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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar los intervalos de referencia (IR) de
bioquimica en perros adultos clinicamente sanos para el Laboratorio de Analisis
Clinicos de Facultad de Veterinaria. Fueron utilizados en este estudio un total de 213
perros, 121 hembras y 92 machos, de 1 a 10 anos, divididos en 3 franjas etarias, y
de diversas razas. Los analitos estudiados fueron: Urea, Creatinina, Foésforo, LDH,
CPK, AST, Glicemia, Albumina, Globulinas, Proteinas totales, ALT, FAS, Bilirrubina
total, GGT y Calcio. Estos analitos fueron procesados por el equipo Wiener Lab
CB350i. Para el analisis de datos estadisticos primariamente se eliminaron los
valores atipicos y luego mediante estadistica descriptiva obtuvimos los intervalos de
referencia. Se evaluaron las posibles diferencias estadisticas que podrian estar
presentes dependiendo de la edad (test ANOVA) y del sexo (test Student). Los
resultados evidenciaron que el sexo influydé en los valores de Glicemia y GGT. Con
respecto a las edades en los valores de la GGT, mostré ser menor en adultos mas
jévenes en comparacion con los adultos y gerontes (P= 0,03) y en cuanto al sexo, es
mayor en los machos (P=0,0045). Las Globulinas se vieron aumentadas con la
edad, con respecto a las demas categorias (P=0,062). La Glicemia mostré ser mas
elevada en machos (P=0,03).

Nuestro trabajo concluyd, contemplando algunas diferencias observadas, que los
intervalos estimados para nuestro laboratorio se asemejan a los consultados por la
bibliografia internacional. Ademas, se resalta la importancia de haber obtenido para
el Laboratorio de Analisis Clinicos contar con valores propios obtenidos a partir de
una poblacién de caninos local y en condiciones ambientales propias.

SUMMARY

The objective of this work was to determine the reference intervals of biochemistry in
clinically healthy adult dogs for the Laboratory of Clinical Analysis of the Veterinary
Medicine School. A total of 213 dogs, 121 females and 92 males, 1 to 10 years old,
divided into 3 age groups, and of various breeds, were used in this study. The
analytes studied were: Urea, Creatinine, Phosphorus, LDH, CPK, AST, Glycemia,
Albumine, Globulins, Total Proteins, ALT, FAS, Total bilirubin, GGT and Calcium.
These analytes were processed by the Wiener Lab CB350i team. For the analysis of
primary statistical data, outliers were eliminated and then through descriptive
statistics we obtained the reference intervals. Possible statistical differences that
could be present specific to age (ANOVA test) and sex (Student test) were
evaluated. The results showed that sex influenced the values of Glycemia and GGT.
With respect to the ages in the GGT values, they were lower in younger adults in
comparison with adults and elderly (P = 0.03) and in terms of sex, it is higher in



males (P = 0,0045) Globulins were increased with age, with respect to the other
categories (P = 0,062). Glycemia was shown to be higher in males (P = 0,03).

Our work concluded, contemplating some observed differences, that the estimated
intervals for our laboratory resemble those consulted by the international literature. In
addition, we highlight the importance of having obtained for the Clinical Analysis
Laboratory having their own values from a population of local canines and in their
own environmental conditions



INTRODUCCION

En el pasado el término “valores normales” se utilizaba frecuentemente para
caracterizar los valores de individuos sanos. Sin embargo, la palabra “normal’
conduce a confusidn, ya que, en el contexto de la quimica clinica representa tanto al
individuo normal (sano) como a la distribucién normal (Todd,1984; Solberg, 1987).

Algunos autores fueron los responsables de redefinir los términos para darle un
enfoque mas acertado. Martin (1975), reviso las bases matematicas de las primeras
aplicaciones de los valores normales. Tanto Galen (1977) como Grasbeck (1969)
proponen utilizar el término valores de referencia como alternativa a “valores
normales” y recomendd la abolicion de este ultimo ya que resulta ambiguo e
imposible de definir (Todd, 1984).

Debido a la concientizacion en cuanto a los cambios biolégicos existentes en los
individuos en procesos tanto fisioldgicos como patoldgicos, surge como requisito una
interpretacion mas precisa y comprensible. Tomando en consideracién esos
procesos, se Vio la necesidad de evaluar la generacion y aplicacion de los intervalos
de referencia que fueran apropiados para una variedad de situaciones. Por lo tanto,
es una tarea importante para los quimicos clinicos y hemat6logos proporcionar
valores de referencia confiables (Solberg,1987).

Los valores de referencia, que primariamente fueron introducidos como una filosofia,
han ganado aceptacion universal como una de las herramientas mas poderosas de
la medicina laboratorial para auxiliar en el proceso clinico de toma de decisiones
(Geffré y col., 2009)

Idealmente, los intervalos de referencia deben ser establecidos por cada laboratorio,
ya que dependen del equipamiento y reactivos utilizados. Por este motivo, los
intervalos de referencia pueden variar considerablemente de un laboratorio a otro.
Cuando la especie en cuestion no tiene un intervalo de referencia basado en la
poblacion establecidos por el propio laboratorio, tenemos que confiar en la
informacion publicada si la hubiera, como guia para interpretar los resultados
(Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Motivados por esa necesidad, surge la iniciativa de establecer en la presente tesis
los intervalos de referencia propios para el Laboratorio de Analisis Clinicos de
Facultad de Veterinaria de la UdelaR. Identificando la importancia que estos
adquieren, basados en una poblacién canina local, utilizando equipamientos propios,
con métodos y reactivos especificos. Logrando de esta forma mejorar su eficiencia y
una mayor calidad para el servicio veterinario.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Intervalos de referencia

Concepto

El concepto de valores de referencia fue introducido en 1969 por Grasbeck y Saris
para describir las fluctuaciones de las concentraciones de analitos en la sangre en
grupos de individuos bien caracterizados. Se pretendia reemplazar un concepto mas
ambiguo de valores normales (Geffré y col., 2009).

Los valores de referencia pueden definirse como un grupo de valores de una
cantidad medida obtenida a partir de un grupo de individuos (o de un solo individuo)
en un estado definido de salud (Todd, 1984).

Intervalos de referencia:

Es el intervalo que esta comprendido por un limite inferior y superior de referencia,
en el cual estos valores se encuentran incluidos (Stockham y Scott, 2008; Solberg
1987). Thrall los define como valores que abarcan la media del 95% de una
poblacion de animales aparentemente sanos. De esta definicibn se desprende
inherentemente que el 2.5% de la poblaciéon saludable tendra valores fuera de
ambos lados de la media del 95%, lo que sugiere que son anormales (Thrall, 2012).

Nomenclatura: otros términos y definiciones de importancia.

Individuo de referencia: es aquel animal seleccionado, utilizando criterios bien
definidos, para ser evaluados posteriormente, en los que se asume que son sanos.
Aunque la definicion de salud sea dificil de determinar, se deben usar criterios de
inclusién y exclusién precisos para aproximarnos a este estado (Geffré y col., 2009).

Poblacién de referencia: es un grupo que contiene todos los posibles individuos de
referencia (Geffré y col., 2009).

Grupo de muestra de referencia: es un numero adecuado de animales
seleccionados para representar a la poblacién de referencia (Geffré y col., 2009).

Distribucién de referencia: es la distribucién de los valores de referencia. (Geffré y
col., 2009).

Limites de referencia: son valores que se derivan de la distribucién de referencia y
tienen propdsitos descriptivos (Geffré y col., 2009).

Valor _observado: o resultado obtenido de un paciente, es el valor que vamos a
comparar con los valores de referencia, distribuciones de referencia, limites de
referencia e intervalos de referencia (Geffré y col., 2009).

La necesidad de intervalos de referencia

Los intervalos de referencia son parte de las pruebas de laboratorio y herramientas
que tiene el clinico para la toma de decisiones médicas, ya sea para instaurar un
tratamiento y/o para establecer un diagndstico. Es por esto que la correcta
elaboracion y analisis de los intervalos de referencia es sumamente importante
(Friedrichs y col., 2012; Horn y Pesce, 2003).
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Uso y propésito

Inicialmente se debe definir el propdsito y el uso previsto de los valores de referencia
que se van a producir. Por lo general se colectan dichos valores de referencia para
permitir la evaluacidn de valores obtenidos en una situacion determinada. Los
procedimientos para la produccion de estos, deben estar en relacidon con este
propésito y deben ser dependientes al tipo de cantidad medida. Existen factores
tales como: variaciones no patoldgicas, la relacion costo beneficio tanto clinica como
laboratorial, que van a influir en el procedimiento y uso de los valores de referencia
(Solberg, 1987).

Seleccion de individuos de referencia

En un principio debe ser definido el criterio de salud para poder establecer la
poblacion de referencia. Esta poblacién, representara a los animales a partir de los
cuales seran analizados los IR. Se deben realizar procedimientos para determinar si
los individuos se encuentran en un estado de salud adecuado. Estos pueden incluir,
un examen fisico y una detallada historia clinica del paciente, o realizar
procedimientos mas extensos como el andlisis de materia fecal, estudios de imagen,
etc. Los criterios de exclusion deben ser definidos para saber cuales seran los
animales que no vamos a incluir en el estudio. Algunos criterios de inclusion y
exclusién también pueden funcionar como criterios de agrupacion (por ejemplo,
edad, sexo o estado reproductivo), que permiten unos intervalos de referencia mas
refinada dentro de los subgrupos (Friedrichs y col; 2012).

Los métodos estandares para determinar intervalos de referencia indican que la
poblacion de referencia deberia ser de al menos 120 individuos sanos, y utilizando
un método no paramétrico con un 95% de nivel de confianza (Horn y col; 2003).

Una forma de mejorar la utilidad de una prueba en este contexto de diagndstico es
estratificar la poblacién de referencia en subgrupos de acuerdo con variables (por
ejemplo, edad, sexo, raza, etc.) que se sabe que producen una diferencia
significativa en los valores de la prueba. Dentro de un subgrupo, el analito mostrara
menos individualidad, y los intervalos de referencia del subgrupo seran mas
estrechos y, por lo tanto, mas propensos a detectar la enfermedad temprana, ya sea
en un modo de monitoreo o deteccion (Gallum G y col. 2008).

Variables que afectan los resultados

Las variables que afectan los resultados pueden clasificarse como preanaliticas,
analiticas y post analiticas.

La preparacién de individuos de referencia, la recoleccién, el manejo y el
procesamiento de muestras deben realizarse de manera estandarizada vy
consistente (Friedrichs y col; 2012).

Interferencias preanaliticas

Son variables asociadas con el paciente, la recoleccion de muestras y el manejo de
las mismas (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).
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Durante el manejo de las muestras pueden ocurrir diversos errores, dentro de los
cuales se encuentran: el incorrecto etiquetado y transcripcion de muestras, uso y
proporcion inadecuada de anticoagulante, transferencia traumatica de sangre a
tubos que causan hemodlisis. Las condiciones inadecuadas de almacenamiento
durante el transporte al laboratorio, o antes del analisis, también provocaran
alteraciones de la muestra (Thrall, 2012).

La hemodlisis, la lipemia y el aumento de la bilirrubina sérica pueden afectar los
resultados de los ensayos bioquimicos. Estas pueden semi cuantificarse (leve,
moderada, marcada) evaluando visualmente la muestra o cuantificandola con
analizadores automaticos (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

FIGURA 1. HEMOLISIS, LIPEMIA E HIPERBILIRRUBINEMIA DE IZQUIERDA A DERECHA. FUENTE THRALL (2012).

La hemdlisis es la lisis de los eritrocitos y la liberacion de hemoglobina, esta puede
ocurrir en la sangre circulante, durante o después de la extraccién de sangre. Una
muestra hemolizada generalmente se debe a una recoleccion o manipulacion
inadecuada de esta. La hemdlisis puede alterar los resultados del ensayo por
interferencia de color con los métodos espectrofotométricos (Thrall, 2012).

La lipemia causa turbidez visible del suero, a menudo haciéndolo opaco a la luz
transmitida. Esto puede darse en pequenos animales cuando no se les ha realizado
el ayuno apropiado antes de la extraccion de sangre. También puede ocurrir en
sindromes hiperlipidémicos. Esta interferencia con la transmision de luz puede
afectar los ensayos espectrofotométricos. También puede dar como resultado una
dilucion aparente de sustancias normales (p.ej., electrolitos) en el componente
acuoso del suero, lo que resulta en concentraciones falsamente disminuidas (efecto
de exclusion ionica).

El aumento de las concentraciones séricas de bilirrubina da como resultado un suero
de color amarillo mas oscuro que lo normal. Este aumento de color puede interferir
con los resultados de los ensayos espectrofotométricos.

Las posibles alteraciones en los resultados de la bioquimica causadas por la
hemolisis, la lipemia y la hiperbilirrubinemia varian segun la sustancia que se analiza
y el método utilizado para el ensayo en si. Los laboratorios de referencia
generalmente pueden proporcionar informacién especifica sobre los efectos de las
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variables antes mencionadas en los resultados de las pruebas. Del mismo modo, los
fabricantes pueden proporcionar esta informacién para los laboratorios (Thrall,
2012).

Interferencias Analiticas

Son factores que influyen en el procedimiento analitico, como la precision y la
exactitud del equipo utilizado (Thrall, 2012).

Interferencias post analiticas

Esto implica las diferentes formas en que los datos del laboratorio se presentan,
almacenan y transfieren al médico (Cornell University College of Veterinary
Medicine, 2013).

Procedimientos analiticos

Las muestras deben analizarse utilizando métodos que se controlan rigurosamente
con procedimientos de control de calidad apropiados. Las condiciones para el
analisis deben estar bien definidas para reducir la variacion que no se deba a
variabilidad inter o intra individual. Sin embargo, la variacién que forma parte de las
operaciones diarias, como los cambios en los lotes de reactivos y el personal
técnico, debe integrarse en los estudios de IR siempre que sea posible para
aproximarse a las condiciones normales de trabajo. El laboratorio debe establecer
una politica de presentacién para las muestras de estudio de IR y los criterios de
rechazo debido a la mala calidad de la muestra. Los resultados deben monitorearse
en tiempo real para que se puedan detectar errores y cuando sea posible volver a
medirlos; esto evitara el rechazo excesivo de muestras al reducir el niUmero de
posibles valores atipicos. Los detalles de los métodos analiticos, incluida la marca y
el modelo del analizador, asi como la fuente de los reactivos y los materiales de
control de calidad, deben registrarse (Friedrichs y col; 2012). La evaluacion del
desempeno analitico es una parte integral del desarrollo del método, la validacion de
este y el Control de calidad en laboratorios de diagndstico (Kjelgaard-Hansen; 2010).

Analisis estadistico

Existen varios métodos estadisticos para establecer intervalos de referencia. El
método de usar la media + dos desviaciones estandar (2 £DS) se usoé histéricamente
para definir la mediana del 95% de la poblacién analizada, pero esto solo es valido si
los resultados de la prueba tienen una distribucion normal o gaussiana. Hoy por hoy
se piensa que la mayoria de los datos de pruebas de laboratorio no se distribuyen
normalmente. Una solucién simple es derivar intervalos de referencia utilizando una
técnica no paramétrica. Con los métodos no paramétricos, todos los valores de
prueba estan ordenados por rango, se eliminan los valores atipicos vy, a
continuacion, el 95% intermedio de los resultados de la prueba define el intervalo de
referencia. Como ejemplo, para una poblacién de 120 resultados ordenados por
rango, se eliminan los 3 mas bajos y los 3 mas altos (2.5% x 120 = 3) y los
resultados restantes definen la mediana del 95% de la poblacién. Algunos valores de
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la poblacion de la muestra aparentemente sana podrian ser marcadamente mas
altos 0 mas bajos que la mayoria de los otros valores. Estos valores extremos se
conocen como Vvalores atipicos y son probablemente indicativos de enfermedades
ocultas. Si se incluyen valores atipicos en los valores muestreados cuando se
calculan los intervalos, estos ampliaran los intervalos de referencia, o que hara que
la prueba sea menos sensible para la deteccion de animales no sanos (Thrall, 2012).

Existen otros métodos para la deteccion de valores atipicos que son comunmente
utilizados en los estudios de IR. Son el rango estadistico de Dixon23 y el algoritmo
de Horn que usa las cercas intercuartilicas de Tukey24 (Friedrichs y col; 2012)

La experiencia clinica también debe usarse para determinar cuando retener o
eliminar ciertos valores (Friedrichs y col; 2012).

Principios de la bioguimica sanguinea

Las interpretaciones de los resultados de las pruebas de bioquimica nos proveen
informacion acerca de varios 6rganos del cuerpo y nos brindan pistas o incluso son
una herramienta definitiva a la hora de concluir un diagndstico. Deberiamos
interpretar estas pruebas siempre en conjunto con los datos del paciente (historia,
signos clinicos, resultados de otras pruebas diagndsticas), con el fin de tener un
panorama completo y certero de este (Cornell University College of Veterinary
Medicine, 2013).

Los veterinarios utilizan la quimica clinica y otras pruebas de laboratorio para
diagnosticar enfermedades, monitorear la progresion de la enfermedad o la
respuesta a la terapia, y para detectar la presencia de una enfermedad subyacente
en animales aparentemente sanos. Los laboratorios de patologia clinica ofrecen una
amplia variedad de pruebas de quimica clinica para este fin (los laboratorios difieren
en la combinacion de pruebas y paneles de pruebas que se ofrecen a sus clientes).
Estos perfiles incluyen pruebas de uso rutinario que se usan con frecuencia para
ayudar al veterinario a evaluar la presencia de enfermedades en la mayoria de los
sistemas corporales (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

La capacidad de interpretar datos de laboratorio se basa en el conocimiento sobre
los mecanismos fisioldgicos que subyacen en cada prueba. Esto permite reconocer
los efectos de las enfermedades en los resultados obtenidos. Si se realizan
correctamente las pruebas de laboratorio, la interpretacion de los datos puede
proporcionar informacion importante sobre las enfermedades y las respectivas
opciones terapéuticas (Thrall, 2012).

Interpretaciéon de resultados

Para facilitar la interpretacion, las pruebas de bioquimica se pueden agrupar en
funcion del sistema corporal o del proceso fisiolégico. Agrupar las pruebas, es la
mejor manera de interpretar los datos de bioquimica, ya que permite el
reconocimiento de patrones. También puede ayudar a detectar la presencia de
enfermedades en ciertos sistemas del cuerpo.

La siquiente es una forma de agrupar las distintas pruebas:
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Minerales
Calcio

Alrededor del 99% del calcio se encuentra como hidroxiapatita en el hueso, y el 1%
restante en suero o plasma. Este mineral, esta particularmente involucrado en la
funcién muscular y nerviosa (canales de calcio). Los principales 6rganos implicados
en la homeostasis del calcio, son el intestino y los rifilones, y las principales
hormonas para la regulacion de su metabolismo son la hormona paratiroidea (PTH),
1,25 dihidroxivitamina D (1,25(OH)2D3) y la calcitonina. El calcio ionizado libre o el
calcio unido al anion se filtra a nivel renal, a través del glomérulo. La mayor parte del
calcio filtrado (alrededor del 60%) se reabsorbe en los tubulos contorneados
proximales junto con el sodio, esta se realiza de forma pasiva. El control de la
excrecion renal se produce en la extremidad ascendente del asa de Henle (25%) y
los tubulos distales (alrededor del 10-15%), que contiene receptores para PTH,
vitamina D y calcitonina. La PTH estimula la resorcion de calcio y la excrecion de
fosfato, mientras que la vitamina D estimula la absorcidén de este a nivel intestinal

Aumentos: Hipercalcemia

- Artefactos: la elevada concentracién de bilirrubina es una de las principales
interferencias descritas por Willard y Tvedten, asi como también lo es la
lipemia y la deshidratacion.

- Farmacos: vitamina D, estrégenos, progesterona, etc.

- Patofisioldgicas; tumores (linfosarcoma, leucemia linfocitica, mieloma
multiple, adenocarcinoma mamario, etc. Causas menos frecuentes,
hiperparatiroidismo primario, falla renal crénica, hipoadrenocorticismo,
hipervitaminosis D.

Disminuciones: Hipocalcemia

- Drogas: anticonvulsivantes, glucocorticoides, administracion de fosfato
intravenoso.

- Patofisiologicas: tetania puerperal, falla renal aguda vy cronica,
hipoparatiroidismo primario. Por lo general presentan una disminucion
conjuntamente con la albumina (Willard y Tvedten, 2013 Cornell University
College of Veterinary Medicine, 2013; Thrall, 2012).

Fosforo

El fosfato corporal total se encuentra principalmente en el hueso (80-85%), con
cantidades mas pequenas en el musculo y el liquido extracelular (<1%). El fosfato es
el principal anién intracelular. Este interviene en muchos procesos celulares. Es un
componente de la capa fosfolipidica de la membrana celular, proteinas metabdlicas
(por ejemplo, ATP, vias glicoliticas), etc. El fosfato se libera del hueso por la accion
de la hormona paratiroidea (PTH), que al mismo tiempo libera calcio. La liberacion
Osea es promovida por la acidosis, a través de la estimulacion de la PTH. Es
absorbido en el intestino delgado (especialmente el yeyuno) por difusion pasiva y
activa vinculada a los transportadores de sodio. La absorcion se ve aumentada por
el bajo contenido de calcio en la dieta, el aumento de la acidez de la dieta, la
hormona del crecimiento y la vitamina D. La absorcion disminuye por los niveles
bajos de vitamina D, calcio y fosfato en la dieta y otros compuestos como el hierro y
el aluminio (por ejemplo, antiacidos). En cuanto a la excrecion, este se excreta
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principalmente en la orina (60-90%) en animales monogastricos, y el resto se
secreta en las heces (30-40%). EI mecanismo principal para regular el fosfato en el
cuerpo de los animales monogastricos es regular la cantidad excretada en la orina
(principalmente a través de la PTH).

Aumentos: Hiperfosfatemia

- Artefactos: la hemdlisis puede causar un falso aumento dado por la liberacion
de fosfato organico intracelular en globulos rojos, el cual se degrada con el
almacenamiento a fosfato inorganico.

- Fisiologicas: existe un aumento postprandial luego del consumo de carne.
Animales mas joévenes presentan valores mas altos que adultos.

- latrogénicos: con la administracion de compuestos o fluidos con altas
concentraciones de fésforo.

- Patofisioldgicas: la mayor causa de elevacion de este analito es debido a una
baja tasa de filtracién glomerular por insuficiencia renal. Una mayor absorcion
por parte del intestino y por la translocacion entre compartimentos intracelular
hacia el extracelular.

Disminuciones: Hipofosfatemia

- Farmacos: drogas que aumente la diuresis con pérdida de fosfato a través de
la orina (corticoides, diuréticos).
- Patofisioldgicas: no son comunes las disminuciones de este ion en pequefios
animales. En el caso de que esto ocurra puede deberse a:
e Disminucién de la absorcién intestinal: ya sea por deficiencia de vitamina
D, o por pérdidas gastrointestinales tales como diarrea y vomitos.
¢ Aumento de la excrecion urinaria.
e Hiperparatiroidismo primario por un aumento de excreciéon dado por la
PTH elevada.
e Hiperadrenocorticismo: puede causar hipofosfatemia ya que los
corticoides estimulan la perdida de fosfatos por via renal (Willard y
Tvedten, 2013; Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Metabolismo Proteico

Las proteinas representan una gran cantidad de las sustancias disueltas en
plasma/suero. Estas proteinas son un grupo muy heterogéneo de mas de mil
proteinas individuales, con una variedad de funciones que incluyen el mantenimiento
de la presidn oncdtica, el transporte de sustancias, la coagulacién, etc. (Cornell
University College of Veterinary Medicine, 2013).

Albumina

La albumina es una proteina globular con un peso molecular de 66-69,000 Dalton, la
cual se sintetiza en el higado y se cataboliza en diversos tejidos,
los cambios en la concentracion de esta pueden ser selectivos afectando
unicamente a esta o pueden verse afectadas la albumina y las globulinas.

Aumentos: Hiperalbuminemia

- Artefactos: es mayor en plasma heparinizado, lipemia, marcada
hieperglicemia e hiperbilirrubinemia, azotemia, y severa hipernatremia e
hipercloremia (Willard, Tvedten, 2012).

- Fisiologicas: La pérdida de fluidos que por lo general también se asocia con el
aumento de globulinas
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- Drogas: se observo un aumento con la administracion de corticoides.
- Patofisioldgicas:
e La causa mas comun de su incremento es la deshidratacion o la
contraccion del volumen secundaria a una pérdida de fluidos.
e La disfuncién adrenal (Cortright y col; 2014)
e Carcinoma hepatocelular (Cooper y col, 2009).

Disminuciones: Hipoalbuminemia

- Fisioldgicas: administracion excesiva de fluidos.
- Patofisiologicas:

e Disminucion de la produccion de albumina por: malnutricion,
malabsorcién, maldigestion, falla hepatica crénica, respuesta de
reaccion de fase aguda dada por traumas, inflamacion, neoplasias.

e Debido a un aumento de presidén oncética (hipertension portal, falla
cardiaca derecha).

e Disminucion de la albumina dada por pérdidas: enteropatia perdedora
de proteinas, hemorragias (casi siempre se acompafa de pérdidas de
globulinas), glomerulopatia perdedora de proteinas, dermopatias
exudativas severas.

e Secuestro de albumina en cavidades corporales (peritoneo, pleura).

e Si la disminucion es unicamente de albuminas se deberia investigar la
funcién renal ya que se podria asociar a dano glomerular (Willard,
Tvedten, 2012).

Globulinas

Las globulinas son un grupo heterogéneo de proteinas de tamafo variable, pero
generalmente mas grandes que la albumina. Distintos tipos de globulinas estan
presentes en el plasma incluidas las inmunoglobulinas (por ejemplo; IgG, IgM, I1gA),
proteinas de complemento, factores de coagulacion, diferentes enzimas, proteinas
que transportan lipidos, vitaminas, hormonas, hemoglobina extracelular e iones
metalicos (hierro y cobre). La mayoria de las globulinas se producen en el higado
con excepcion de las inmunoglobulinas (anticuerpos) que se producen en los tejidos
linfoides. Las globulinas generalmente se clasifican como alfa, beta o gamma en
funcion de su movilidad electroforética (Thrall, 2012).

El valor de las globulinas se mide mediante la diferencia de proteinas totales vy
albumina (Globulinas= Proteinas totales —Albumina). El principio de este método de
cuantificacion es el hecho de que todas las proteinas séricas, excepto la albumina,
se consideran globulina. (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Aumentos: Hiperglobulinemia

Las globulinas totales pueden aumentar en cualquiera o todas las fracciones segun
lo determinado por electroforesis.

- Artefactos: lipemia, hemdlisis (Willard, Tvedten, 2012; Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013).
- Drogas: Los corticosteroides en los perros causaran un pico agudo casi
monoclonal en la region a-2 debido al aumento de la haptoglobina (Cornell
University College of Veterinary Medicine, 2013).
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- Patofisiologicas:

e Las alfa globulinas aumentan en reaccion de fase aguda en enfermedades
virales, bacterianas, traumaticas, necrosis, neoplasia e inflamacién. Tienden a
permanecer elevadas en condiciones inflamatorias crénicas asi como también
en sindrome nefrético.

e La fraccion beta aumenta en situaciones tales como: inflamacion, enfermedad
hepatica activa, dermopatias supurativas, sindrome nefrético.

e Las gama globulinas aumentan basicamente en condiciones donde existe
respuesta inmune activa resultando en gammopatias policlonales. También
se ven aumentos de esta fraccion cuando existen neoplasias (mieloma
multiple, linfoma, plasmacitoma extramedular).

Disminuciones: Hipoglobulinemia
Patofisiologicas:

o Enteropatias perdedoras de proteinas.

e Hemorragias (estaran disminuidas en igual proporcion las albuminas).

e Dermopatias exudativas.

¢ Hipogammaglobulinemias hereditarias.

e Inmunodeficiencias adquiridas.

e Enfermedades infecciosas (por ejemplo, Distemper).

e Enfermedades parasitarias (por ejemplo, Toxoplasmosis) (Willard, Tvedten,
2012; Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Proteinas totales

Las proteinas totales son la concentracion de la suma de todas las proteinas séricas
individuales (g / dL).

Relacion albuminal/globulina

La proporcién de albumina globulina (A: G) es la proporcion de albumina presente
en el suero en relacion con la cantidad de globulina. La relacion se puede interpretar
solo a la luz de la concentracién de proteina total. (Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013)

Perfil renal

Los rifiones forman parte del sistema urinario y realizan distintas funciones para el
organismo. Entre ellas se incluyen filtracion y eliminacion de deshechos metabdlicos,
regulacion del agua y balance de electrolitos, conservacién de nutrientes tales como
glucosa y aminoacidos. La medicion de urea y creatinina generalmente estan
incluidos en los perfiles bioquimicos para detectar una disminucion en la tasa de
filtracion glomerular. (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013)

Urea

La mayoria de los desechos nitrogenados estan formados por el catabolismo
proteico. Los aminoacidos se convierten en urea a través del ciclo de la urea en el
higado, y es el mecanismo principal por el cual las especies de mamiferos excretan
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desechos nitrogenados. Es sintetizada por hepatocitos a partir del amoniaco
generado por el catabolismo de aminoacidos derivados de la digestion de proteinas
en los intestinos o de proteinas de tejidos enddgenos, y se excreta por los rifiones,
el colon, la saliva y el sudor (Cornell University College of Veterinary Medicine,
2013).

La urea se filtra facilmente por el glomérulo, es reabsorbida por los tubulos
contorneados proximales (aproximadamente el 50 % de esta) y el resto se excreta a
través de la orina. Si los rifiones no funcionan adecuadamente la urea no es
removida del plasma conduciendo por lo tanto a niveles elevados en sangre (Sirois
M, 2007).

Aumentos de Urea nitrogenada
-Artefactos: severa ictericia, hemolisis.
-Patofisiologica:

e Disminucién de la tasa de filtracion glomerular.

e Por incremento del catabolismo proteico: fiebre, corticosteroides,
quemaduras, ejercicio, inanicion.

e Por el aumento de la digestidn de proteinas: aumento de la ingesta dietética
de proteinas o hemorragia en el tracto gastrointestinal.

e Azotemia (pre renal, renal, pos renal) (Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013).

Disminuciones de Urea nitrogenada
- Artefactos: lipemia
- Patofisiologica:
e Por bajo consumo de proteinas (dieta restringida en esta).
e Por una mayor tasa anabdlica (animales jovenes).
e Excrecion aumentada (cualquier causa de poliuria; ej hiperadrenocorticismo,
diabetes mellitus).
e Disminucion en la produccion dada por enfermedad hepatica o deficiencia de

enzimas en el ciclo de la urea (Cornell University College of Veterinary
Medicine, 2013).

Creatinina

La creatinina se produce como resultado del metabolismo muscular normal. Se filtra
libremente a través del glomérulo y no se reabsorbe en los tubulos. Por lo tanto, la
creatinina se considera un indicador mas confiable de tasa de filtracion glomerular
que la urea nitrogenada.

La urea y la creatinina siempre deben evaluarse en conjunto y en relacion a la tasa
de filtracion glomerular (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013)

Aumentos de Creatinina

- Artefactos: marcada lipemia, hemdlisis severa.

- Farmacos: todo aquel medicamento que cause dafo renal, y/o disminuyan la
tasa de filtracion glomerular puede aumentar la creatinina en suero (ej.,

19



Anfotericina B, antibiéticos aminoglucésidos y drogas antinflamatorias tales
como aspirina e ibuprofeno)

- Fisiologicas: La creatinina suele ser mas alta en razas de gran porte debido a
una mayor masa muscular al igual que en los perros galgos (Dunlop y col
2011; Misbach y col 2014, Hokamp y Nabity, 2016).

- Patofisiolégicas:
e Disminucién en la tasa de filtracién glomerular (pre renal, renal o pos renal).
e Dietas con alto contenido de carne.

e Miositis aguda y trauma muscular severo (Willard, Tvedten, 2012).

Disminuciones de Creatinina

- Fisiologicas:
e Disminucion en la masa muscular (inanicion y caquexia).
¢ Animales mas jovenes tienden a presentar valores mas bajos que adultos.

e Cuando existe mayor tasa de filtracion glomerular por ejemplo en la prefiez,
ya que aumenta el gasto cardiaco.

Funcional Hepatico

El higado interviene en una importante variedad de procesos bioldgicos que son
esenciales para la vida. Estas funciones incluyen el metabolismo de los
carbohidratos, lipidos, proteinas, hormonas y vitaminas; desintoxicacion y excrecion
de productos de desecho y otras sustancias tdxicas, digestion (especialmente de
grasas) y produccion de la mayoria de los factores de coagulacion. El higado tiene
una reserva funcional importante, y el 70-80% de la masa hepatica funcional debe
perderse antes de que ocurra la insuficiencia hepatica. Las pruebas para evaluar la
integridad y funcionamiento hepatico, se agrupan en pruebas de lesion hepatica y
pruebas de funcionalidad hepatica (Thrall, 2012; Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013).

Enzimas séricas que detectan lesion de hepatocitos:
Alanina aminotransferasa (ALT)

La ALT se encuentra principalmente en el citoplasma (con pequenas cantidades en
las mitocondrias) y, al igual que la AST, requiere el cofactor PSP para una actividad
enzimatica maxima. Es util como indicador especifico de lesion hepatocelular en
perros y gatos. La vida media en suero es de 59 horas en caninos. Después de una
lesion hepatica aguda, la actividad enzimatica sérica alcanza su punto maximo a las
48 horas aproximadamente y luego comienza a disminuir (Cornell University College
of Veterinary Medicine, 2013). Disminuye gradualmente en suero dentro de 8 a 15
dias luego del cese del proceso patolégico (Bellier, 2010). La ALT se encuentra en el
higado, los musculos (cardiaco y esquelético), los rifiones y los eritrocitos (en
algunas especies). Es bastante especifica del higado en perros, gatos, conejos,
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ratas y primates. Es posible que se produzcan algunos aumentos en las
enfermedades musculares graves del perro y el gato debido a la liberacion de
enzimas de este tejido (en esta situacion, generalmente se observan mayores
aumentos de AST) (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Aumentos de ALT

- Artefactos: la hemolisis tiene un efecto minimo en el incremento de la actividad de
la ALT en perros.

- Farmacos:

¢ Anticonvulsivantes (ej. fenobarbital) pueden aumentar hasta 4 veces la
actividad de la ALT.

e Corticoides: aumentan de 2 a 3 veces la actividad de la ALT.

e Cualquier medicamento que pueda causar una hepatotoxicidad puede
resultar en una mayor actividad de la ALT.

- Patofisiologicos:

Cuando existe dafo celular, por el aumento de la permeabilidad de la membrana o
necrosis de los hepatocitos.

Enfermedad hepatica

e Primaria o secundaria: los mayores incrementos se observan en
enfermedades necrotizantes o inflamatorias. Por lo general la actividad de la
ALT excede la de la AST en enfermedades hepaticas.

e Obstruccién del conducto biliar u otras causas de colestasis (por efectos
toxicos de sales biliares retenidas en hepatocitos).

e Trauma hepatico (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Enfermedad muscular,

e Lesion muscular severa (los aumentos en la actividad de ALT generalmente
son menores que los aumentos en la actividad de AST en la enfermedad
muscular primaria) (Valentine y col, 1990).

Aspartato aminotransferasa (AST)

Es muy util como indicadora de dano hepatico y/o muscular. Esta enzima tiene una
vida media de 22 horas en el canino. No es 6rgano especifica, ya que se encuentra
la mayor parte en el musculo esquelético, luego en el higado y por ultimo en el
musculo cardiaco. Los eritrocitos contienen esta enzima en cantidad suficiente como
para aumentar su actividad en suero, cuando ocurre hemdlisis tanto intravascular
como in vitro. También la podemos encontrar en las células del epitelio renal y tejido
cerebral. Esta localizada tanto en citoplasmas y mitocondrias como también en
distintas isoenzimas. Para que ocurra su incremento en citoplasma requiere de
danos leves, para que se libere de las mitocondrias precisa un dafio mayor.

Aumentos de AST

- Artefactos: incrementa con la lipemia, con severa hemolisis (por liberacion intra
eritrocitaria) e ictericia.

-Farmacos:
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¢ Anticonvulsivantes (debido al dano secundario).
e Corticoides (en caso de dafo hepatocelular).

-Patofisioldgicos:

e Miopatias (trauma muscular, miositis infecciosa, distrofia muscular) en donde
también ocurre un incremento de la actividad de la CK. En los perros con
lesion muscular, el grado de aumento de AST es mayor que el de la actividad
de ALT (esto puede ayudar a discriminar entre lesién hepatica y muscular). La
AST también permanecera aumentada cuando son lesiones musculares
cronicas.

e Enfermedad hepatica este aumento se vera acompanado por el incremento
de otras enzimas. (Thrall, 2012; Cornell University College of Veterinary
Medicine, 2013, Willard y Tvedten, 2012).

Las siguientes son enzimas indicadoras de colestasis:
Fosfatasa alcalina (FAS)

Consta de un grupo de isoenzimas heterogéneas que catalizan la hidroélisis de los
ésteres de monofosfato a pH alcalino (Syakalima, 1998). Esta enzima es una
indicadora muy sensible de colestasis en el perro, aumenta incluso antes que la
bilirrubina. Las isoenzimas se producen a partir de genes no especificos intestinales
y tisulares y difieren en la secuencia de aminoacidos. Las isoformas difieren en sitios
cataliticos y actividad, inmunogenicidad y movilidad electroforética. Las principales
isoformas que se pueden medir en animales son la FAS hepatica (L-ALP), la FAS
corticosteroide (C-ALP; solo en perros), la FAS 6sea (B-ALP) y la FAS intestinal (I-
ALP), pero hay otros que incluyen leucocitos y placentaria. La vida media de la
enzima va a depender de la isoforma y de la especie, la isoforma hepatica en
caninos tiene una vida media de 66 horas al igual que la ésea (Cornell University
College of Veterinary Medicine, 2013).

Aumentos de la FAS
- Artefactos: severa hemolisis
- Farmacos:

e Glucocorticoides (endoégenos o exdégenos) estimulan la isoforma Osea,
pueden aumentarla hasta 10 veces el valor normal (Bellier, 2010).

¢ Anticonvulsivantes, ese incremento es asociado a una mayor induccion de la
isoforma hepatica (Muller y col, 2000).

- Fisioldgicas:

e Edad: se pueden observar elevaciones séricas de FAS, generalmente menos
de 3 veces al valor de referencia, en animales en crecimiento normal (hasta 6
a 8 meses de edad) (Bellier, 2010).

e Raza: en los Huskies siberianos este aumento es hereditario, en los terriers
escoceses es debido a una disfuncion subclinica adrenal, el cual podria ser
un defecto genético (Zimmerman y col 2010, Cortright y col 2014).
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e Estrés cronico: esto se da unicamente en perros y deben transcurrir 10 dias
para ser inducida.

- Patofisiologicos:

Colestasis

Injuria y neoplasia hepatica

Hiperadrenocorticismo y disfuncién adrenal

Neoplasias

Actividad osteoblastica aumentada (Cornell University College of Veterinary
Medicine, 2013).

y-glutamiltransferasa (GGT)

En el higado, se encuentra principalmente en las células epiteliales biliares, en
pequefias cantidades en las superficies canaliculares y sinusoidales de los
hepatocitos (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Aumentos de la GGT
Patofisiologicos:

e Hiperplasia biliar y colestasis.

e El calostro y la leche en las primeras etapas de la lactancia tienen una alta
actividad de esta, como resultado, el recién nacido puede tener una alta
actividad de GGT circulante (Bellier, 2010).

Las siguientes sustancias se eliminan normalmente de la sangre por el higado y
luego se metabolizan o se excretan a través del sistema biliar: bilirrubina, acidos
biliares, amoniaco, colesterol -Sustancias que normalmente se sintetizan en el
higado: albumina, globulinas, urea, colesterol, factores de coagulacion (Thrall,
2012).

Bilirrubina

La medicidon de este analito es utilizada como marcador de enfermedad hepatica
(con y sin colestasis) y también como apoyo para la deteccion de anemia hemolitica
(Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013). Otra de las indicaciones
mas comunes de la medicion de la bilirrubina, es en el caso de las ictericias (Willard
y Tvedten, 2012).

La mayoria de la bilirrubina (80%) se produce a partir de la degradacion de la
hemoglobina de los eritrocitos que experimentan una destruccion normal
(eliminaciéon de células envejecidas o alteradas) o anormal (es decir, hemdlisis
intravascular o extravascular). Un pequeno porcentaje (20%) se deriva del
catabolismo de varias hemoproteinas hepaticas.

La bilirrubina se excreta, junto con las sales biliares (y sodio) en el intestino, donde
las sales biliares forman micelas que facilitan la absorcidn de grasa. Debido a que la
bilirrubina conjugada es hidrofilica, no puede ser absorbida a través de la barrera
epitelial intestinal. En el intestino, las enzimas bacterianas e intestinales reducen la
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bilirrubina conjugada a urobilindgeno. Las enzimas bacterianas también pueden
desconjugar la bilirrubina y la bilirrubina no conjugada también puede ser absorbida.

La mediciéon de fracciones de bilirrubina directa (conjugada) e indirecta (no
conjugada) no es util porque las enfermedades del tracto hemolitico, hepatico y biliar
tienen una variacién impredecible en la cantidad de cada fraccién.

La bilirrubina total se mide en suero o plasma heparinizado mediante métodos
espectrofotométricos y reactivos secos (Willard y Tvedten, 2012).

Aumentos: Hiperbilirrubinemia

- Farmacos: aquellos que causan anemia hemolitica o necrosis o disfuncion
hepatica aguda.
- Patologias:

e Enfermedades hemoliticas

¢ Enfermedades hepatobiliares: el aumento a menudo ocurre después
de que se observan aumentos en las enzimas "colestaticas" (GGT,
FAS) debido al bajo umbral renal de la bilirrubina (Willard y Tvedten,
2012).

Diminuciones: Hipobilirrubinemia

- Artefactos: La exposicion a la luz solar brillante o la iluminacion fluorescente puede
disminuir la bilirrubina en un 50% por hora (Willard y Tvedten, 2012).

-Farmacos: por medicamentos que causan la induccion de enzimas hepaticas (p. €j.,
Fenobarbital) (Willard y Tvedten, 2012).

Colesterol

Es el esteroide mas comun, es un precursor importante de los ésteres de colesterol,
los acidos biliares y las hormonas esteroides. Se deriva de fuentes dietéticas y se
sintetiza in vivo a partir de acetil-CoA en el higado (sitio principal) y otros tejidos
(intestinos, glandulas suprarrenales y o6rganos reproductivos). La medicion del
colesterol puede dar una indicacion de la funcion hepatica, enfermedad
gastrointestinal y trastornos metabdlicos. La hipercolesterolemia por si sola no causa
lipemia macroscopica.

Aumentos: Hipercolesterolemia

- Artefactos: la hemdlisis puede causar un falso aumento.

- Fisiologicos: moderados aumentos son observados luego de comer, sin
embargo esos aumentos no suelen sobrepasar el limite de referencia.

- Patofisiologicos:
e Sindrome nefrotico.

Hipotiroidismo.

Colestasis.

Diabetes mellitus.

Hiperadrenocorticismo.

Pancreatitis.

Desérdenes del metabolismo lipidico hereditarios.

Diminuciones: Hipocolesterolemia
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- Artefactos: severa ictericia
- Patofisiologicos;
e Disminucién de la absorcion (enteropatias perdedoras de proteinas,
insuficiencia pancreatica exdcrina).
e Enfermedades hepaticas: insuficiencia hepatica tanto aguda como crénica
(p-€j., Cirrosis) y derivaciones portosistémicas (adquiridas o congénitas).
e Metabolismo alterado: por citocinas inflamatorias o por una mayor
absorcion de lipoproteinas (Willard y Tvedten, 2012; Cornell University
College of Veterinary Medicine, 2013).

Metabolismo Energético

La utilizacion de energia involucra el metabolismo de carbohidratos y lipidos. Por lo
general el metabolismo de carbohidratos predomina, pero en estados de balance
energético negativo, el metabolismo lipidico pasa a ser el dominante (Cornell
University College of Veterinary Medicine, 2013).

Glucosa

La glucosa se deriva de la digestion de los carbohidratos de la dieta, de la
descomposicion del glucégeno en el higado (glucogendlisis) y a partir de los
precursores de aminoacidos en el higado (gluconeogénesis). El rifidn también puede
estar involucrado en la gluconeogénesis para la obtencion de glucosa.

Aumentos: Hiperglicemia

- Artefactos: la lipemia, la hemdlisis y la ictericia apenas alteran su valor.

- Farmacos: infusion intravenosa de fluidos que contienen dextrosa y
soluciones nutricionales parenterales), medicamentos diabetdgenos (por
ejemplo, glucocorticoides, acetato de megestrol).

- Patofisiologicas:

e Luego del consumo de alimentos que contienen grandes cantidades de
monosacaridos, disacaridos o xilitol.

Estrés.

Diabetes mellitus.

Trastornos que disminuyen la efectividad de la insulina.

La obesidad.

Inflamacion crénica (pancreatitis, enfermedad gingival, enfermedad

inflamatoria intestinal).

Hiperadrenocorticismo.

e Diestro.

Infecciones concurrentes (Willard y Tvedten, 2012).

Disminuciones: Hipoglicemia

- Farmacos: insulina, medicamentos hipoglucemiantes orales (por ejemplo,
sulfonilureas, biguanidas, corticosteroides, glucagon, levotiroxina,
progestagenos, estroégenos vy xilitol.

- Patofisiologicas:
e Hiperinsulinismo ( uso excesivo de glucosa por células normales)
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Neoplasias.

Insuficiencia hepatica

Deficiencia de hormonas diabetogénicas,

Inadecuada ingesta de glucosa y otros sustratos necesarios para la

gluconeogénesis hepatica (p. ej., inanicién en neonatos).

e Sepsis.

¢ Hipoglucemia iatrogénica, es un problema comun con la administracion
excesiva de insulina a los diabéticos.

e Hipoadrenocorticismo (Willard y Tvedten, 2012).

Perfil muscular

A pesar de que se pueden utilizar otras pruebas para evaluar funcién muscular y
nerviosa, existen marcadores de injuria muscular que son medidas rutinariamente en
el laboratorio. Indicadores de lesién muscular: Creatin kinasa (CK), AST, ALT, LDH.
(Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Creatin Kinasa (CK)

La creatin kinasa (CK) es una enzima que se encuentra presente en
concentraciones altas en el musculo esquelético, el musculo cardiaco, el musculo
liso y el cerebro, en menores cantidades en varios organos como el intestino, el
higado y el bazo. Se encuentra libre en el citoplasma de las células musculares. La
creatina quinasa se considera una enzima de fuga especifica del musculo (Cornell
University College of Veterinary Medicine, 2013).

Puede producirse una actividad falsamente aumentada de CK como resultado de la
hemodlisis, la hiperbilirrubinemia y la contaminacion del fluido muscular de la muestra
de sangre durante una puncion venosa dificil. En ocasiones, se detectan actividades
de CK en suero extremadamente altas (> 100 x URL) en animales con lesiones
musculares (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Aumentos de CK

- Artefactos: la hemdlisis causa un falso incremento. Estos también pueden
darse por hiperbilirrubinemia y por la contaminacién del fluido muscular de la
muestra de sangre durante una puncién venosa dificil (Thrall, 2012).

- Fisioldgicas: en cachorros sus valores son mas altos que en adultos

- Patofisiologicas: en el caso de enfermedad muscular (traumatismos,
rabdomidlisis, necrosis, isquemias) pero también leves restricciones fisicas e
inyecciones causan el aumento de su actividad (Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013).

Lactato deshidrogenasa (LDH)

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se encuentra en el citoplasma de la
mayoria de las células del cuerpo. Una lesion en la mayoria de los tejidos provoca la
fuga de LDH en el espacio extracelular y la sangre; por lo tanto, la LDH es muy
inespecifica (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013).

Aumentos de LDH

- Artefactos: severa lipemia, ictericia, hemolisis (se encuentra en altas
concentraciones en los eritrocitos, por lo tanto es una causa comun de su
aumento en perros).

- Fisioldgicas: ejercicio
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- Patofisiologicas: injuria hepatica y neoplasias (Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los intervalos de referencia de una serie de analitos (urea, creatinina,
fésforo, AST, LDH, CPK, glicemia, albumina, globulina, proteinas totales, ALT,
fosfatasa alcalina, colesterol, bilirrubina total, GGT, calcio) de una poblacion canina
sana, siguiendo las técnicas e instrumental del LAC de la FdeV UdelaR.

Objetivos especificos
Observar las variaciones existentes entre las diferentes edades y sexo.

Discutir los intervalos de referencia propios con los determinados por otros
laboratorios de referencia.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion e identificacion de los individuos de referencia

Las muestras fueron obtenidas a partir de caninos clinicamente sanos, de 1 a 10
anos de edad, de cualquier sexo, raza y condiciones corporales dentro de
parametros saludables 2, 3 y 4 segun la escala de 5 puntos de Royal Canin.

Condicion

1 - Muydelgado
20% por debajo m
del peso ideal

2 I Delgado
Entre of 10% y of 20% m‘
par debaye del pesa deal

- R
s Obeso
swcionw:: D N

FIGURA 2. ESCALA DE CONDICION CORPORAL

Cada paciente contaba con un numero unico de identificacion que fue registrado en
una ficha. Se documenté el nombre, raza, edad, estado reproductivo, condicion
corporal y sexo de cada uno.
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FIGURA 3. FICHA DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Se incluyeron en este estudio, animales que no presentaran evidencia de
enfermedad (basandonos en la historia clinica y examen fisico), y que hubiesen
realizado el correcto ayuno de 12 horas. Se excluyeron animales que estuvieran con
tratamiento farmacoldgico, hembras prefadas o que hayan estado en situaciones de
mucho estrés previa a la extraccion (Saskia y col; 2003; Friedrichs y col; 2012).

Fueron recolectadas 272 muestras y debido a errores pre analiticos se descartaron
muestras hemolizadas, lipémicas y coaguladas. También fueron descartados
aquellos valores que resultaban atipicos (por fuera del 95% de la media
poblacional).

FIGURA 4. MUESTRAS RECOLECTADAS EN SUS CORRESPONDIENTES TUBOS E IDENTIFICADOS
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FIGURA 5. SUEROS OBTENIDOS LUEGO DE LA CENTRIFUGACION

Fueron utilizados en este estudio un total de 213 perros, 121 hembras y 92 machos.
Dentro de las razas de los animales seleccionados se incluyen: Labrador retriever,
Golden retriever, Caniche, Shih Tzu, Weimaraner, Ovejero aleman, Cocker spaniel
Bulldog francés, Bulldog inglés, Beagle, Husky siberiano, Mastin napolitano,
Déberman, Dogo de burdeos, Boéxer, Chihuahua, Dachshund y perros sin raza
definida.

Se dividieron en tres franjas etarias para analizar detalladamente las diferencias que
pudieran existir entre las distintas edades. La franja etaria uno esta conformada por
animales de entre 1 a 3 afios y ésta cuenta con un total de 84 animales. La segunda
franja mayores a 3 hasta 6,5 afios con 67 animales y por ultimo una tercera franja
constituida por 62 animales mayores de 6,5 hasta 10 afios.

Elecciéon del material de puncion

Se eligié el diametro de la aguja acorde al tamafo del paciente y al diametro del
vaso sanguineo. Normalmente el diametro rondara entre los 21G y 23G siendo este
ultimo utilizado en el caso de animales de pequefio porte. La misma se conectara a
una jeringa descartable de 5 ml (Orpet y Welsh, 2011).

Los sitios de eleccién para la extraccion sanguinea incluyen las venas yugular,
cefalica y safena lateral (Keller y Wall; 1982). Una vez seleccionada la vena a
puncionar, se realizara la tricotomia de la zona y antisepsia con alcohol etilico al
70%. Se aplicara un torniquete o presiéon (dependiendo de la vena elegida) para
lograr la ingurgitacion del vaso sanguineo, el cual debe ser retirado luego de la
canalizacion venosa. No se recomienda la aplicacion del torniquete por mas de 1
minuto ya que pasado este tiempo puede llevar a hemdlisis (Aguilar y Vives, 2006).

Luego de extraccion de la muestra aplicaremos presion sobre la zona que hemos
puncionado para evitar la formacion de un hematoma (Orpet y Welsh, 2011).
Inmediatamente luego de la colecta fue colocada la sangre en los tubos secos para
mediciones del perfil renal (urea, creatinina y fosforo), perfil muscular (CPK, AST y
LDH), funcional hepatico (albumina, globulina, proteinas totales, ALT, AST, FAS,
colesterol, bilirrubina total, GGT) y Ca.

Para el ensayo de glucosa se utilizara plasma por lo que elegimos un tubo con
EDTA y fluoruro de sodio.
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Una vez seleccionados los tubos a utilizar se rotularon los mismos con el nombre del
animal, numero de registro del individuo y fecha de obtencion de la muestra.

Previo a transferir la sangre al tubo fue retirada 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 presién sobre el émbolo, se depositd la
sangre en las paredes del tubo (Orpet y Welsh, 2011).

Transporte de la muestra

Se transportaron las muestras al laboratorio a una temperatura aproximada de 4 ° C
y contenidas en un recipiente secundario ademas del recipiente externo, con el
objetivo de que la muestra no entrara en contacto directo con los refrigerantes. Cada
muestra fue acompafiada de su ficha de identificacion correspondiente.

Analisis de las muestras

Previo al procesamiento de la sangre, las muestras fueron centrifugadas a 2500
revoluciones/min, durante 15 minutos para poder separar el suero (tubo seco) y el
plasma en el caso de la glicemia (tubo con fluoruro de sodio + EDTA). Luego fueron
colocadas en tubos eppendorf con el numero de identificacidon y nombre del perro.

Las muestras fueron analizadas mediante el instrumento Wiener lab. CB350i- Este
es un instrumento de sobre mesada que cuenta con el Software Nobilis, Windows
XP.

Este equipo cuenta con controles de calidad, los cuales se realizan diariamente
(Standatrol SE, el cual posee 2 niveles). Ademas de esto, una vez al mes se calibra
el instrumento para todas las técnicas. Por otro lado se realiza un control externo
mensualmente (Prevecal; BioSystems), en el cual se detalla la maquina, técnicas,
resultados etc., estos datos son comparados con controles y se le otorga al
laboratorio un informe.

El siguiente cuadro describe los métodos y fundamentos de medicion.
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TABLA 1. CARACTERISTICAS DE CADA PRUEBA DETERMINADAS EN WIENER LAB CB350I1

Parametrol Método
B calcio reacciona con la o-cresolftalein complexona (ocpc) a pHalcalino, dando un
CALCIO complejo de color magenta que se mide fotocolorimétricamente a 570 nm.

WV optimizado (IFCC) para la determinacion de alanina aminotransferasa{GPT/ALT) en suero
ALT o plasma.

WV optimizado (IFCC) para la determinacion de aspartato amnotransferasa (GOT/AST) en
AST suero o plasma

CcK W optimizado (IFCC) para la determinacioén de creatinin kinasa en suero o plasma.

Método WV optimizado (SFBC) para la determinacion de lactato deshidrogenasa (LDH) en
LDH suero o plasma

GGT Szasz modificado para la determinacion de la y glutamil transferasa en suero o plasma.
esguema reaccionante: ureasa urea + H2 O > 2 NH3 + CO2 GLDH NH3 + NADH + H+ + 2-
UREA oxoglutarato > I-glutamato + NADH + H2 O. En suero, orina o plasma

cinético optimizado (DGKC o SSCC) a 450 mm (ver en laboratorio, o se ve bien) para
ALP determinar la fosfatasa alcalina.

BILL TOTAL |DP para la determinacion de bilirrubina total en suero o plasma

BILL DIRECTA] DP para la determinacion de bilirrubina total en suero o plasma

COLESTEROL | enzimético AA para la determinacion de colesterol en suero o plasma
PROTTOT colorimétrico para la determinacion de proteinas totales en suero

ALBUMINA | colorimétrico para la determinacién de albumina en suero.
FOSFORO W/ para la determinacion de fosforo inorganico (Fi) en suero, plasima u orina.

CREATININA | cinetico para la determinacion de creatinina en suero, plasma u orina.
Enzimética AA para la determinacion de glucosa en suero, plasma, orina u liquido
GLUcosA | cefalorraquideo.

Analisis estadistico

En una primera instancia se ingresaron manualmente los datos recabados en una
planilla electronica para su posterior analisis estadistico. En esta fueron ingresados
los datos correspondientes a cada variable, teniendo en cuenta un IC 95%.

Para cada analito fueron excluidos los valores considerados atipicos calculados
como: n x 2.5% = total, siendo estos los valores que se encuentran por fuera del IC
anteriormente mencionado (Thrall, 2012).

El total de muestras analizadas para cada analito fueron las siguientes: urea
(n=202), creatinina (n=212), Foésforo (n=178), AST (n=201), LDH (n=195), CPK
(n=201), Glicemia (n=188), Albumina (n=212), Globulinas (n=200), Proteinas totales
(n=202), ALT (n=199), FAS (n=199), Colesterol (n=201), Bilirrubina (n=175), GGT
(n=172), Calcio (n=200).

Mediante Microsoft Excel 2010 se realizaron los analisis estadisticos descriptivos,
calculando la media como medida de tendencia central y el desvio estandar como
medida de dispersion, para cada analito anteriormente mencionado. En este trabajo
nos encontramos con variables que tienden a la asimetria, pero debido a que el
numero de muestras es mayor a 30 en cada grupo, las variables son numéricas y
continuas pueden ser tratadas como si tuviesen distribucion normal.
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Utilizando el método ANOVA determinamos si existian diferencias estadisticamente
significativas para las distintas franjas etarias. La primera franja, esta constituida por
caninos menores o iguales a 3 afos, la segunda abarca animales mayores a 3 afnos
hasta 6,5 afios y la tercera franja mayores a 6,5 afios hasta 10 afios inclusive.
Consideramos diferencias significativas cuando los analitos presentan para
determinada categoria etaria una probabilidad (P) menor o igual a 0,05. Si la P se
encuentra entre valores mayores a 0,05 y menores 0,10 hablamos de que existe una
tendencia para ese analito entre edades y si P es mayor a 0,10 no hay significancia
estadistica.

Para poder determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas
entre machos y hembras, fue necesario realizar en primera instancia el test de F
(Fisher) para comprobar si las varianzas eran iguales o diferentes. En base a este
resultado se realizd el test de T (Student) para varianzas iguales o desiguales.
Obtuvimos las probabilidades en dos colas, en cuyos valores nos guiamos para
concluir si existian diferencias significativas entre ambos sexos. El criterio para esta
decision fue el mismo que mencionamos anteriormente para los valores de P en
ANOVA.

Por ultimo, los limites inferiores y superiores de los intervalos de referencia para
cada analito fueron calculados utilizando la media £ 2DS, utilizando el complemento
estadistico de Microsoft Excel 2010.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos han sido ordenados por perfiles y se muestran en los
siguientes cuadros:

TABLA 2. INTERVALOS DE REFERENCIA DEL PERFIL RENAL PARA EL TOTAL DE LA MUESTRA

PERFIL RENAL

Analito L. inferior L. superior
Urea(mg/dl) 13,44 54,56
Crea(mg/dl) 0,42 1,3
P(mg/di) 3,08 5,91

TABLA 3. INTERVALOS DE REFERENCIA DE LA GLICEMIA PARA EL TOTAL DE LA MUESTRA.

GLICEMIA
Analito L. inferior L. superior
Glicemia 64,14 115,28

TABLA 4. INTERVALOS DE REFERENCIA DEL PERFIL MUSCULAR PARA EL TOTAL DE LA MUESTRA.

PERFIL MUSCULAR
Analito L. inferior L. superior
AST(UI) 11 58
LDH(UI/I) 2 554
CPK(UI/) 46 456,42
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TABLA 5. INTERVALOS DE REFERENCIA DEL PERFIL HEPATICO DEL TOTAL DE LA MUESTRA.

PERFIL HEPATICO
Analito L. inferior L. superior
Alb(g/dl) 2,7 4
Glob(g/l) 2 4,36
PT(g/dl) 5,48 7,72
AST(UI) 11 58
ALT(U/) 5,36 114
FAS(U/) 20 260
Col (mg/di) 92 302
Bill T(mg/dl) 0,11 0,36
GGT(UIL) 1,24 7,24

TABLA 6. INTERVALO DE REFERENCIA DEL CALCIO PARA EL TOTAL DE LA MUESTRA

CALCIO
Analito L. inferior L. superior
Calcio
(mg/dl) 6,14 11,46

Intervalos de referencia para analitos influenciados por el sexo:

TABLA 7. INTERVALOS DE REFERENCIA DE GLICEMIA SEPARADOS POR SEXO

GLICEMIA (mg/dl)
L. inferior L. superior

Q 61 115,2
3 68,73 114,8

TABLA 8. INTERVALOS DE REFERENCIA DE GGT SEPARADOS POR SEXO

GGT (UI/L)
L. inferior L. superior
Q 1,57 6,91
a 0,58 7,62
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Intervalos de referencia para analitos influenciados por edades:

TABLA 9. INTERVALOS DE REFERENCIA DE LA GGT SEPARADOS POR CATEGORIA ETARIA

GGT (UI/L)
Edades L. inferior L. .
superior
Categoria 1 1,9 7,22
Categoria 2 0,56 6,44
Categoria 3 0,71 8,01

TABLA 10. INTERVALOS DE REFERENCIA DE LAS GLOBULINAS SEPARADOS POR CATEGORIA ETARIA

Glob (g/1)
Edades L. inferior L. .
superior
Categoria 1 2,06 4,14
Categoria 2 1,91 4,51
Categoria 3 2,34 4,5

Perfil renal

Urea

No se observaron diferencias estadisticas significativas entre edades ni entre sexos.
En los mas jévenes la media fue de 34,79 + 9,7, en los adultos entre 3,5y 6,5 afios
la media fue de 34,70 £ 9,6, y en los mayores de 6,5 la media fue de 34,20 + 11,8.
(P=0,94). En los machos la media fue de 34,14 + 9,8, y en las hembras 34,98 +
10,68, siendo P=0,28.
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W Media M@ Desvio

FIGURA 6 DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA UREA SEGUN LA EDAD.

MACHOS HEMBRAS

B Media M Desvio

FIGURA 7. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA UREA SEGUN EL SEXO

Creatinina

Ni el sexo ni las edades tuvieron efectos significativos en los valores de la creatinina.
En la primer franja etaria la media fue de 0,85 + 0,22, en la segunda franja etaria la
media fue de 0,89 + 0,17, y en la tercer franja fue de 0,84 + 0,24 (P=0,29). Los
machos tuvieron una media de 0,84 £ 0,20 y las hembras una media de 0,87 + 0,22
(P=0,20).
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FIGURA 8. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA CREATININA SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 9. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA CREATININA SEGUN EL SEXO.

Fosforo

No se encontrd efecto significativo en cuanto a sexo ni edad. En la edad 1 la media
fue de 4,56 £0,72, en edad 2 fue de 4,46 £0,78 y en la edad 3 de 4,49 + 0,61. Con
una P de 0,74. En machos la media fue de 4,48 10,75, y para las hembras 4,52
10,68 (P=0,35).
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FIGURA 10. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA EL FOSFORO SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 11. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA EL FOSFORO SEGUN EL SEXO.

Perfil muscular

AST

En los menores o iguales a 3 afos la media fue 36,23 £12,21, entre los mayores de
3,5y 6,5 afios la media fue 33,72 £ 11,16, y en mayores de 6,5 afos la media fue de
32,93 +11.57 (P=0,21). En los machos la media fue de 35,39 *+ 12,70, y en hembras
fue de 33,73 £11 y la P=0,16. Por lo tanto no hubo efecto significativo estadistico.
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FIGURA 12. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA AST SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 13. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA AST SEGUN EL SEXO.

LDH

No se encontraron efectos estadisticos significativos. Para edad 1 la media fue de
272,15 £117,1, en edad 2 fue de 267,93 + 150, 70, y para la edad 3 fue de 299,58
+150,4 (P=0,39). En machos el valor de la media fue de 271,9 + 140,65 para las

hembras fue de 282,69 + 136,6 (P=0,30).
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FIGURA 14. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA LDH SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 15. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA LDH SEGUN EL SEXO.

CPK

En edad 1 la media fue de 224,06 £134,42, en edad 2 fue de 201,45 + 141y en la
edad 3 de 186,34 +91,20 (P=0,20). En machos la media fue de 214,78 +133,2, y en
hembras 197,89 £119,6 (P=0,17). No se evidenciaron efectos estadisticos
significativos en ninguna de las variables (sexo y categoria etaria).
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FIGURA 16. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA CPK SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 17. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA CPK SEGUN EL SEXO.

Glicemia

En la edad 1 la media fue de 91,65 £10,76, en la edad 2 fue de 87,11+ 13,20 y para
la edad 3 la media fue de 90,41 +14,12. La P fue de 0,11, no hallandose
significancia estadistica.
La probabilidad obtenida en el test de T, fue de 0,03 por lo tanto estamos hablando
de que existen diferencias significativas entre machos y hembras. La media fue de
91,79 £11,50 y 88,11 +13,54 respectivamente.
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FIGURA 18. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA GLICEMIA SEGUN LA EDAD.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

MACHOS HEMBRAS

B Media MEDesvio

FIGURA 19. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA GLICEMIA SEGUN EL SEXO.

Funcional hepatico

AlbUumina

Tanto entre edades como entre sexos no se evidenciaron diferencias significativas.
En la edad 1, la media fue de 3,40 £0,42, en la edad 2 de 3,38 0,22, y en la edad 3
la media fue de 3,29 +0,26 (P=0,10).

En machos la media fue de 3,36 £0,24 y en hembras fue de 3,36 +0,37. La P
obtenida fue de 0,47.
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FIGURA 20. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA ALBUMINA SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 21. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA ALBUMINA SEGUN EL SEXO.

Globulinas

La P obtenida mediante el test de ANOVA para las distintas edades fue de 0,01,
siendo este un resultado que implica la existencia de diferencias significativas entre
edades. En la edad 1 la media fue de 3,10 £0,52, en la edad 2 fue de 3,21 £0,65y
en la edad 3 de 3,42 +0,54.

Entre la edad 1y 3 (P=0,0003 y P=0,0006)y 2 y 3 (P=0,031 y P=0,062) se hallaron
diferencias significativas, siendo la franja etaria 3 la que presenté mayor media. La
probabilidad entre las edades 1y 2 fue de 0,14.

No se observaron diferencias significativas entre sexos siendo en machos la media
de 3,18 £ 0,56 y en hembras de 3,23 +0,58 (P=0,26).

45



|

™~
—
/'
/

EDAD 1 EDAD 2 EDAD 3

B Media M Desvio

FIGURA 22. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LAS
GLOBULINAS SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 23. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LAS GLOBULINAS SEGUN EL SEXO.

Proteinas totales

Los datos obtenidos para las proteinas totales fueron los siguientes: para la edad 1
la media fue de 6,54 +0,56, para la edad 2 fue de 6,65 £0,62 y en la edad 3 el valor
de la media fue de 6,72 £0,52. Se obtuvo una P de 0,18 por lo tanto concluimos que
no existen diferencias significativas entre las franjas etarias.

Para los machos la media fue de 6,58 +0,55 y para las hembras 6,65 + 0,58. La P
obtenida fue de 0,17, no existiendo diferencias significativas entre sexos.
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FIGURA 24. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LAS PROTEINA TOTALES SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 25. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LAS PROTEINAS TOTALES SEGUN EL SEXO.

ALT

Para esta enzima se obtuvieron los siguientes datos: la media para la edad 1 fue de
55,23 £30,04, para la edad 2 fue de 53,33 £28,60 y para la edad 3 fue de 56,23 £
30,8. La P fue de 0,86 lo que implica que no hay diferencias significativas entre las
distintas edades. Tampoco se encontraron diferencias entre machos y hembras
siendo para los machos la media de 53,60 + 29,23 y para las hembras 55,87 +30,1
(P=0,30).
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FIGURA 26. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA ALT SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 27. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA ALT SEGUN EL SEXO.

FAS

No se hallaron diferencias estadisticas significativas entre edades (P=0,16) vy
tampoco entre ambos sexos (P=0,20).

Para la edad 1, la media fue 108,75 73,21, para la edad 2 fue de 125,78 £ 63,12 y
para la edad 3 el valor fue de 130,05 £72.

En machos la media fue de 125,41 + 67,74 y en hembras 116,78 £ 71,83.
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FIGURA 28. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA FAS SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 29. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA FAS SEGUN EL SEXO.

Colesterol

Para la edad 1 la media fue de 202,05 +55,3, para la edad 2 fue de 191,20 £ 49,4y
para la edad 3 fue de 199,84 £52,89. La P para el colesterol entre edades fue de
0,45 por lo tanto no hay diferencias significativas entre las distintas categorias.

En los machos la media obtenida fue de 194,61 + 54,65 y en las hembras 285
151,36 (P=0,20).
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FIGURA 30. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA EL COLESTEROL SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 31. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA EL COLESTEROL SEGUN EL SEXO.

Bilirrubina

Para este analito las medias halladas fueron: 0,17 £ 0,14 para la edad 1, 0,13 + 0,06
para la edad 2 y 0,14 + 0,10 para la edad 3. La P obtenida fue 0,19, no existiendo
diferencias significativas entre las franjas etarias.

Entre ambos sexos consideramos que existe una tendencia dado que el valor de P
es de 0,07. Para los machos la media fue de 0,13 +0,07 y para las hembras fue de
0,16 £ 0,14.
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FIGURA 32. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA BILIRRUBINA SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 33. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA BILIRRUBINA SEGUN EL SEXO.

GGT
Para la GGT se hallaron diferencias significativas tanto para las distintas franjas
etarias como para machos y hembras.

En la edad 1, la media obtenida fue de 2,66 + 2,28, en la edad 2 fue de 2,94 £ 1,75y
en la edad 3 fue de 3,65 + 2,18, siendo P=0,03.
Para los machos la media fue de 3,52 + 2,05 y para las hembras fue de 2,67 + 2,12,
siendo el valor de P= 0,0045. Estos resultados evidencian una diferencia estadistica
significativa entre sexos.

51



EDAD 1 EDAD 2 EDAD 3

B Media M Desvio

FIGURA 34. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA GGT SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 35. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA LA GGT SEGUN EL SEXO.

Calcio

Entre edades la P fue de 0,34 por lo que no existe significancia estadistica. Para la
edad 1 la media obtenida fue de 8,89 t 1,33, para la edad 2 fue de 9,04 £ 1,32, y
para la edad 3 fue de 8,69 * 1,30.

Existe una tendencia (P=0,07) entre machos y hembras. Para machos la media fue
de 8,72 + 1,24 y para hembras fue de 9 * 1,36.
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FIGURA 36. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA EL CALCIO SEGUN LA EDAD.
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FIGURA 37. DISTRIBUCION DE LA MEDIA Y EL DESVIO PARA EL CALCIO SEGUN EL SEXO.
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DISCUSION

Nuestro trabajo demostré que la determinacion de los intervalos de referencia
cuando se refiere a animales sanos, no es sencilla, partiendo de la premisa de lo
laborioso y ambiguo que es determinar el estado de salud. En medicina humana la
Organizacion Mundial de la Salud define la salud como un estado de completo
bienestar fisico, mental y social y no simplemente la ausencia de enfermedad. Este
es un intento de definir la salud absoluta, pero como tal, la salud absoluta nunca
logra ser alcanzada. Ademas, como describe Solberg (1987), es posible estar bien
en cierto aspecto y enfermo en otro, y muchas veces lo que se considera saludable
en un pais de menor desarrollo puede ser juzgado como no saludable en paises
mas desarrollados. Por lo tanto, utilizamos criterios de exclusion descritos en la
literatura para minimizar al maximo animales que pudieran estar cursando con
alguna patologia o con alguna condicién que fuera a interferir en nuestros resultados
(Friederichs y col, 2012; Geffré y col, 2011; Thrall, 2012).

Por otro lado si bien contamos con un numero de muestras acorde para la
determinacién de los intervalos, seria mas preciso el analisis de multiples muestras
de un mismo paciente, ya que existen variaciones en los analitos (variaciones
bioldgicas) dentro de un mismo animal (Gallum G y col. 2008, Knuiman y col; 1988).

Estas variables dependen de factores diferentes; la varianza analitica refleja la
metodologia empleada, la instrumentacion utilizada y las habilidades del personal.
La variacidén biologica depende de factores fuera del control del estudio, con
excepcion de las variables pre analiticas, como el momento de la recoleccion de la
muestra o la dieta previa a la extraccion. Estas variaciones, contribuiran a los
distintos resultados individuales obtenidos en muestras en serie de un mismo sujeto
(Gallum Gy col. 2008).

Tal como lo describieron en sus trabajos publicados (Gallum y col. 2008,
Keller,1986, Saskia Kley y col; 2003, So-Young Choi, 2011,) existen variaciones
biolégicas regionales, influencias de razas, sexo, edad (en las diferentes etapas de
la vida) y caracteristicas genéticas. Factores ambientales como la estacién y el
clima, asi como los procesos fisiolégicos, pueden afectar individuos clinicamente
"normales" incluidos en la poblacion de referencia y causar variaciones
significativas.

Ademas, el uso de distintos métodos estadisticos y analiticos, puede tener efecto en
los valores de referencia, esto sucede especialmente para las actividades
enzimaticas a distintas temperaturas.
De acuerdo a la guia realizada por American Society of Veterinary Clinical
Pathologists (ASVCP) y otros autores (Horno y col; 2003, Geffré y col; 2009,
Friedrichs y col; 2012) las muestras deben ser de al menos de 120 individuos para la
estimacion del intervalo de referencia (IR). Desafortunadamente, este tamafo de
muestras es muy dificil de lograr en medicina veterinaria (Kevin Le Boedec, 2018).
La recoleccion de tantas muestras como sea posible, hara que la determinacion de
los intervalos de referencia sea mas preciso. Esto sera mas importante para la
optimizacién de los resultados que para la seleccion de los métodos estadisticos,
aunque estos ultimos mejoran la precision de los IR especialmente cuando no es
posible la recoleccion de grandes cantidades de muestras (Geffré y col; 2009).
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Glicemia

Con respecto a la glicemia, obtuvimos mediante la realizacién de los test F y T
diferencias estadisticas significativas entre machos y hembras, siendo el valor de la
media mas alto en los machos. En un estudio realizado por KIMURAI y col (1992)
también obtuvieron valores de media mas alta en machos que en hembras para la
raza Beagle. En otro trabajo realizado en pollos, por Osorio y col; (2016), también
obtuvieron esta diferencia, la cual fue relacionada al efecto de la manipulacion fisica
lo que estimula varias vias metabdlicas. Ademas, hallaron que los valores de
insulina para las hembras en comparacion con los machos eran significativamente
mayores. Pessina y col.,2010, buscaron determinar el efecto de la ingesta y del sexo
sobre las concentraciones séricas de la glucosa e insulina entre otros analitos. El
trabajo demostré que en las hembras tres horas post ingesta, la concentracion de
glucosa mas baja, coincidia con las concentraciones de insulina mas altas. Estos
autores lo relacionaron posiblemente a una influencia de los estrégenos sobre los
niveles de insulina debido a que otros estudios revelaron esta correlacion hormonal
en ovejas y ratas (Sosa y col., 2006; Nadal y col., 1998; Morimoto y col., 2001)

Nuestro intervalo de referencia para la glicemia, es proximo a los intervalos de
referencia consultados (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013;
Willard, 2004; Oregon State University, 2019).

Perfil hepatico

Proteinas totales, globulinas y albumina.

Como lo menciona Willard (2004), los valores mas bajos de proteinas totales,
globulinas y albuminas, son normales en animales perinatales y jovenes, y
aumentan de forma gradual en la etapa adulta. Tanto la albumina como la globulina
tienden a declinar en edades avanzadas. Nuestro trabajo coincide en lo que
respecta a la albumina ya que se encontré una tendencia estadistica, siendo la
media menor para la categoria tres. En un estudio realizado por Radakovich y col,
2017, en donde evaluaron el efecto de la edad sobre la bioquimica sanguinea y
hemograma, hallaron que los niveles de albumina declinaban a medida que
aumentaba la edad.

Con respecto a las globulinas, obtuvimos una media mayor para los animales mas
viejos, implicando esta, una diferencia estadistica significativa. Esto coincide con lo
obtenido por Radakovich y col, 2017 en su trabajo ya que vieron que los perros
geriatricos tenian valores de globulinas mas elevados en comparacion con los
perros adultos. La disminucion de los valores de albumina y el aumento de
globulinas, representa un patrén de bajo grado de inflamacion, el cual este autor
asocia en su trabajo con las edades avanzadas de los perros.

Ademas, el limite superior de nuestro intervalo para las globulinas fue algo mayor
que los consultados (Cornell University College of Veterinary Medicine 2013; Willard,
2004; Oregon State University, 2019), lo cual podria deberse a procesos
inflamatorios persistentes (trastornos crénicos bacterianos, virales, parasitarios),
neoplasias o enfermedades inmunomediadas. Willard (2004) asocia que los
pacientes con hiperglobulinemia pueden presentar una disminucion leve en la
sintesis de albumina, que quiza tenga el objetivo de mantener la presion oncética o
la viscosidad.
Tanto para la albumina como para las proteinas totales, los intervalos de referencia
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coinciden con la bibliografia internacional (Cornell University College of Veterinary
Medicine 2013; Willard, 2004; Oregon State University, 2019).

FAS

Para esta enzima los resultados obtenidos tanto para las distintas edades como para
machos y hembras, no presentaron diferencias estadisticas significativas. En cuanto
al intervalo de referencia comparativamente con los consultados (Cornell University
College of Veterinary Medicine 2013; Willard, 2004; Oregon State University, 2019),
los valores de ambos limites fueron superiores. Syakalima (1998) describe que la
composicion y la actividad de isoenzimas de la FAS en suero esta influenciada por
muchos factores fisioldgicos tales como: la edad, la alimentacién (carbohidratos) y la
raza (Scottish terrier, Schnauzer, Husky siberiano) (Syakalima, 1998; Alvarez,
Whittemore, 2009; Derek, 2006).

Las distintas isoenzimas inducibles de las FAS se encuentran en higado, riion,
intestino y tejido 6seo. La medicion de la actividad de la FAS en suero o plasma,
generalmente comprende las isoenzimas L-FAS (higado), B-FAS (hueso) y C-FAS
(corticoesteroide). ( Alvarez, Whittemore,2009). Las contribuciones de las distintas
isoenzimas varian con la edad y afectan el valor total de la FAS. En perros sanos la
C-FAS contribuye aproximadamente a un 10-30% de la actividad total de la FAS,
siendo este aumento mas marcado en perros mayores que en jovenes.
(Syakalima,1998). La induccion enzimatica causada por glucocorticoides tanto
enddégenos como exdégenos, o administracion de farmacos puede incrementar la
FAS mas de 10 veces sobre el valor normal (Willard, 2004). Por la tanto el aumento
de los valores obtenidos para nuestro intervalo de referencia para esta enzima
podria haberse visto influenciado por estrés al momento de la colecta de sangre y
por los distintos factores fisioldgicos anteriormente descriptos.

GGT

Con respecto a la GGT, si bien encontramos diferencias significativas entre edades
y sexos, los intervalos de referencia, se asemejan a la bibliografia internacional
(Cornell University College of Veterinary Medicine 2013; Willard, 2004; Oregon State
University, 2019).

Como fue descripto en los resultados, la media para la franja etaria 3 fue mas alta
que para el resto de las categorias. Kley y col (2013) en su trabajo también
encontraron un aumento de esta enzima asociada a la edad. Debido a que los
valores de GGT obtenidos en las tres categorias estuvieron dentro de los intervalos
de referencia, este dato podria no tener importancia clinica. En el caso de que estos
valores estuvieran aumentados, deberiamos asociar estos resultados con los
obtenidos para la enzima FAS ya que el aumento de la actividad de la GGT tiende
aumentar paralelamente a la actividad de esta en desdérdenes colestaticos
(Stockham; Scott, 2008). Kley y col (2013) también mencionan en su trabajo, que
hallaron valores de actividad mas bajos tanto para ALT como para GGT en
cachorros como lo habian informado anteriormente otros autores (Kaspar y Norris
1977; Kuhlet al. 2000, Dereser 1990; Keller y Wall 1982). Se observoé que estos
cambios en las actividades de las enzimas plasmaticas son un signo de crecimiento
celular, adaptacién y diferenciacién de los érganos y el metabolismo (Keller 1986).

BILIRRUBINA TOTAL

Para la bilirrubina el intervalo de referencia concuerda con los intervalos obtenidos
por otros autores (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013; Willard,
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2004; Oregon State University, 2019). Para las edades no obtuvimos diferencia
estadistica significativa. En machos y hembras se observé una tendencia, siendo la
media mayor para las hembras. Para confirmar si esta tendencia puede implicar una
diferencia significativa entre sexos deberiamos aumentar la muestra.

ALT

Obtuvimos un aumento moderado para el limite superior de esta enzima. Segun la
bibliografia, una marcada hemolisis podria aumentar el valor de la ALT (Stockham,
Scott, 2008), no siendo este nuestro caso ya que las muestras con este artefacto
fueron descartadas. El aumento en las enzimas hepaticas es comun en perros. Un
estudio de bioquimica sanguinea realizado en 1022 perros mostroé que el 39,1% vy el
17,4 % tenian un incremento en la actividad de la FAS y la ALT respectivamente. A
pesar de que el aumento de la actividad de las enzimas hepaticas es altamente
sensible como biomarcador de trastornos hepatobiliares, es complicada la
interpretacion de estos aumentos por el hecho de que existen variaciones entre
razas y enfermedades extrahepaticas que a menudo causan hallazgos de
laboratorio similares (Alvarez, Whittemore, 2009). Otra causa de un incremento
menor podria deberse al ejercicio ya que la ALT se encuentra en pequefas
cantidades en musculo estriado. La restriccion de ejercicio previo al muestreo no fue
un criterio de excusion para nuestro trabajo y esta podria ser una de las razones de
este aumento.

LDH, CKy AST

Si bien se hallaron variaciones en los valores de los limites tanto superior como
inferior para la LDH con respecto a la bibliografia internacional (Cornell University
College of Veterinary Medicine, 2013; Willard, 2004; Oregon State University, 2019),
el origen del aumento de esta enzima es variable e inespecifico ya que se encuentra
en tantos tejidos corporales que su valor diagnéstico es cuestionable (Willard, 2004).
Es por esto que esta incluida en el perfil muscular en conjunto con la CK y AST. Un
aumento de la LDH puede deberse a ejercicio, alteraciones hepaticas y neoplasias.
(Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013). Artefactos como una leve
hemdlisis pueden dar un aumento de esta enzima (Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013; Stockham; Scott, 2008).

También obtuvimos un incremento en el valor del limite superior de la CK al
compararlo con la bibliografia; Willard, 2004; Oregon State University, 2019), siendo
este de 456,42 U/I. Willard (2004) describe que los aumentos realmente importantes
serian los mayores a 10.000 U/l o los persistentes, mayores a 2000 U/I. Esta enzima
esta presente en el citoplasma de los miocitos y en el cerebro, es por esto que es la
mas evaluada para la enfermedad muscular (Cornell University College of Veterinary
Medicine, 2013). Es una indicadora extremadamente sensible de dafio muscular y
por ello suelen hallarse resultados elevados debido a dafio muscular secundario
(Willard, 2004). Ademas de esto un incremento en la actividad de esta enzima puede
relacionarse también al peso del animal, siendo la actividad de la CK hasta un 70 %
mas alta en los perros menores de 10 kg (Stockham; Scott, 2008).

Los valores de la AST obtenidos para nuestro intervalo se aproximan a los valores
presentados por la bibliografia internacional consultada (Cornell University College
of Veterinary Medicine, 2013; Willard, 2004; Oregon State University, 2019).Esta
enzima se encuentra en cantidades significativas en los hepatocitos, musculo y
glébulos rojos (Willard, 2004). Presenta una vida media mas prolongada que la CK.
Por lo tanto, en enfermedades crénicas del musculo la AST podria estar aumentada
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mientras que la actividad de la CK permanece con valores normales (Cornell
University College of Veterinary Medicine, 2013).

Debido a que en nuestra tesis la restriccion del ejercicio previo a la extraccion
sanguinea no fue un requisito para los individuos de referencia, los aumentos
observados en las enzimas LDH y CK podrian estar asociados a un leve o
moderado dafo muscular causados por el ejercicio. En el caso de que los valores de
la AST acompafnaran el aumento de las actividades de estas enzimas, podria ser
indicativo de una enfermedad muscular. Generalmente cuando esto ocurre tanto la
CK como la AST se veran elevadas (Cornell University College of Veterinary
Medicine, 2013).

Urea, creatinina y fosforo

Si bien la urea y creatinina no demostraron tener diferencias estadisticas
significativas entre sexos y edades, diversos estudios hablan de que existe un
incremento en estos analitos asociados a la edad (Kley y col 2013, Soumyaranjan y
col, 2015,). Los resultados de nuestro trabajo no coinciden con la literatura ya que
las medias fueron mas altas en la categoria 1 y 2 tanto para la urea como para la
creatinina (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013; Willard, 2004;
Oregon State University, 2019).

En cuanto a los intervalos obtenidos para la urea coinciden con la bibliografia
internacional consultada. La urea, no solo refleja la tasa de filtracion glomerular, sino
que también la produccién de urea por parte del higado. La ingestion de comidas
con alto contenido proteico, hemorragias gastrointestinales, la presencia de un
estado catabdlico y deshidratacion incrementaran la urea incluso sin cambios en la
tasa de filtracion glomerular (Brown, 2006)

Tanto para el limite inferior como el superior, los valores para la creatinina fueron
menores que en las diversas fuentes consultadas (Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013; Willard, 2004; Oregon State University, 2019).
La produccion de creatinina se vera afectada por la masa muscular magra y, por lo
tanto, el sexo, la edad y la raza que tienden a alterar la concentracién plasmatica de
la creatinina (Brown, 2006).

En un estudio utilizaron galgos retirados y un grupo control de perros no galgos
clinicamente sanos. La concentracion media de creatinina en galgos fue
significativamente mayor que en perros no galgos. En animales con gran masa
muscular, se esperaria tener almacenamientos superiores de fosfocreatinina, que a
su vez podria resultar en mayores concentraciones de creatinina sérica (Feeman y
col, 2003).

Con respecto al fosforo, no obtuvimos diferencias significativas entre sexos ni en las
diferentes franjas etarias. Para los animales de la categoria 1 la media fue mayor,
esto podria explicarse ya que es probable que perros jovenes, en especial de razas
grandes y gigantes tengan un valor de fésforo mas alto que los adultos (Kley vy col,
2013)

Finalmente, los valores obtenidos para los rangos concuerdan con la bibliografia
consultada (Cornell University College of Veterinary Medicine, 2013; Willard, 2004;
Oregon State University, 2019).
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Calcio

Para el calcio no hubo diferencias significativas entre las edades. Entre machos y
hembras existe una tendencia, siendo la media mayor en estas ultimas.

En cuanto al intervalo de referencia obtenido para el calcio, observamos que el limite
superior concuerda con la bibliografia internacional, pero el limite inferior se
encuentra por debajo de lo que relatan los distintos autores (Cornell University
College of Veterinary Medicine, 2013; Willard, 2004; Oregon State University,
2019).En el caso de nuestro trabajo, el valor de este limite es de 6,14 mg/dl, siendo
este considerado peligroso por algunos autores ya que por debajo de 7 mg/dl se
considera que el animal podria presentar tetania (Holowaychuk,2013; Willard 2004).

Cuando realizamos la revisacion de los animales no se observd ninguno de los
sintomas asociados a hipocalcemia los cuales pueden ser: ataxia, hipertermia,
temblores musculares, calambres musculares, marcha rigida, rigidez, convulsiones,
etc.(Holowaychuk,2013)

Algunos artefactos que podrian dar una falsa disminucion son concentraciones de
bilirrubina aumentadas o errores de laboratorio (Willard 2004). Esta descripto que la
hipocalcemia puede estar presente en animales con hipoalbuminemia.
Estadisticamente hallamos una tendencia entre las edades para la albumina, siendo
los animales mayores los que tienen una menor media. Si lo relacionamos con la
media del calcio, podemos observar que los animales de la categoria 3 también
tienen una menor media. Si bien encontramos esta asociacion, no podemos hablar
de una hipocalcemia debido a hipoalbuminemia ya que los valores que obtuvimos
para la albumina se encuentran dentro del intervalo de referencia.

Colesterol

El intervalo de referencia obtenido en nuestro trabajo para este analito difiere
levemente con lo consultado en otra bibliografia (Cornell University College of
Veterinary Medicine, 2013; Willard, 2004; Oregon State University, 2019; Ruggerone
y col; 2018) ya que el valor del limite inferior resulté ser algo menor. Se considera
que la hipocolesterolemia primaria raramente constituye un problema (Willard, 2004;
Stockham y Scott, 2008). Algunas causas de hipocolesterolemia pueden ser
enteropatias perdedoras de proteinas, hepatopatias, determinados procesos
malignos y desnutricion grave. Pero debido a que no encontramos alteraciones en
otros analitos que generalmente estan asociados en estas patologias, podria no
significar una disminucién clinicamente relevante. Otras causas relacionadas a una
disminucion del colesterol son los artefactos, como la lipemia y la ictericia severa. En
nuestro trabajo muestras con estas caracteristicas fueron descartadas.
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CONCLUSIONES

Este trabajo permitié elaborar los intervalos de referencia de bioquimica
sanguinea para caninos para el laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad
de Veterinaria, siendo estos una herramienta muy valiosa. La bibliografia
resalta la importancia de que cada laboratorio cuente con sus propios
intervalos, ya que existen variaciones en las poblaciones, los equipos y
reactivos, el personal, areas geograficas, etc.

Fueron halladas tanto diferencias como similitudes con respecto a varias
fuentes consultadas, lo que avala la importancia de obtener valores propios.
Hay que tener en cuenta que algunas diferencias encontradas en nuestro
trabajo podrian deberse a que no estandarizamos ni realizamos protocolos
especificos previos a la toma de muestras. Como por ejemplo distintos
autores hablan de restricciones en la dieta y ejercicio, la realizacion de
examenes colaterales previos, asi como también desparasitaciones, y que la
extraccidn sea realizada siempre por la mafana. Esto lo estandarizaban para
obtener menos variaciones y acercarse aun mas a un paciente considerado
“saludable”. Definir el estado de salud resulta muy complejo, porque la salud
absoluta es imposible de determinar. La OMS lo define como un estado
completo de bienestar fisico mental y social, y no solo la ausencia de
enfermedades. Considerando esto, extrapolar ese concepto a medicina
veterinaria resulta aun mas dificil definir el estado de salud en un animal.

En nuestro caso nos limitamos a una poblacién clinicamente sana
(determinada por maniobras semiolégicas, y una anamnesis completa),
dentro de determinada franja etaria (de 1 a 10 anos), conformada por distintas
razas, tamanos, dietas, condiciones ambientales, que no hayan recibido
tratamientos farmacologicos, y por ultimo que se les haya realizado un ayuno
de 12 horas, sin discriminar el horario para la extraccion. Todo esto pudo
haber llevado a las diferencias que observamos, pero también al tener una
poblacion tan heterogénea, consideramos que esto nos aproximé a las
caracteristicas reales de esa poblacion muestreada, contemplando las
variaciones biolégicas y ambientales que puedan existir.

Ademas de las diferencias que encontramos en los intervalos con la
bibliografia, también obtuvimos diferencias estadisticas significativas para
algunas categorias etarias y/o entre sexos para determinados analitos. Para
algunas de estas diferencias no hallamos reportes en la bibliografia, por lo
que serian necesarios estudios posteriores con el fin de esclarecer y explicar
el porqué de estos resultados. En el caso de los analitos que mostraron una
tendencia estadistica se deberia aumentar el n para determinar si realmente
existe o no una diferencia estadistica significativa.
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