscular medio
(P=0,97). La edad no alcanz¢6 diferencias estadisticamente significativas, presentando
los individuos menores o iguales a 3 afios un volumen corpuscular medio de 70,47 +
4,491l, los mayores a 3 afios y menores a 7 afios 70,24 + 4,97f y los individuos
mayores o iguales a 7 afios 69,23 + 4,571l (P=0,24).

Hemoglobina corpuscular media

No se encontré un efecto significativo del género y la edad sobre los valores de la
hemoglobina corpuscular media (P=0,53 y P=0,62).
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Concentracion de hemoglobina corpuscular media

El género no alcanz¢ diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la CHCM,
presentando las hembras un valor de 33,74 + 3,069/dl y los machos una media de
34,07 + 2,71g/dl (P=0,46). La edad mostré una tendencia a presentar diferencias para
éste parametro, el cual es superior en animales gerontes con respecto a adultos y
adultos jovenes. La CHCM de los animales menores a tres afios fue 33,48 + 2,67g/dl, la
de los animales mayores a 3 afios y menores a 7 afos 33,59 + 2,97g/dl y la de los
animales mayores o iguales a 7 afos 34,59 + 2,98g/dl (P=0,08).

Recuento plaquetario

No se encontr6 un efecto significativo del género y la edad sobre el conteo plaquetario.
Las hembras presentaron una media de 240,14 + 89,83 x10%! y los machos una media
de 261,13 + 96,54 x10%1 (P=0,18), mientras que los individuos menores o iguales a 3
afios presentaron una media de 229,64 + 84,25 x10%/1, los animales mayores a 3 afios y
menores a 7 afios 241,27 + 84,15 x10%1, y los animales mayores o iguales a 7 afios
278,43 + 105,52 x10%/1 (P=0,17).

Leucograma

Recuento leucocitario

Los animales mayores a tres afios de edad y menores a siete afios de edad
presentaron valores mas bajos de recuento leucocitario con respecto a las categorias
uno y tres. El WBC de la categoria dos se encontré en 10114 + 2900/ul, mientras que
los conteos de las categorias uno y tres se ubicaron en 11353 + 2408/ul y 11359 +
3405/ul, respectivamente (P=0,03). No se encontro un efecto significativo del género en
el WBC, presentando las hembras un valor de 11084,9 + 3266,45/ul y los machos
10668,24 + 2566,61/ul (P=0,35).

Neutrofilos absolutos

Los animales mayores a 3 aflos de edad y menores a 7 afios de edad presentaron
valores mas bajos de neutrofilos en su forma absoluta con respecto a las categorias
uno y tres. El recuento de neutréfilos de la categoria dos se encontré en 6505,25 +
2377,63/ul, mientras que los conteos de las categorias uno y tres se ubicaron en
7455,42 + 1847,91/ul y 7550,05 + 2758,36/ul, respectivamente (P=0,03).

No se encontr6 un efecto significativo del género en los neutréfilos absolutos,
presentando las hembras un valor de 7196,11 + 2464,32/ul y los machos 7066,07 +
2326,57/ul (P=0,73).

Linfocitos absolutos

No se encontré un efecto significativo del género y la edad sobre el conteo linfocitario.
Las hembras presentaron una media de 2863,51 + 1304,92 /ul y los machos una media
de 2584,15 + 1024,97/ul (P=0,12), mientras que los individuos menores o iguales a 3
afios presentaron una media de 2931,73 + 1300,62 /ul, los animales mayores a 3 afios
y menores a 7 afios 2574,94 + 1228,66 /ul, y los animales mayores o iguales a 7 afios
2747,20 + 1036,64 /ul (P=0,28).
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Monocitos absolutos

La edad tuvo efecto significativo sobre los monocitos en su forma absoluta, mostrando
un aumento a medida que incrementa la edad. Los animales menores o iguales a 3
afios valores de 307,14 = 239,17/ul, los comprendidos entre 3 y 7 afios 343,74 +
223,03/ul y los mayores o iguales a 7 afios 433,21 + 337,33/ul (P=0,04). No se
encontré un efecto estadisticamente significativo relacionado al género. Las hembras
presentaron valores de 375,71 £+ 309,56/ul y los machos 342,55 + 217,80/l (P=0,41).

Eosinodfilos absolutos

No se encontré un efecto significativo del género y la edad sobre los valores de los
eosindfilos en su forma absoluta (P=0,53 y P=0,62, respectivamente).

Neutroéfilos relativos

No se encontré un efecto significativo del género sobre los neutréfilos en su forma
relativa (P=0,72). La edad no alcanzé diferencias estadisticamente significativas,
presentando los individuos menores o iguales a 3 afios un valor de 65,72 + 9,14%, los
mayores a 3 aflos y menores a 7 afios 63,61 + 10,26% y los individuos mayores o
iguales a 7 afos 65,93 + 9,22% (P=0,35).

Linfocitos relativos

No se encontro un efecto significativo de la edad sobre los linfocitos en su forma
relativa (P=0,75). El género no alcanz0 diferencias estadisticamente significativas,
presentando hembras un valor de 26,13 + 8,95% y los machos 24,90 + 9,65% (P=0,39).

Monocitos relativos

La edad tuvo efecto significativo sobre los monocitos en su forma relativa, alcanzando
los animales menores o iguales a 3 afos valores de 2,68 + 1,99%, los comprendidos
entre 3y 7 afios 3,50 + 2,22% y los mayores o iguales a 7 afios 3,80 + 2,62% (P=0,03).
El género mostro una tendencia a presentar diferencias para éste parametro, teniendo
las hembras un valor de 3,41 + 2,50% y los machos un valor de 3,26 + 2,09% (0,055).

Eosindfilos relativos

No se encontré un efecto significativo del género sobre los eosindfilos en su forma
relativa (P=0,77). La edad no alcanz6 diferencias estadisticamente significativas,
presentando los individuos menores o iguales a 3 afios un valor de 6,00 + 3,93%, los
mayores a 3 afios y menores a 7 afios 6,53 £ 4,91% vy los individuos mayores o iguales
a 7 afios 5,42 + 5,08% (P=0,44).
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Intervalos de referencia del 95% para hematologia:

Segun los resultados obtenidos en el apartado anterior, los intervalos de referencia se
presentaran discriminados Unicamente por categoria etaria, ya que el género no
alcanzo diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los analitos.

Los intervalos de referencia del total de la muestra para eritrograma y plaquetas se
resumen en la tabla 2:

Tabla 2. Intervalos de referencia de eritrograma y plaquetas para el total de la muestra

n LIR LSR
RBC x10™ (n°/L) 170 5.16 9.94
Hgb (g/dl) 170 12.90  22.61
HTC (%) 170 35.61  69.85
VCM (f1) 170 60.60  79.40
HCM (pg) 170 19.58  27.81
CHCM (g/dl) 170 2807  39.70
PLT x10° (n°/L) 139 63 436

LIR = Limite inferior de referencia, LSR= Limite superior de referencia, RBC = Eritrocitos, Hgb= Hemoglobina, HTC = Hematocrito,
VCM = Volumen corpuscular medio, HCM = Hemoglobina corpuscular media, CHCM = Concentracion de hemoglobina
corpuscular media, PLT = Plaquetas

Los intervalos de referencia del total de la muestra para leucograma se resumen en la
siguiente tabla:

Tabla 3. Intervalos de referencia de leucograma para el total de la muestra

n LIR LSR
WBC (n°/ul) 170 4942 16865
Neutréfilos (n°/ul) 170 2341 11938
Linfocitos (n°/ul) 170 350 5134
Monocitos (n°/ul) 170 0 908
Eosindfilos (n°/ul) 170 0 1850
Basofilos (n°/ul) 170 0 0
Neutrofilos (%) 170 45.83 84.20
Linfocitos (%) 170 7.08 44.10
Monocitos (%) 170 0 7.99
Eosinofilos (%) 170 0 15.37
Basdfilos (%) 170 0 0

LIR = Limite inferior de referencia, LSR= Limite superior de referencia, WBC = Leucocitos.
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Los intervalos de referencia divididos por categoria etaria para eritrograma y plaquetas
se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 4. Intervalos de referencia de eritrograma dividido por categoria etaria

Categorial Categoria 2 Categoria3

n LIR LSR n LIR LSR n LIR LSR
RBC x10™ (n°/L) 53 5.05 10.13 62 5.15 10.34 55 5.39 9.19
Hgb (g/dl) 53 12.35 23.18 62 13.19 23.01 55 13.21 21.48
HTC (%) 53 35.65 70.90 62 35.91 72.70 55 36.23 64.60
VCM (fl) 53 61.49 79.44 62 60.33 80.23 55 60.09 78.38
HCM (pg) 53 19.25 28.04 62 19.77 27.32 55 19.68 28.14
CHCM (g/dI) 53 28.14 38.82 62 27.65 39.54 55 28.64 40.55
PLT x10° (n°/L) 44 61 398 51 73 410 44 67 489

LIR = Limite inferior de referencia, LSR= Limite superior de referencia, RBC = Eritrocitos, Hgb = Hemoglobina, HTC =
Hematocrito, VCM = Volumen corpuscular medio, HCM = Hemoglobina corpuscular media, CHCM = Concentracion de
hemoglobina corpuscular media, PLT = Plaquetas. Categoria 1 = 1 a 3 afios inclusive, Categoria 2 = mayor a 3 y menor a 7 afos,
Categoria 3 =7 a 10 afios inclusive.

Los intervalos de referencia divididos por categoria etaria para leucograma se resumen
en la siguiente tabla:

Tabla 5. Intervalos de referencia de leucograma divididos por categoria etaria

Categoria 1l Categoria 2 Categoria 3

n LIR LSR n LIR LSR n LIR LSR
WBC (n°/ul) 53 6536 16170 62 4314 15916 55 4549 18171
Neutrdfilos (n°/ul) 53 3760 11151 62 1750 11261 55 2033 13067
Linfocitos (n°/ul) 53 330 5533 62 118 5032 55 674 4820
Monocitos (n°/ul) 53 0 785 62 0 790 55 0 1108
Eosindfilos (n°/ul) 53 0 1551 62 0 1843 55 0 2102
Basofilos (n°/ul) 53 0 0 62 0 0 55 0 0
Neutréfilos (%) 53 47.44  83.99 62 43.09 84.14 55 47.49 84.37
Linfocitos (%) 53 7.58 43.63 62 5.29 47.10 55 8.71 41.07
Monocitos (%) 53 0 6.66 62 0 7.93 55 0 9.04
Eosindfilos (%) 53 0 13.85 62 0 16.36 55 0 15.58
Basdfilos (%) 53 0 0 62 0 0 55 0 0

LIR = Limite inferior de referencia, LSR= Limite superior de referencia, WBC = Leucocitos. Categoria 1 =1 a 3 afios inclusive,
Categoria 2 = mayor a 3y menor a 7 afios, Categoria 3 = 7 a 10 afios inclusive.
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En la tabla 6 se presentan los resultados obtenidos en nuestra tesis comparados con los intervalos de
referencia utilizados por nuestro laboratorio en la actualidad.

Tabla 6. Intervalos de referencia utilizados actualmente comparados con los intervalos
de referencia obtenidos

Bibliografia Internacional Resultados Obtenidos
LIR LSR LIR LSR
RBC x10%2 (n°/L) 5.5 8.5 5.16 9.94
Hgb (g/dl) 12 18 12.90 22.61
HTC (%) 37 55 35.61 69.85
VCM (fl) 60 77 60.60 79.40
HCM (pg) 19.2 24.5 19.58 27.81
CHCM (g/dl) 31.9 35.9 28.07 39.70
PLT x10° (n°/L) 200 900 63 436
WBC (n°/ul) 6000 17000 4942 16865
Neutrdéfilos (n°/ul) 3000 11400 2341 11938
Linfocitos (n°/ul) 1000 4800 350 5134
Monocitos (n°/ul) 150 1350 0 908
Eosindfilos (n°/ul) 100 750 0 1850
Basdfilos (n°/ul) 0 0 0 0
Neutrofilos (%) 60 77 45.83 84.20
Linfocitos (%) 12 30 7.08 44.10
Monocitos (%) 3 10 0 7.99
Eosindfilos (%) 2 10 0 15.37
Basofilos (%) 0 0 0 0

LIR = Limite inferior de referencia, LSR= Limite superior de referencia, RBC = Eritrocitos, Hgb = Hemoglobina, HTC =
Hematocrito, VCM = Volumen corpuscular medio, HCM = Hemoglobina corpuscular media, CHCM = Concentracién de
hemoglobina corpuscular media, PLT = Plaquetas, WBC = Leucocitos.
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DISCUSION

Este trabajo permitié generar los intervalos de referencia para hematologia propios del
Laboratorio de Andlisis Clinicos de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la
Republica, y a su vez crea la posibilidad de contrastar los hallazgos con los valores
presentados por la bibliografia internacional para hematologia canina.

La presente tesis ha aportado informacion respecto a como puede afectar la edad del
individuo en las mediciones de distintos analitos en caninos clinicamente sanos.

Edad
Eritrograma y plaguetas

El aumento de la edad se asocio con una disminucion del HTC, siendo la media de los
animales gerontes (mayores o iguales a 7 afos) inferior a la obtenida para los animales
adultos jovenes (menores o iguales a 3 afos) y para los animales adultos (mayores a 3
y menores a 7 afos). Este hallazgo concuerda con lo descrito por Pati y col. (2015) y
por Jangsangthong y col. (2012). Si bien, era de esperar que el RBC y la Hgb
presentaran una tendencia similar, por su relacion con el HTC, en nuestro estudio estos
analitos no mostraron diferencias significativas, pero debemos tener en cuenta que el
valor de p obtenido para el recuento eritrocitario esta al limite de mostrar tendencia a
presentar diferencias (P=0,12). Jangsangthong y col. (2012) describen una disminucion
del recuento eritrocitario y la hemoglobina en la categoria etaria de cinco a diez afios
con respecto a las anteriores; en este sentido, Pati y col. (2015) encontraron una
disminucién en el RBC y hemoglobina en animales gerontes, atribuyéndolo a una
disminucién en la eritropoyesis y en la funcion de los eritrocitos causada por depresion
de la médula ¢sea, enfermedad renal crénica (disminuyendo la produccion de
eritropoyetina) y/o deficiencia de cobre (mineral esencial en la estructura de la
hemoglobina). Existen otros trabajos que encontraron diferencias significativas en
cuanto al conteo eritrocitario y a la concentracion de hemoglobina, pero estas
diferencias fueron encontradas principalmente durante los primeros meses de vida,
normalizando sus valores sobre el afio (Khan y col., 2011; Rizzi y col., 2010). Teniendo
en cuenta que los individuos de referencia en nuestra tesis son mayores a un afo, se
puede atribuir a este factor las diferencias con ambos trabajos.

En cuanto a los indices hematimétricos, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas para el VCM y tampoco para la HCM, sin embargo la CHCM mostré una
tendencia a presentar diferencias entre grupos (P=0,08), obteniendo los animales
mayores 0 iguales a 7 afos, valores superiores que los animales mas jovenes.
Considerando que la férmula para calcular este analito es CHCM = (HGBx100)/HTC
(Orpheé, 2014) y los animales mayores o iguales a 7 afios presentaron un HTC
disminuido con respecto a las otras categorias etarias, estos resultados eran
esperables.

Schneider y Mischke (2016) y Brenten y col. (2016) sefialan que existen diferencias
entre edades con respecto al conteo plaquetario, al contrario de los resultados
obtenidos en este estudio. Estas diferencias se ven en su mayoria en los primeros
meses de vida, lo que explicaria la discordancia entre trabajos, teniendo en cuenta
nuevamente los criterios de inclusion de los individuos de referencia. Por otro lado, hay
autores que concuerdan con nuestros resultados para el recuento plaquetario
(Jangsangthong y col., 2012; Pati y col., 2015, Weiss y Wardrop, 2010). Si tenemos en
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cuenta los valores obtenidos en nuestra tesis para este parametro, notamos que existe
una tendencia al aumento del recuento plaquetario con la edad, concordando con el
trabajo realizado por Bossa-Miranda y col. (2012) en el cual realizaron subgrupos
etarios de uno a tres afios inclusive y de tres a seis afos, notando un valor mayor en el
segundo grupo con respecto al primero.

Leucograma

En nuestra tesis encontramos diferencias en el conteo absoluto de leucocitos y
neutréfilos entre los animales adultos con respecto a los restantes grupos. Los valores
obtenidos para ambas variables fueron inferiores en adultos en comparacion con las
otras dos categorias estudiadas. El mayor recuento encontrado en animales jovenes
concuerda con lo reportado por otros autores en la bibliografia internacional (Brenten y
col. 2016; Jangsangthong y col., 2012; Olayemi e Ighagbon, 2009). En este mismo
sentido, en los trabajos presentados por Cornell University College of Veterinary
Medicine (2013) y Villiers y Blackwood (2012) relacionan el mayor recuento de
leucocitos y neutrofilos en animales jovenes a la edad de maduracion, estando ésta
influenciada por la talla canina y pudiendo alcanzar los valores normales recién a los
dos afos de edad. En base a lo sefialado anteriormente, si bien en nuestro estudio no
se utilizaron animales menores a un afo, la diferencia entre los adultos jovenes y los
adultos puede ser explicada por la inclusién de animales que todavia no alcanzaron la
madurez. ElI mayor recuento de leucocitos y neutréfilos en los animales gerontes
observado en nuestra tesis concuerda con los resultados obtenidos por la bibliografia
internacional (Pati y col., 2015; Ranjan y col., 2010). A pesar de que es una premisa
gue los individuos seleccionados sean sanos, este criterio es dificil de objetivar, ya que
pueden haber varias maneras de definir a un animal como “sano” (Geffré y col. (2009).
En este sentido, en nuestra tesis definimos como animal sano al que se encuentra en
un correcto estado clinico, pudiendo existir patologias que cursan de forma subclinica,
como ser nefropatias hepatopatias o patologias articulares, las cuales nos pueden
generar un proceso inflamatorio llevando a un aumento de los valores de estos
parametros. Se debe tener en cuenta que en la etapa preanalitica existen factores
como el estrés y el miedo que pueden provocar una liberacion de cortisol en sangre, lo
gue provocara un cambio directo en la serie blanca (leucograma de estrés), que
concuerda con el aumento de glébulos blancos y neutréfilos (Harvey, 2012; Weiss y
Wardrop 2010).

En nuestra tesis obtuvimos un aumento en el nimero de monocitos a medida que los
animales envejecen, lo cual concuerda con lo descrito por Goldston y Hoskins (1995).
Este aumento puede ser explicado por la mayor frecuencia de procesos inflamatorios
cronicos que cursan de manera subclinica en animales gerontes (Nelson y Couto,
2010). En contraposicion a nuestros resultados, Pati y col. (2015) y Jangsangthong y
col. (2012), describen una disminucién en los monocitos con el avance de la edad.

Género

Concordando con lo descrito por en trabajos publicados en la bilbiografia internacional
(Bossa-Miranda y col., 2012; Brenten y col (2016); Khan y col., 2011; Olayemi e
Ighagbon, 2009; Tesser y col., 2016), no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre géneros para los parametros hematoldgicos estudiados en esta
tesis. Sin embargo, Jangsangthong y col. (2012) encontraron que los valores de la
CHCM son mayores en hembras que en machos; mientras que Choi y col. (2011)
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describen que en perros de la raza Beagle el conteo plaguetario es ligeramente mayor
en hembras que en machos, aunque se debe tener en cuenta que en este trabajo de
los individuos involucrados tuvieron entre 5 y 9 meses de edad. Schneider y Mischke
(2016) encontraron diferencias entre géneros para el recuento plaquetario, obteniendo
valores superiores en hembras que en machos.

Comparacion con los intervalos de referencia publicados en la bibliografia
internacional

Como se describe en la tabla 3, de nuestro estudio se desprende que para el caso del
RBC, la hemoglobina, el hematocrito, los indices hematimétricos y el ndmero de
eosindfilos, el limite superior de referencia obtenido (LSRO) se encuentra por encima
del limite superior de referencia publicado por la bibliografia internacional (LSRI),
incluyendo a los intervalos de referencia utilizados en nuestro laboratorio. En lo que
refiere al recuento plaquetario, el limite superior de referencia publicado en la
bibliografia internacional varia considerablemente entre autores (Cornell University
College of Veterinary Medicine, 2013; Cowell y col., 2009; Harvey, 2012; Lumsden y
col., 1978; Weiss y Wardrop, 2010; Willard y Tvedten, 2004).

Eritrograma y plaguetas

En relacion a las diferencias observadas para el RBC, la Hgb y el HTC, podrian
explicarse por la influencia de factores fisiologicos (miedo, estrés, estado reproductivo,
ejercicio, etc.), enfermedades subclinicas y el estado nutricional (Weiss y Wardrop,
2010). Considerando que los indices hematimétricos son calculados a partir de los
valores de RBC, la HGB y el HTC, es de esperarse que sus LSRO también se vean
alterados.

El LSRO del conteo plaquetario se encuentra muy por debajo del LSRI (435.520/ul vs
900.000/ul respectivamente). Por otro lado, Feldman y col. (2000) proponen un LSR de
500.000/ul, valor que se encuentra cercano al LSRO. EI LIRO se encuentra por debajo
de lo estipulado por la bibliografia internacional en general. Estas diferencias
encontradas al comparar con la bibliografia internacional pueden ser explicadas por los
métodos utilizados por la Universidad de Cornell para la formulacion de los intervalos
de referencia, los cuales desconocemos, y por factores como la edad, sexo y raza de
los individuos de referencia, tamafio y caracteristicas de la muestra, procedimientos
estadisticos y factores pre-analiticos y/o analiticos.

Leucograma

La diferencia encontrada en el valor del LSRO de los eosinofilos podria deberse a
factores ambientales, ya que los animales no se encuentran en un ambiente
controlado, pudiendo estar expuestos a alérgenos y cargas parasitarias que aumenten
esta poblacién celular (Weiss y Wardrop, 2010).

Si bien cada laboratorio deberia generar sus propios valores de referencia, no siempre
es posible y se utilizan aquellos reportados en la bibliografia internacional. En nuestro
pais, hasta el momento los laboratorios veterinarios no contaban con rangos de
referencia propios para hematologia. Este trabajo permiti6 que el Laboratorio de
Andlisis Clinicos de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la Republica cuente
con intervalos de referencia especificos para cada uno de los analitos mencionados
anteriormente.
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CONCLUSIONES

El uso de intervalos de referencia especificos de nuestro laboratorio constituye una
herramienta indispensable para una correcta evaluacion de los resultados
hematoldgicos, un diagnéstico, evolucion y prondstico certero de cualquier patologia
sistémica; principalmente debido a la existencia de diferencias en distintos intervalos de
referencia con respecto a la bibliografia internacional.

En este sentido, los intervalos de referencia especificos de edad permiten evaluar por
separado las distintas categorias etarias y tener en cuenta las variaciones que
existieron entre ellas para los distintos analitos. El hematocrito disminuye con la edad,
siendo menor en animales gerontes que en animales adultos y adultos jovenes. El
conteo leucocitario y los neutréfilos en su forma absoluta se ven disminuidos en los
adultos con respecto a las categorias adultos jovenes y gerontes. Los monocitos se ven
incrementados en individuos gerontes con respecto a las categorias restantes.

No correspondid generar intervalos de referencia especificos de género ya que no
existieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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ANEXOS
Anexo 1: Ficha de identificacion del paciente.
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Figura 30. Ficha de identificacion

Anexo 2: Escala de Condicién Corporal.

Condicion
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Figura 31. Escala de condicion corporal



