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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en la ciudad de Cajamarca, en el
laboratorio de la veterinaria Huellitas, en los meses de noviembre y diciembre del
2019, donde se tomaron muestras de sangre de 10 caninos (Canis lupus familiaris)
clinicamente sanos; el objetivo fue evaluar el efecto del tiempo de refrigeracion a
partir de una temperatura de 4 °C y tiempos de 0, 3, 6, 12 y 24 horas sobre la
estabilidad de componentes sanguineos (eritrocitos, hemoglobina, hematocrito,
leucocitos, VCM, CHCM, férmula leucocitaria relativa y absoluta). La toma de
muestras sanguineas se realizd6 mediante venopuncién en la vena cefélica, se
recolectaron en tubos de 5 ml conteniendo EDTA. Cada muestra fue evaluada 5 veces;
el primer analisis se realizO inmediatamente después de extraida la muestra,
posteriormente la muestra fue conservada en refrigeracion a 4°C para luego ser
evaluada a las 3, 6, 12 y 24 horas. Los resultados muestran que la sangre no sufrio
variacion alguna. Se demostr6 mediante la férmula leucocitaria relativa que hubo
variacion en los linfocitos a partir de las 3 horas de evaluacion, incrementandose a las
6 horas (p>0,05); y disminucién evidente de monocitos a las 6 horas y leve a las 24
horas. Por otro lado, la formula leucocitaria absoluta presenta un incremento en la
cantidad de los linfocitos a las 6 horas (p>0,05) en relacién a la 0, 3, 12 y 24 horas
similar a lo ocurrido con la formula leucocitaria relativa y disminucién de monocitos
a las 6 y 24 horas. Concluyendo que no se presentaron cambios estadisticos
significativos en los pardmetros del numero de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito,
indices hematimétricos: VCM, CHCM, HCM, leucocitos, formula leucocitaria relativa

y absoluta.

Palabras clave: Tiempo de refrigeracion, Canis lupus familiaris, estabilidad,

componentes sangu ineos.
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ABSTRACT

The present research work was carried out in the city of Cajamarca, in the Huellitas
veterinary laboratory, in the months of November and December 2019, where blood
samples were colected from 10 clinically healthy canines (Canis lupus familiaris), the
objective was to evaluate the effect of refrigeration time from a temperature of 4 ° C
and times of 0, 3, 6, 12 and 24 hours on the stability of blood components
(erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, leukocytes, MCV, MCHC, relative and
absolute leukocyte formula). Blood samples were made by venipuncture in the
cephalic vein, they were collected in 5 ml tubes containing EDTA. Each sample was
evaluated 5 times; the first analysis was carried out immediately after the sample was
extracted, later the sample was kept in refrigeration at 4 ° C and then evaluated at 3, 6,
12 and 24 hours. The results show that the blood conserved at 4 ° C in a period of 24
hours and evaluated in several periods of this time, that its erythrocyte components
and erythrocytic indices did not undergo any variation. It was demonstrated by the
relative leukocyte formula that there was variation in lymphocytes after 3 hours of
evaluation, increasing at 6 hours (p> 0.05); and evident decrease in monocytes at 6
hours and slight at 24 hours, On. Furthermore, the absolute leukocyte formula shows
an increase in the amount of lymphocytes at 6 hours (p> 0.05) in relation to 0, 3, 12
and 24 hours similar to what occured with the relative leukocyte formula and decrease
in monocytes at 6 and 24 hours. Concluding that there were not significant statistical
changes in the parameters of number of erythrocytes, hemoglobin, hematocrit,
hematimetric indices: MCV, MCHC, HCM, leukocytes, relative and absolute
leukocyte formula.

Keywords: Refrigeration time, Canis lupus familiaris, stability, blood components.



INTRODUCCION

En la rama de la Medicina Veterinaria, se ha incluido al hemograma como un examen
de rutina, llegando a considerar que la mayoria de los examenes clinicos se apoyan de
los informes obtenidos por los laboratorios (1). En base a lo descrito, los resultados
gue se obtengan contaran con respaldo de los controles de calidad garantizando la
sensibilidad, especificidad, precision y exactitud necesaria (1). Cada componente de
la sangre necesita condiciones diferentes para mantenerse en buen estado hasta el
momento de su utilizacion. La cadena de frio de la sangre cumple un rol importante
para su conservacion (2). Dado que la sangre, por ser una sustancia bioldgica, debe
mantenerse fria para reducir la contaminacion bacteriana y prolongar su vida atil (3).
La informacion concerniente al tiempo de refrigeracion, respecto a la viabilidad de la
muestra de sangre, es escasa (4). Al considerar la diversidad de criterios, en cuanto al
manejo y conservacion de las muestras de sangre total, con énfasis en la realizacion
del hemograma y ante la escasa informacion respecto al comportamiento de las
variables hematol6gicas en muestras preservadas, el proceso de conservacion es muy
importante, debido a que los componentes tienen tiempos de vigencia limitados;
ademas de que cada uno precisa de caracteristicas de conservacion especificas (1). En
la presente investigacion se evaluo el efecto que tiene el tiempo de refrigeracién sobre
la estabilidad de los componentes sanguineos (eritrocitos, hematocrito, hemoglobina,
leucocitos, indices hematimétricos, formula leucocitaria relativa y absoluta). Las
variaciones encontradas, permitira a médicos veterinarios clinicos y de laboratorio
contar con una herramienta de apoyo para brindar los resultados claros y precisos de

los examenes hematologicos analizados en muestras conservadas en refrigeracion a la



hora 0, a las 3 horas, a las 6 horas, a las 12 horas y a las 24 horas, las cuales serviran

de apoyo para un correcto diagnostico y para realizar un adecuado tratamiento.



CAPITULO |

MARCO TEORICO O REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Antecedentes de la Investigacion

Se evaluaron los pardmetros hematolégicos de sangre refrigerada a 4°C y a
temperatura ambiente en el estudio denominado “efectos del almacenamiento de
sangre sobre la estabilidad de los parametros hematoldgicos”. En sangre
refrigerada a 4°C recolectada con anticoagulante se realizé el recuento de
leucocitos, hemoglobina, recuento de eritrocitos, volumen corpuscular medio
(VCM), hematocrito, hemoglobina corpuscular media, concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM) vy recuento de plaquetas,
estadisticamente no se mostraron cambios significativos luego de estar en
almacenamiento en refrigeracion por tres dias. La sangre almacenada a
temperatura ambiente mostré un aumento significativo de VCM en 24 horas, en el
hematocrito y en la CHCM se mostraron cambios, concluyendo a partir de estos
resultados que la sangre de donantes sanos normales puede servir como un control
adecuado para el contador de Coulter durante tres dias si se mantiene a 4°C y se
mezcla de forma intermitente (5).

Del mismo modo, se compararon los resultados de recuentos de glébulos rojos,
glébulos blancos y plaquetas, la concentracion de hemoglobina (Hgb) y el VCM
antes y después de almacenar la sangre canina a temperatura ambiente durante 24
y 48 horas. La cantidad de 152 muestras con EDTA-K3 de 2 hospitales veterinarios

se analizaron dentro de las 4 horas de la recoleccion; 24 y 48 horas mas tarde con



4
un analizador de hematologia Coulter T540. Se comparo los resultados a traves de
Passing-Bablock, graficos de diferencia y de acuerdo a su clasificacion como
normal o anormal segun los intervalos de referencia. Se observo que el recuento
de glébulos rojos y la concentracion de Hgb estuvieron estables durante el estudio
y las diferencias de los recuentos de células variaron con la muestra, sin depender
del valor inicial. EI VCM aument6 de forma constante durante 2 dias. Las muestras
conservadas incluso por 2 dias son apropiadas para el recuento de células y la
medicion de Hgb. Sin embargo, las variaciones potenciales deben ser conocidas
para evitar interpretaciones erroneas, en particular cerca de los limites de decision
(6).

Por otro lado, en esta investigacion se evalué el efecto del tiempo en la
preservacion de muestras de sangre de perros y se estudiaron variables como
hematocrito, hemoglobina, concentracién de hemoglobina corpuscular media
(CHCM), computo de leucocitos y el diferencial leucocitario. Las muestras de
sangre fueron extraidas de 40 caninos al azar de distinta raza, canes que fueron
atendidos en el Hospital de Especies Menores y Silvestres en Panama durante el
periodo: agosto del 2007 y mayo del 2008. La sangre se extrajo de la vena cefalica,
a través del sistema al vacio y con anticoagulante sal disodica del &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y se conservaron a 4°C. Se empled métodos
manuales convencionales y cada muestra se analiz6 cuatro veces; el primero se
realizd durante la primera hora después de haber tomado la muestra vy,
seguidamente, a las 24, 48y 72 horas. En el programa SAS 9,2 se realiz6 el calculo
de estadisticos descriptivos de cada variable y se comparé la media de cada una en
el tiempo, de acuerdo al agrupamiento por terciles de los valores, para evaluar si

hay efecto de la concentracién y la celularidad. Se mostré diferencias minimas no
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significativas en los resultados a través del tiempo, por lo cual los resultados
clinicos y, por ende, un posible diagnostico clinico errado es improbables, dada la
estabilidad de los parametros hematologicos (1).

En este estudio se evaluo la estabilidad de varios componentes sanguineos en
distintos tiempos y temperaturas. En muestras de suero sanguineo de 10 perros
sanos se determino colesterol, triglicéridos, proteina total, albimina, creatinina,
urea y actividad de las enzimas aspartato aminotransferasa, alanina
aminotransferasa, fosfatasa alcalina, gamma-glutamil transferasa y creatina
quinasa, a temperaturas de 25°C, 4°C, -4°C, 20°C y -70°C y se analizaron en
periodos de 12 horas, 24 horas, 36 horas, 7 dias, 15 dias, 30 dias, 60 dias y 90 dias
después del muestreo. A 4 °C se mantuvo estable los componentes a diferencia de
la actividad de glutamiltransferasa sin embargo, se altero la actividad de la gamma-
glutamil transferasa y la aspartato-aminotransferasa a una temperatura de -70 ° C
segun el analisis estadistico. Se concluy6 que las tempertauras de -4 ° Cy -20° C
son las adecuadas para conservar suero durante 60 y 30 dias respectivamente (7).

Por otra parte, se evalud los efectos del tiempo y temperatura de almacenamiento
y la cantidad de anticoagulante sobre los parametros hematoldgicos en perros. Se
colecto sangre de diez caninos de razas variadas, clinicamente sanos. Las muestras
se tomaron con 18 mg; 36 mg; 72 mg y 144 mg de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) por ml de sangre, distribuidas en dos grupos: de
2 °C a 8 °C y temperatura ambiente. Después de la recoleccion, se evaluaron en
cuatro tiempos: 0, 12, 24 y 48 horas. Se us6 un contador automatico, se evaluaron
leucocitos, eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular medio
(VCM), indice de anisocitosis eritrocitaria (RDW), plaquetas y plaquetocrito

(PCT). El valor del VCM disminuyd en las mayores concentraciones de EDTA
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(7,2 mg mL-1 y 14,4 mg mL-1), con una disminucion del 2,36% en la mayor
concentracion. La temperatura y el tiempo de almacenamiento también modifico
los parametros, es decir, hubo decrecimiento en el tiempo 12 horas a la temperatura
de 2 a 8°C y aumentd en los tiempos 24 y 48 horas a la hora temperatura ambiente
(P <0,05). La temperatura de conservacion influencié discretamente en el recuento
de leucocitos y eritrocitos, que presentaron valores menores a la temperatura
ambiente. Hemoglobina, hematocrito, plaquetas y PCT no presentaron cambios
significativos. Los cambios observados no se comprometieron los resultados
obtenidos en el contador automatico, que muestra que las muestras sanguineas,
conservadas por 48 se mantuvieron en buenas condiciones para el anélisis,

principalmente cuando se almacenan a una temperatura de 2 a 8°C (8).

1.2. Bases tedricas

1.2.1. Sangre
La sangre es un tejido conectivo adaptado para circular dentro de los vasos, de
ahi que su matriz extracelular llamada plasma se hace liquida, es de color rojo
y contiene varios tipos de células: los eritrocitos, distintos tipos de leucocitos
y las plaquetas (9). Dado que los eritrocitos y las plaquetas no son células
completas sino derivados celulares (ambos carecen de nicleo y la plagueta es
un fragmento del citoplasma de una célula no circulante) y las células
sanguineas reciben colectivamente el nombre de elementos figurados (9). La
circulacién de la sangre a través del cuerpo proporciona un medio ambiente
constante, en el que todas las células y tejidos realizan sus diversas funciones;
de esta forma, la funcion principal de la sangre es mantener la homeostasis

(10).



1.2.2.
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La sangre es parte del medio interno del organismo, lo mismo que la linfa y el
liquido intersticial; también circula por todo el cuerpo dentro de los vasos
sanguineos, fuera de los cuales coagula, es decir sus células se aglutinan junto
con componentes del plasma, y el sobrenadante del codgulo es un liquido

amarillento Ilamado suero (9).

La sangre estd compuesta por una parte liquida llamada plasma y otro celular,
compuesta de elementos formes, células y fragmentos celulares (11). El plasma
es un liquido de color pajizo, formado por agua (75%) y una variedad de
sustancias que se encuentran disueltas: elementos nutritivos, desechos,
enzimas, hormonas, gases (COz2, Oz, N2) e iones Na, K, Caz, Mgz, Cl, HCOs,
HPO4 y SO4, de un 5-7% del plasma esta constituido por moléculas proteicas
entre ellas las proteinas plasmaticas primarias que son: globulina, albuminas y

fibrindgeno (11).

La sangre se le considera integrante del tejido conjuntivo porque tiene origen
embriologico proveniente del mesénquima, tejido primitivo formado por
células indiferenciadas y pluripotentes (células que dependiendo de su codigo
genético especifico y del microambiente que las rodea pueden originar células
de morfologia y funcionalidad distintas) (12)

Funciones de la sangre

La sangre se comporta como un liquido de comunicacién vital, entre los
distintos tejidos del organismo y entre sus funciones, destacan la distribucion
de nutrientes desde el intestino a los tejidos; intercambio de gases como

transporte de O desde los pulmones hasta los tejidos y de CO- desde los tejidos



1.2.3.

1.2.4.

hasta los pulmones; hemostasia que presenta un mecanismo protector frente a
la pérdida de sangre; mantenimiento de la presion osmotica y coloidosmaética
y del nivel de hidrogeniones (pH mediante elementos amortiguadores);
hemostasis calorica en los animales homeotermos (mantenimiento del
temperatura corporal e interna); transporte de productos de desecho, resultante
del metabolismo celular, desde los lugares de produccion hasta ser eliminados
y transporte de hormonas de las glandulas endocrino hasta los tejidos diana
(12).

Caracteristicas fisicas de la sangre

La sangre posee distintas caracteristicas fisicas las cuales se describen a
continuacion; la sangre es méas pesada y viscosa que el agua; su velocidad
de flujo es menor que la del agua; la viscosidad o capacidad adhesiva
puede comprobarse al tacto; la temperatura es aproximadamente 38 °C,
ligeramente superior a la temperatura corporal normal; su pH es
ligeramente alcalino, de 7,4 aproximadamente; el promedio de sangre

constituye el 8% del peso total del animal (11).

Componentes de la sangre

La sangre esta compuesta de células (eritrocitos, leucocitos y plaquetas) que
circulan en un liquido llamado plasma; los eritrocitos o glébulos rojos son los
mas numerosos, habiendo varios millones de eritrocitos por microlitro de
sangre de los mamiferos, sin embargo, dependiendo de la especie los eritrocitos
presentan de un cuarto a la mitad del volumen sanguineo total, esto se mide
determinando el hematocrito (4). El recuento total de leucocitos o glébulos

blancos es muy inferior al de los eritrocitos o plaquetas, variando los primeros
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de 5 x 10%/pl a aproximadamente 20 x 10%/ul en los mamiferos; asi también la
proporcion de tipos de leucocitos presentes varia dependiendo de la especie,
siendo los neutréfilos el tipo de leucocitos mas numerosos en la sangre de los

carnivoros y los linfocitos el mas numeroso en la sangre de rumiantes (4).

El plasma consiste principalmente en agua y contiene aproximadamente 6 — 8
g/dL de proteinas plasmaticas y 1,5 g/dL de sales inorganicas, lipidos,
carbohidratos, hormonas y vitaminas; este componente se obtiene en el
laboratorio tomando la sangre con anticoagulantes, seguido de una
centrifugacion para eliminar las células sanguineas (4). Si se toma la muestra
sin anticoagulante y se permite que coagule, el liquido que se obtiene tras la
centrifugacion se denomina suero. La concentracidn de proteinas en el suero
suele ser 0,2 — 0,5 g/dL inferior, que en el plasma, principalmente por la
ausencia de fibrindgeno en el suero, que es consumido en la coagulacion; las
proteinas séricas pueden separarse mediante electroforesis, en albumina, alfa
globulinas, beta globulinas y gama globulinas (4). La albumina es una proteina
Unica que suele ser responsable de cerca de la mitad de las proteinas

plasmaticas presentes por peso (4).

1.2.4.1. Eritrocitos
Los eritrocitos de los mamiferos son anucleados, mientras que en el resto de
los vertebrados son células rojas nucleadas (13). En las especies domésticas
(perro, gato, vaca, caballo, oveja y cabra) han sido encontrados eritrocitos
biconcavos, pero el grado de concavidad varia; los tipicos estan presentes en

los perros, vacas y ovejas, mientras que en los caballos y los gatos los
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eritrocitos presentan una concavidad menor, y en la cabra la mayoria de los
eritrocitos tiene una ligera depresion en la superficie, mientras que las células
rojas de las vacas y ovejas muestran protuberancias (equinocitos) y en los
camélidos (camello, alpaca y Ilama) los eritrocitos tienen forma eliptica, en los
equinos se agrupan formando hileras que semejan pilas de monedas (rouleaux),

en las aves son nucleados (13).

El didmetro del eritrocito en las diferentes especies varia. En el perro y el cerdo
es de 7 um; en el felino, 5,8 um; en el equino, 5,7 um; en el bovino, 5,5 umy
en la cabra de 4 um (13).

1.2.4.1.1. Funciones de los eritrocitos
La forma biconcava de los eritrocitos proporciona una superficie grande en
relacion a su volumen para que se realice su funcion principal que es el
transporte e intercambio de Oz y CO», tanto en los pulmones como en el resto

de los 6rganos del cuerpo (14).

Otra de las funciones de los eritrocitos es transportar los nutrientes contenidos
en el plasma sanguineo, los nutrientes que estan en el higado y los que proceden
del aparato digestivo como glucosa, aminoacidos, lipidos y sales a todas las
células del cuerpo. Ademas, transporta mensajeros quimicos como las
hormonas, también defienden el cuerpo de las infecciones, gracias a las células

de defensa o glébulos blancos (14).

1.2.4.1.2. Origen de los eritrocitos
En la fase embrionaria las células hematopoyéticas derivan del mesénquima

primitivo (saco vitelino) y de la region aorta — gonadal - mesonefros (AGM).
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A partir de la sexta semana de vida intrauterina, la hematopoyesis tiene lugar
en el higado, bazo y timo, persistiendo hasta el décimo mes, aunque a lo largo
de toda la vida existe una pequefia capacidad hematopoyetica, que en
circunstancias patologicas es capaz de expresarse, como en la metaplasia
mieloide hepatoesplénica. En animales adultos, la hematopoyesis tiene lugar
en la médula 6sea localizada en los huesos planos del esqueleto axial (craneo,
costillas, esternon, vértebras y pelvis) y en algunas epifisis de los huesos largos

(fémur, humero) (15).

Los progenitores eritroides mas primitivos son denominados unidades
formadoras de brotes eritroides (BFUE) los cuales tienen una alta tasa de
proliferacion en respuesta a las citocinas, mientras que los precursores
eritroides mas maduros, denominados unidades formadoras de colonias
eritroide (CFUE) tienen un limitado potencial de proliferacion. Estos
progenitores son los que dan origen a precursores eritroides como
proeritroblastos, eritroblastos basofilos, policromatéfilos, ortocromaticos,

reticulocitos y hematies (16).

Para llegar al estadio de eritrocito, las células precursoras pasan por cuatro
divisiones celulares, en cerca de cuatro dias, durante las cuales se producen
cambios a nivel nuclear y citoplasmatico. Cada division de la célula lleva a una
mas pequefa, esta disminucion del volumen se debe a la reduccion del nucleo
y al final la expulsion del mismo (16). En los estadios tempranos de maduracién
nuclear, la cromatina, esta suelta reunida en pequefios agregados, con presencia

de nucléolo. Conforme la maduracion progresa, la cromatina nuclear se
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aglutina, condensandose y haciéndose mas basofila, por un proceso llamada
picnocitosis, y a nivel de la cuarta division maduracional, la picnocitosis
comprime al nucleo y logra eyectarlo dejando sin nudcleo al ortocromatico,
posteriormente se transforma en reticulocito conservando algunas fibras de
cromatina, las que se ponen de manifiesto con el azul brillante de cresil y
manteniendo una difusa basofilia, la que se conoce como policromatofilia y al
final el reticulocito alcanza la circulacion, existiendo en la sangre normal hasta
un 2% de reticulocitos, la maduracion del reticulocito a eritrocito tarda de 24 a
48 horas; durante este tiempo las mitocondrias y los ribosomas desaparecen
(16).

1.2.4.1.3. Eritropoyesis
Se ha postulado que la célula indiferenciada pluripotencial en la médula dsea
produce células unipotenciales, que posteriormente daran origen a los
eritrocitos, granulocitos, monocitos, o a los megacariocitos (13). Los eritrocitos
son producidos por division mitética y maduracion de los rubriblastos en una
secuencia definida: rubriblasto, prorubricito, rubricito baséfilo, rubricito
policromatico, rubricito normocrémico, metarubricito, reticulocito y eritrocito
maduro, por otro lado, cada rubriblasto puede dividirse en tres o cuatro mitosis
y dar origen con ello a 8 o hasta 16 células maduras y conforme van madurando,
las células se hacen mas pequefias, su nucleo se condensa y su citoplasma

cambia de azul oscuro a rojo naranja (13).

1.2.4.1.4. Regulacion de la eritropoyesis
El mecanismo por el cual se regula toda esta diferenciacion, esta controlado

por la cantidad de transporte de O a los tejidos, producto de la concentracion
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de la oxihemoglobina en los hematies; cuando el O, disminuye, la eritropoyesis
se incrementa, lo que quiere decir que el Oz es el sensor de la eritropoyesis
(16). Cuando esto ocurre, el rifion produce la eritropoyetina unida a un lipido,
ya en el plasma se separa y deja a la eritropoyetina libre, para actuar sobre las
células stem-cell de la medula 6sea (Mo), junto con la interleucina (IL)-9. A lo
largo de esta ruta de diferenciacion de la eritropoyesis, la principal citocina es
la eritropoyetina (EPO), que actia como reguladora de la eritropoyesis y es
producida por las células renales. La principal actividad de la eritropoyetina
(EPO), esta dada por el control de la produccion de las células eritroides, a
través de la diferenciacion y maduracion y sobrevida de estas células, en la que
el O, actGa como sensor, es decir cuando disminuye la tension del Oz hay un
incremento en la produccion de eritropoyetina la que va actuar a nivel de la

medula dsea (16).

1.2.4.1.5. Destruccion de los eritrocitos
Su vida media varia segun la especie, 45 dias en el ovino, 115 dias en el canino
y 160 dias en el bovino. En el perro existe un reemplazo de 800,000 eritrocitos

por segundo. (17).

La destruccion de los hematies se puede producir por fraccionamiento, en
pedazos suficientemente pequerios, para que sean capturados por el sistema
reticuloendotelial, por agotamiento de las enzimas intracelulares haciéndolas
fragiles, o rompiéndose facilmente cuando pasan a través de capilares muy

angostos, o incluso pueden ser fagocitados enteros (18).
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Poco menos de 1% de la poblacion de eritrocitos serd remplazado cada dia y
los nuevos eritrocitos que aparecen en la circulacion adn contienen ribosomas
y elementos del reticulo endoplasmico (19). El acido ribonucleico (ARN) de
los ribosomas puede detectarse mediante coloraciones idoneas (como azul
brillante de cresil), y las células que lo contienen se denominan reticulocitos;
normalmente ascienden a alrededor de 1% del recuento eritrocito total (19). El
lapso de vida del eritrocito puede estar notoriamente acortado en diversas
anemias hemoliticas; en estas enfermedades se observa gran incremento del
numero de reticulocitos, puesto que la medula 6sea intenta compensar la
desintegracion rapida de eritrocitos al aumentar la cantidad de eritrocitos

jovenes nuevos en la circulacién (19).

1.2.4.2. Hemoglobina
La hemoglobina es una proteina grande compuesta de cuatro cadenas
polipeptidicas, cada una de las cuales esta unida de manera covalente a un

grupo hemo (20).

Es una proteina tetramérica de los eritrocitos, transporta O hacia los tejidos, y
favorece el transporte de CO> y protones hacia los pulmones. La estructura
tetramérica de la hemoglobina permite interacciones cooperativas
fundamentales para su funcion, por ejemplo, el 2,3-bisfosfoglicerato (BPG)
promueve la liberacion eficiente de O al estabilizar la estructura cuaternaria
de la desoxihemoglobina. Se usan letras griegas para designar cada subtipo de
unidad (19). La composicion de subunidad de las hemoglobinas principales son

a2B2 (HbA; hemoglobina normal del adulto), a2y2 (HbF; hemoglobina fetal),
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02S2 (HbS; hemoglobina de células falciformes) y 0262 (HbA2; una
hemoglobina menor del adulto). Se unen cuatro moléculas de O2 por cada
tetramero, uno por cada grupo hemo. Una molécula de O2 se une a un tetramero
de hemoglobina con mayor facilidad si otras moléculas de Oz ya estan unidas;
este fendmeno, llamado unidon cooperativa, permite a la hemoglobina
maximizar tanto la cantidad de O cargada a la PO> de los pulmones, como la
cantidad de O liberada a la presion parcial de oxigeno PO de los tejidos
periféricos (19). Las interacciones cooperativas, una propiedad exclusiva de
proteinas multiméricas, tienen importancia crucial para la vida. Ademas, de
transportar O2 desde los pulmones hacia los tejidos periféricos, la hemoglobina
transporta CO-, el subproducto de la respiracion, y protones, desde los tejidos
periféricos hacia los pulmones, ademas, la hemoglobina porta CO al unirse al
nitrbgeno amino terminal de las cadenas polipeptidicas de la fraccion

apoproteica aerdbica (19).

La hemoglobina absorbe oxigeno contenido en el aire de los pulmones con el
que forma oxihemoglobina, sustancia que con facilidad sede su oxigeno a los
tejidos con el que entra en contacto, y su mayor formacion ocurre en la fase del
eritrocito denominado normoblasto ortocromatico antes de la formacion del

reticulocito (21).

El dosaje de hemoglobina determina la cantidad de hemoglobina en gramos,
presentes en un decilitro de sangre (g/dl), existe variaciones del dosaje de

hemoglobina en relacién al sexo y edad, debido a que en caninos estos valores
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comienzan a disminuir a partir del nacimiento, seguidas de un incremento

gradual hasta los cuatro meses (21).

La absorcion de hierro, sustancia importante para la formacion de
hemoglobina, se realiza desde la dieta, lo cual depende de la edad, especie,
reservas de hierro, capacidad de eritropoyesis, inflamaciones y prefiez, como
también la cantidad y la forma quimica ingerida. Un pequefio porcentaje de
hierro en la dieta es absorbido en animales adultos normales, la absorcion de
hierro ocurre a través de los eritrocitos del duodeno y el yeyuno proximal como

ion libre o grupo HEMO por distintos caminos (22).

Quimicamente la hemoglobina, es un complejo compuesto organico formado
por cuatro pigmentos rojos de porfirina (hemes), cada uno de los cuales
contiene un atomo de hierro mas globina, que es una proteina globular
constituida por 4 cadenas de aminoacidos. La hemoglobina absorbe oxigeno
contenido en el aire de los pulmones con el que forma oxihemoglobina,
sustancia que con facilidad cede su oxigeno a los tejidos con los que entra en
contacto (23). Debido a la presencia de hemoglobina, la sangre lleva 60 veces
mas oxigeno que una cantidad igual de agua en condiciones similares. El
oxigeno procedente de los pulmones forma una débil combinacion con cada
hierro de hemoglobina, y el producto es oxihemoglobina. este proceso es una
oxigenacion y no una verdadera oxidacion, pero para que ocurra se requiere de
hierro ferroso en la molécula de hemoglobina. La cantidad de oxigeno

combinado es proporcional a la del hierro presente, con dos &tomos de oxigeno
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combinados con cada uno de hierro. Asi cada gramo de hemoglobina podra
transportar 1,34 ml de oxigeno (23).

1.2.4.3. Volumen Celular Aglomerado (VCA) o Hematocrito
El objetivo de medir el hematocrito, es determinar el porcentaje de eritrocitos
que circulan por la sangre periférica en el momento de la extraccion; es uno de
los analisis mas frecuentes, ya que es facil, rapido y extremadamente preciso,
proveyendo asi mismo de valiosa informacion sobre los demas componentes
sanguineos (24). Los términos “Volumen Celular Aglomerado” vy
“hematocrito” son generalmente intercambiables, aunque su significado sea
ligeramente distinto. Hematocrito significa “dividir o separar la sangre”, asi
que de hecho usamos técnicas de hematocrito para determinar el volumen
celular aglomerado (24). El auténtico mecanismo de estos analisis es la ley de
la gravedad: cuanto mas denso es un objeto, caerda mas rapidamente. El
eritrocito maduro tiene una mayor densidad que los demas componentes de la
sangre, y si al extraerla se la deja reposar, los eritrocitos se “aglomeran” en el
fondo de una columna de sangre. Debido a la lentitud a la que se produce esta
separacion (excepto en el caballo), se utiliza una centrifugadora para acelerar

el proceso (24).

1.2.4.4. Indices hematimétricos

1.2.4.4.1. Volumen Corpuscular Medio (VCM)
El VCM representa el volumen medio de un Unico eritrocito en fentolitros. Y
se determina de forma mas precisa por medicion directa, mediante los
contadores celulares electronicos o puede calcularse de forma indirecta

dividiendo el hematocrito (HCT) (como un porcentaje), por el recuento de
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eritrocitos (RBC) (en millones de células por microlitro) y multiplicandolo por
10, pero este valor calculado es menos preciso, porque se requieren dos
mediciones separadas (4). EI VCM varia mucho entre especies. Los mamiferos
tienen eritrocitos mas pequefios que las aves, reptiles o anfibios. Las especies
con eritrocitos mas grandes, tienen recuentos menores de eritrocitos (RBC),
resultando en HCTs similares en mamiferos y aves. Los VCMs pueden variar
con la edad, siendo mayores en los caballos viejos y el vacuno, pero, en los
caballos de carrera de velocidad, existen ligeros incrementos del VCM (de

cercade 1fL) (4).

El VCM nos puede indicar la presencia de mastocitos y microcitosis, se puede
apreciar a partir de examenes microscopicos de una extension en lamina porta;
también se puede calcular a partir del hematocrito y el recuento de eritrocitos

(25).

1.2.4.4.2. Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM)
La concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM), representa la
concentracion media de hemoglobina en los eritrocitos. Se calcula dividiendo
el valor de hemoglobina (en gramos por decilitro) por el hematocrito (HCT)
(como un porcentaje) y multiplicando por 100. La CHCM se expresa en g/dL
de eritrocitos (Nota: Los valores de hemoglobina en sangre se expresan como
g/dL de sangre completa) (4). Los intervalos de referencia establecidos por el
uso de valores de HCT determinados por contadores celulares electronicos

tienden ser ligeramente superiores a los determinados, empleando los valores
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del HCT, medidos por centrifugacion por la presencia de pequefias cantidades

de plasma atrapadas en las muestras centrifugadas (4).

1.2.4.5. Leucocitos
Los leucocitos, también llamados células blancas sanguineas, son las unidades
moviles del sistema protector del organismo, corresponden a las diferentes
células blancas nucleadas de la sangre que incluyen a los neutrdfilos,
monocitos, eosinofilos, baséfilos y linfocitos; todos ellos participan en
mecanismos de defensa, pertenecen a dos sistemas: el sistema fagocitico y el
sistema inmunocitico; ademas, los dos sistemas inmunologicos son
funcionalmente interdependientes (27). El sistema fagocitico esta formado por
los granulocitos y el sistema monocito/macrofago y el sistema inmunocitico
estd compuesto por linfocitos circulantes T y B (26). Los factores producidos
por los monocitos/macrofagos influencian profundamente la funcion de los
linfocitos y diversos productos de los linfocitos, a su vez, influencian la funcién
de los fagocitos (26). Los fagocitos (es decir, granulocitos, sistema
monocito/macréfago) constituyen la primera linea de defensa contra los
microorganismos invasores; son atraidos a los focos de infeccion y alli, por un
proceso de fagocitosis, ingieren y destruyen bacterias y cualquier otro agente
en contacto y, por lo tanto, se puede considerar a los fagocitos como el sistema
inmunolégico no especifico; en contraposicién, el sistema inmunocitico
constituye el sistema inmunolégico especifico. Sus células ejecutadoras (es
decir, los linfocitos T y B) son responsables tanto de la produccién de la

inmunidad humoral en la forma de anticuerpos dirigidos contra antigenos
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especificos, como de la inmunidad celular, al producir citoquinas especificas.

(26).

1.2.45.1. Clasificacion de los leucocitos
Existen cinco tipos de leucocitos en la sangre: Neutrofilos, Eosinofilos,
Basofilos (granulocitos), Monocitos y Linfocitos (agranulocitos). Ademas, hay
un gran nimero de plaquetas, que son fragmentos de otro tipo de célula similar

a los leucocitos que se encuentran en la medula 6sea, el megacariocito (27).

1.2.4.6. Granulocitos
Se les llama granulocitos o polimorfo nucleares porque contienen granulos
dentro del citoplasma, los cuales son tefiidos con los colorantes que se usan por

ejemplo (neutrofilos, eosinofilos y basofilos) (13).

1.2.4.7. Neutrofilos
Los neutréfilos son células fagociticas moviles del sistema inmunitario innato,
constituyen el mayor porcentaje de células blancas en la mayoria de las
especies (60-65%), excepto en los rumiantes (20-25%), los neutréfilos tienen
una vida en sangre corta (vida media de unas 12 horas), pero en los tejidos su

longevidad se incrementa hasta varios dias (28).

Emergen al torrente sanguineo alrededor de 3 a 5 dias en el perro, 4 a 6 dias en
el bovino y 7 a 11 dias en el hombre. Son células con un nucleo formado por
entre dos y cinco segmentos, unidos por filamentos de cromatina y granulos en
el citoplasma, que toman una coloracion neutra (29). La segmentacion del

nucleo acompafia el envejecimiento de la célula, asi los neutrdfilos jovenes
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tienen el nucleo aun en forma de bastén no segmentado y son Ilamados de
cayados y los adultos tienen el nucleo formado por varios segmentos unidos
por filamentos de cromatina y son Ilamados segmentados, normalmente menos

de 6% de neutrdfilos circulantes son bastonetes o inmaduros (29).

Los neutréfilos son esenciales en la defensa contra los microorganismos
invasores, en particular bacterias. Para ser eficaces, deben reconocer sefiales
inflamatorias, abandonar la sangre, migrar a través de tejidos hasta un sitio
donde haya bacterias y luego neutralizarlas. Los neutréfilos exhiben moléculas
de adhesién glucoproteicas sobre sus superficies que son necesarias para
diversas funciones dependientes de la adhesion incluyendo la adhesion al
endotelio y estructuras subendoteliales, diseminacion, quimiotaxis vy

fagocitosis (4).

Desempefian una funcion clave en la inflamacion aguda, por ejemplo, cuando
entran bacterias en los tejidos, sobrevienen varios fendmenos que se conocen
en conjunto como la “respuesta inflamatoria aguda”. Incluyen: aumento de la
permeabilidad vascular; entrada de neutréfilos activados en los tejidos;
activacion de plaquetas, y resolucién espontanea si se ha luchado exitosamente

con los microorganismos invasores (19).

En caninos presenta un tamafio de 12-15 um de diametro, que es de 2 a 2,5
veces el tamafio del eritrocito; su nucleo es lobulado o parcialmente
segmentado con cromatina densa, de coloracién purpura oscuro (30). El
neutrofilo maduro presenta de 2-4 lobulaciones. Su citoplasma es rosa palido o

azul claro segun el tipo y la calidad de la tincion utilizada finamente granular,
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liso. La mayoria de los neutrofilos circulantes tienen formas segmentadas, muy

pocos tienen forma de bandas (30).

Los neutrofilos en banda tienen un ndcleo ligeramente retorcido con forma de
U o J y con menos condensacion de cromatina que los neutrofilos maduros, la
lobulacién nuclear esta ausente o pobremente definida, ademas, las
constricciones en el nucleo de los neutrofilos en banda suponen menos de la

mitad del ancho del resto del nacleo (31).

Dentro de la morfologia normal del neutréfilo canino podemos encontrar
cuerpos de Barr, los cuales se describen como un pequefio apéndice del nucleo,
correspondiente a una lobulacion sexual, indicando que el animal es una

hembra (30).

1.2.4.8. Eosinofilos
Los granulocitos eosinéfilos representan el 2% del total de leucocitos
circulantes; una vez producidos en la médula 6sea, los eosinofilos quedan
almacenados durante varios dias antes de ser liberados a la circulacion en donde
permanecen 3 - 8 horas antes de emigrar a los lugares donde son necesarios,
preferentemente la piel y los sistemas respiratorio y digestivo (32). EI nUmero
de eosindfilos circulantes muestra una variacion marcada a lo largo del dia,

siendo maximo en la mafiana y minimo en el atardecer (32).

Son fagocitos, es decir, que son capaces de ingerir particulas extrafias solidas,
y parecen desempefiar un papel importante frente a infecciones por helmintos,

estos microorganismos son demasiado grandes para ser fagocitados por una
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sola célula, los eosindfilos secretan unas proteinas que atacan la membrana
externa de los parasitos y los inactivan o los destruyen (32). La infeccion por
parasitos determina una sobreproduccion mantenida de eosinofilos. También
pueden funcionar para localizar y anular el efecto destructivo de las reacciones
alérgicas, causado por la liberacion de sustancias contenidas en los granulos de
los mastocitos (como la histamina), mediante la produccién de un factor que
inhibe la desgranulacion de los mastocitos. Los eosinofilos son atraidos hasta
los lugares de inflamacion por unas sustancias quimicas liberadas por los
mastocitos. De modo que la exposicién de individuos alérgicos a su alérgeno,

provoca un aumento transitorio del nimero de eosinofilos (eosinofilia) (32).

Los eosinofilos caninos tienen un tamafio de 12-20 pm de diametro, parecido
o ligeramente mayor que un neutrofilo y tienen un nuacleo lobulado o
parcialmente segmentado con la cromatina densa, purpura oscuro muy similar

al de los neutrdfilos, pero los segmentos a menudo no estan tan definidos (26)

Presentan granulos citoplasmaticos naranja-rojizos durante la tincién con
eosina, redondos variables en tamafio y nimero y también aparecen en el
citoplasma multiples vacuolas de tamafios variados, en ocasiones los
eosinofilos caninos pueden contener un Unico granulo grande y redondo que

recuerda en tamafio y forma a un eritrocito (26).

1.2.4.9. Basofilos
Los basdfilos caninos tienen un tamafio de 12-20 um en didmetro, similar o
ligeramente mayor que un neutrofilo y el citoplasma de los basofilos es

generalmente azul palido-purpura, el nicleo usualmente es menos segmentado
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que el del neutrdfilo, asi también, los granulos en los basofilos caninos
generalmente aparecen morados y no son lo suficientemente numerosos como

para llenar el citoplasma incluso pueden estar ausentes (26).

Los basofilos desgranulados tienen un citoplasma azul en ausencia de los
granulos, pero, en otras especies es dificil identificar con certeza basoéfilos en
banda pues los granulos ocultan u oscurecen el nucleo, esto es menos frecuente

en los perros (26).

1.2.4.10. Monocitos

Son grandes células sanguineas con capacidad fagocitica intensa, que viajan
por la sangre hasta los tejidos, donde se forma una linea armada de vigilancia
contra la infeccidn, transformandose en células especiales llamadas macrofago
(33). Representan el 5% de los leucocitos de la sangre y tienen su origen en
alguna parte del sistema reticuloendotelial; sus enzimas entran en accién contra
los agentes patdgenos mas peligrosos, como los que provocan reaccién
inflamatoria granulomatosa y también suelen ser numerosos en procesos
infecciosos cronicos en los que hay que eliminar detritus tisulares. mide entre

12 y 18 micras (33, 34).

Cuando los monocitos se trasladan a los tejidos, se denominan macroéfagos,
pues expresan numerosos receptores de superficie, que incluyen antigenos del
complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I y Il (CMH de clases | y 1),
los cuales juegan un papel primordial en el reconocimiento y la presentacién

de antigenos (28). Los macrdfagos difieren en su morfologia segun los tejidos,
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y asi se denominan de diferentes maneras; por ejemplo, en los 6rganos linfoides
estas celulas son macrofagos, mientras que en el higado se conocen como
células de Kupffer (28). Los macrdfagos derivan de células hematopoyeéticas
de la médula Osea e inicialmente se denominan monoblastos, los cuales
maduran y se dirigen hacia la circulacién, conociéndose entonces como
monocitos. Los macrofagos son mas grandes que los neutrofilos y disponen de
un reticulo endoplasmico rugoso y un aparato de Golgi desarrollados, lo cual
indica su gran capacidad para producir y secretar proteinas inmunorreguladoras

(28).

Los monocitos en el canino tienen un tamafio de 15-20 um, son ligeramente
mayores a los linfocitos. Su nicleo es de forma irregular, con cromatina

ligeramente reticulada (26).

Los nucleos de los monocitos caninos frecuentemente tienen forma de banda
por lo que pueden ser confundidos con neutrofilos en banda y por su color, con
neutrofilos con cambio téxico. Un criterio que ayuda a diferenciarlos es que los
extremos del ndcleo de los monocitos estan agrandados y con forma de perilla.
El citoplasma de los monocitos caninos es abundante, de gris a azul-grisaceo

(26).

1.2.4.11. Linfocitos
Los linfocitos representan un grupo heterogéneo de células tanto morfolégicas
como funcionalmente y son la base en el desencadenamiento y ejecucién de la
respuesta inmune también, se producen en la médula dsea, en los 6rganos

linfoides como el timo, los ndédulos linfaticos y bazo, ademas de los tejidos
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linfoides viscerales, que incluyen las placas de Peyer, las amigdalas y
apéndices (35). La médula désea en los mamiferos es el mayor drgano
linfopoyeético; sin embargo, excepto en el suministro de precursores linfoides
para la colonizacion de los érganos linfoides periféricos, la linfopoyesis en la

médula ésea y el timo es ineficaz (35).

Durante la vida intrauterina a la célula madre pluripotencial indiferenciada se
origina primero del saco vitelino y después del higado, bazo y médula ésea
fetales, ademas, bajo la influencia de un adecuado microambiente y otros
estimulos, estos progenitores linfoides originados en médula Osea
continuamente colonizan los érganos linfoides primarios - Bursa de Fabricio
en las aves o médula désea en los mamiferos, y el timo (35). Estas células
entonces migran a los érganos linfoides secundarios o periféricos (como los
nodulos linfaticos y bazos), donde se encuentran preferentemente localizadas
en porciones tipicas y dan inicio, en respuesta al estimulo antigénico apropiado,
a la proliferacién de subseries inmunocompetentes de linfocitos T o B (35). El
tiempo de produccidn de los linfocitos se estima entre 6 y 8 horas, y en algunos
casos pueden menos de 2 horas. EI nimero de mitosis implicado varia con el
tipo celular (6 a 8 horas para las células T y 2 a 3 horas para B); se menciona
que la linfopoyesis es estimulada por la exposicién antigénica y deprimida por

corticoides, hormonas sexuales y malnutricion (35).
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1.2.5. Métodos de estudios de los eritrocitos
1.2.5.1. Recuento de los eritrocitos

Determina la cantidad de eritrocitos por unidad de volumen (mm®o L) de
sangre (24). EI método manual mas usado es el recuento en camara de
Neubauer que consta de una gruesa placa de cristal, en la que hay dos
plataformas centrales elevadas rodeadas por un surco y cuenta con unos
bastidores al lado del foso, disefiado para sostener una cubierta de cristal 0,1

mm por encima del nivel de las plataformas (24).

1.2.5.2. Dosaje de hemoglobina
La hemoglobina es el componente principal de los eritrocitos, representa el
32% de la masa total del eritrocito y es el mejor indice para medir la capacidad

de transporte de gases de la sangre (36).

El dosaje de hemoglobina determina la cantidad de hemoglobina que se expresa
en gramos por decilitros (g/dL) (11). Existen diversas técnicas, siendo la mas
empleada por su rapidez, exactitud y facilidad el método colorimétrico de la
cianometahemoglobina el cual nos permite determinar la concentracion de Hb

gue aumenta en las policitemias y disminuye en las anemias (11).

La relacion hemoglobina — hematocrito, consiste en calcular el valor de la
hemoglobina al dividir el hematocrito entre un factor, usualmente entre 3y la
relacion inversa de obtener hematocrito a partir de multiplicar la concentracion

de hemoglobina por este factor (36).
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La creencia de que el valor de hematocrito es equivalente a 3 veces la
concentracion de hemoglobina, es una proporcion matematica que solo se
cumple en los individuos “normales”, con valores “normales” de hemoglobina

y hematocrito, y eritrocitos ‘“normociticos normocromicos” (36).

1.2.5.3. Volumen Celular Aglomerado (VCA) o hematocrito
Corresponde al volumen porcentual que ocupan los eritrocitos en la sangre, el
cual en los mamiferos fluctua entre 28% a 45%; su valor depende directamente
del nimero de eritrocitos y de su tamafio. EI VCA se determina mediante
centrifugacion durante 5 minutos a 12,000 revoluciones por minuto (RPM) de
un volumen de sangre depositado en un tubo capilar, mediante el método de

microhematocrito (11).

El hematocrito aumenta en las policitemias y disminuye en las anemias,
constituyendo la prueba aislada mas util en hematologia por la informacion que

entrega, su facilidad, costo, precision y exactitud (11).

1.3. Definicion de términos basicos
Sangre: La sangre se define como un liquido viscoso de color rojo, también se le
conoce como un tejido circulante especializado, compuesto de células suspendidas
en una sustancia intracelular liquida; a diferencia de otros tejidos, las células no
conservan una relacion especial permanente entre si, lo que se mueve

continuamente de un lugar a otro (10).

Indices hematimétricos: Los indices hematimétricos son los parametros que

relacionan el hematocrito, el nimero de eritrocitos y la concentracion de
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hemoglobina. Estos indices eritrociticos definen el tamafio y el contenido de
hemoglobina del eritrocito de valores obtenidos por la cuenta eritrocitica, la
concentracion de hemoglobina y el hematocrito; estos indices son obtenidos
mediante calculos matematicos y son los siguientes: volumen corpuscular medio,

concentracion de hemoglobina corpuscular media (37).

Volumen corpuscular medio (VCM): Es el indice hematimétrico que se expresa
en fentolitros (fl). Indica el tamafio de los eritrocitos. Se calcula a partir del

hematocrito y del nimero de eritrocitos, mediante la formula (24).

VGA(NUmeros enteros)x10

VCM =
Recuento Total de GR(millones /mm3)

Concentracion de hemoglobina corpuscular media CHCM: Es aquel indice se
expresa en gramos sobre decilitro (g/dl). Corresponde a la concentracion de
hemoglobina en 1 decilitro, se calcula a partir de la concentracion de hemoglobina

y el valor del hematocrito, mediante la siguiente formula (24).

Hemoglobina(g/dl)x100

CHCM =
VGA(Numeros enteros)




CAPITULO II

MARCO METODOLOGICO

2.1. Ubicacion Geogréafica

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el departamento de Cajamarca,
provincia de Cajamarca, ciudad de Cajamarca, que se encuentra en la regién
altoandina del Perd, en el laboratorio de la Veterinaria Huellitas, ubicada en Via
de Evitamiento Norte 2230 — Cajamarca, la cual cuenta con un laboratorio de
Analisis Clinicos para animales mayores y menores, donde se realizo el examen

clinico y los analisis correspondientes.

Tabla 1. Caracteristicas meteoroldgicas y climatoldgicas anuales de Cajamarca.

Altitud 2750 msnm
Latitud sur 7° 09’ 8”
Longitud oeste 78°29’29”
Clima templado seco
Temperatura promedio 14,20°C
Temperatura minima promedio 6,40°C
Temperatura maxima promedio 21,60°C
Precipitacion pluvial 795 mm
Humedad relativa promedio 75 %

Presion barométrica 745,34 hPa

Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia Cajamarca (40)
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2.2. Disefio de la Investigacion

Segun el problema propuesto y los objetivos planteados, la presente investigacion
es de disefio no experimental.

Se realizé la toma de las muestras de sangre de los 10 caninos a evaluar. Los
pardmetros evaluados fueron: Recuento de eritrocitos y leucocitos; Volumen
Globular Aglomerado (Hematocrito); Dosaje de Hemoglobina:  Indices
hematimétricos (VCM y CHCM); Recuento diferencial relativo (%) y absoluto: Se
utilizé un analisis de varianza completamente al azar y para la significancia una

prueba de Tukey.

2.3. Métodos de la Investigacion

La presente investigacion se baso en el método de investigacion empirico.

Para lo toma de muestra los caninos fueron trasladados a la Veterinaria Huellitas,
en donde se realiz6 la anamnesis, el examen clinico, al determinar que los caninos
estaban sanos y después del consentimiento informado dado por sus propietarios
(Anexo 8) se realizo6 la toma de muestra de sangre, a los caninos que se les realiz6

este procedimiento se les registrd en una ficha clinica (Anexo 9).

Para la extraccién de sangre, se procedié a desinfectar la zona de donde se debia
tomar la muestra (vena cefalica) con alcohol y algodon. La sangre se recolectd en
tubos de 5 mL, conteniendo anticoagulante EDTA mediante el sistema de
extraccion al vacio, se agito lentamente para formar una mezcla homogénea y asi

evitar la formacion de coagulos y aglutinaciones.
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Parte de la muestra fue analizada inmediatamente y el resto se le sometio a
refrigeracion a una temperatura de 4 ° C, para ser analizados transcurridos el
tiempo de 3 horas, 6 horas, 12 horas y 24 horas, los resultados obtenidos fueron

comparados con el primer analisis realizado.

Se analizaron los siguientes parametros:

Recuento de eritrocitos y leucocitos: Se utilizo el Método Hemocitométrico.
(Anexo 1 y Anexo 2); Volumen Globular Aglomerado (Hematocrito): Con el
Método del Microhematocrito. (Anexo 3); Dosaje de Hemoglobina: Se realizo
mediante conteo matematico (Anexo 4); indices hematimétricos (VCM y CHCM):
método matematico (Anexo 5); Recuento diferencial relativo (%) y absoluto: frotis

sanguineo y método matematico (Anexo 6 y Anexo 7).

2.4. Poblacién, Muestra y Unidad de Analisis

2.4.1. Poblacién:

La poblacion estuvo constituida por todos los caninos que llegaron al laboratorio
de la Veterinaria Huellitas en los meses de noviembre y diciembre del afio 2019 en

la ciudad de Cajamarca.

2.4.2. Muestra:
La muestra estuvo constituida por 10 caninos clinicamente sanos que llegaron al
laboratorio de la Veterinaria Huellitas en los meses de noviembre y diciembre del

afio 2019 en la ciudad de Cajamarca.
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2.4.3. Unidad de Analisis:
La unidad de andlisis estuvo constituida por cada una de las muestras de sangre
provenientes de los 10 caninos que llegaron al laboratorio de la Veterinaria
Huellitas en los meses de noviembre y diciembre del afio 2019 en la ciudad de

Cajamarca.

2.5. Técnicas e instrumentos de recopilacion de informacion

2.5.1. FichaClinica
En esta ficha se recopilaron datos de paciente como nombre, especie, sexo, raza,
color, entre otros, asi como signos clinicos como peso, temperatura, entre otros.

Ademas de los datos de propietario del animal (Anexo 9).

2.6. Técnicas para el procesamiento y andlisis de la informacion

Para la coleccion de la informacién obtenida se realiz6 una base de datos en el
programa Excel, el procesamiento de datos fue realizado mediante analisis
descriptivo, y las frecuencias se realizaron en un programa estadistico. Los
resultados obtenidos durante el desarrollo del presente trabajo de investigacion se
evaluaron mediante un andlisis de varianza completamente al azar y para la

significancia una prueba de Turkey.

2.7. Equipos, materiales e insumos

2.7.1. Material bioldgico
El presente estudio se realiz6 con muestras de sangre obtenidas de 10 caninos
indistintamente de raza, sexo, edad; en tubos con tapa de color lila que

contienen anticoagulante &cido etilendiaminotetraacético (EDTA).
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La determinacion de la condicion de caninos clinicamente sanos se realiz
evaluando las constantes fisioldgicas y comparandolas con las establecidas
para esta especie, como son: frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
llenado capilar, temperatura y condicion corporal y ademéas que hayan sido

desparasitados en un plazo igual o mayor a 15 dias antes de la toma de muestra.

Los animales que no cumplian con estos requisitos no fueron considerados

dentro del estudio.

2.7.2. Materiales y equipos de laboratorio
2.7.2.1. Materiales de laboratorio
v" Tubos de ensayo al vacio con anticoagulante EDTA
v Tubo de goma y boquilla de caucho
v’ Tabla para lectura de microhematocrito
v Tubos capilares heparinizados y plastilina
v’ Gradillas
v Laminas porta objetos
v Mascarillas, guantes y mandil
v" Pipetas de Thoma para leucocitos (glébulos blancos)
v" Pipetas de Thoma para eritrocitos (glébulos rojos)
v' Papel filtro
v Alcohol
v Algodon
v' TermOmetro

v’ Estetoscopio
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v' TermoOmetro para refrigeradora
2.7.2.2. Equipos de laboratorio
v Microscopio binocular con fuente de luz incorporada
v Cémara de Neubauer
v" Refrigeradora
v" Equipo para extraccién de sangre (sistema al vacio): soporte y agujas de
18 Gx 1,57
v Centrifuga para el hematocrito, marca Heltich, Modelo Haematokrit 210.
2.7.3. Materiales de campo
v Cuaderno de apuntes
v Lapicero
v Camara fotografica
2.7.4. Reactivos
v" Solucion de Gower
v" Solucion de acido acético al 1%
v" Kit de tincién Hemacolor
v Agua destilada
2.7.5. Materiales de escritorio
v’ Laptop
v" Papel bond A4
v' Folderes

v' Lapiceros y marcadores



CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Presentacion de resultados

Las tablas N° 1 y 2 muestran que la sangre conservada en un periodo de 24 horas
a una temperatura de *4 °C y evaluada en varios periodos de este tiempo, que sus
componentes eritrocitarios, Hb, Ht, e indices eritrociticos no han tenido ninguna
variacion. De igual manera, las tablas N° 3 y 4 indican que la formula leucocitaria
relativa presenta variacion en los linfocitos a partir de las 3 horas de evaluacion,
incrementandose a las 6 horas (p>0,05) con respecto a las 0, 3, 12 y 24 horas; y
disminucion evidente de monocitos a las 6 horas y leve a las 24 horas. Por otro
lado, la formula leucocitaria absoluta presenta un incremento en la cantidad de los
linfocitos a las 6 horas (p>0,05) en relacion a la 0, 3, 12 y 24 horas similar a lo
ocurrido con la férmula leucocitaria relativa y disminucién de monocitos a las 6 y

24 horas.
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Tabla 2: Efecto del tiempo de refrigeracion (4°C) a 0, 3, 6, 12 y 24 horas sobre la

estabilidad de los eritrocitos, hemoglobina y hematocrito.

VARIABLES
Tiempo Eritrocitos Hemoglobina (Hb) Hematocrito (Ht)
(Horas) (10%?/L) (g/dL) (%)
X +DE C.V. X +DE C.V. X+ DE C.V.
0 7,7+29a 37,4 148+13a 9,0 46,8+4,0a 8,5
3 59+74a 12,5 144+14a 9,8 456 +4,2a 9,3
6 56+50a 8,9 144+12a 8,3 457+ 36a 7,9
12 6,2+130a 21,0 142+13a 94 451+40a 8,8
24 6,9+18,6a 27,2 150+23a 15,2 47,3+69a 14,5

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3: Efecto del tiempo de refrigeracion (4°C) a 0, 3, 6, 12 y 24 horas sobre la

estabilidad de los indices eritrociticos.

VARIABLES

Tiempo VCM CHCM HCM

(Horas) (fL) (%) (pg)
X +DE C.V. X+ DE C.V. X +DE C.V.
0 65,7+152a 23,1 316+0,2a 0,5 183+4,6a 25,1
3 784+144a 18,4 316+0,2a 0,6 22,2+31a 13,9
6 81,7+99a 12,2 316+0,1a 0,4 23,3+36a 15,4
12 749+ 13,7 a 18,2 315+0,2a 0,6 21,7+45a 20,8
24 71,9+150a 20,9 316+0,2a 0,7 20,2+50a 24,9

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 4: Efecto del tiempo de refrigeracion (4°C) a 0, 3, 6, 12 y 24 horas sobre la estabilidad de los leucocitos y elementos de la formula

leucocitaria relativa.

VARIABLES (%)

Tiempo

Horas

12

24

Leucocitos

X+ DE

10,7+0,9 a

10,2+1,6 a

11,1+16 a

9,6+1,3 a

94+17a

Ccv

8,1

15,4

15,8

13,0

17,8

N. segmentados

x + DE Ccv

63,4+6,3 a 9,9

66,1+59a 89

65,1+6,0 a 9,2

66,5+6,1 a 9,2

721+6,0a 83

N. baciliformes

x = DE

2,1f11a

1,5+09a

1,4+14a

1,8+10a

1,2+0,4a

Ccv

52,4

56,7

96,4

57,4

351

Eosinofilos

x = DE

1,2+15a

0,6+x1,0a

0,5+0,5a

0,3+0,5a

0,7+0,5a

Ccv

122,9

161,0

105,4

161,0

69,0

Basofilos

x = DE

0,7+0,8 a

0,3+0,5a

0,3+0,5a

0,5+0,7a

0,6 +0,5a

cv

117,6

161,0

161,0

141,4

86,1

Linfocitos

X+ DE

30,5¢4,0a

29,3t59a

31,9+6,9a

28,9+5,6 ab

24,1¥55D

Ccv

13,2

20,0

21,5

19,2

22,9

Monocitos

X + DE

2,1+1,7 a

2,2+0,6 a

0,8+0,8 b

19+1,2a

1,417 ab

Ccv

82,3

28.8

98,6

63,0

49,9

Letras iguales en columna = p >0,05

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 5: Efecto del tiempo de refrigeracion (4°C) a0, 3, 6, 12y 24 horas sobre la estabilidad de los elementos de la férmula leucocitaria

absoluta.
VARIABLES (10%L)

Tiempo N. segmentados N. baciliformes Eosinofilos Basofilos Linfocitos Monocitos
Horas x + DE Ccv x + DE cv x + DE Ccv x + DE cv X + DE Ccv X+ DE cv
0 6,8£#09a 13, 0,240,1a 55,3 0,1+0,2 a 1251  0,08+0,9a 1214  3,3+05ab 138 0,240,2 a 74,9
3 6,8+t1,4a 208 0,1+ 0,09 a 58,9 0,07+0,1a 163,66 0,03+0,5a 1615 3,0+0,7ab 22,0 0,240,07 a 32,0
6 7,3x1,7 a 23,1 2,1+16a 101,7 0,06x0,6a 107,6 0,04+0,6 a 162,3 3,5+0,6 a 17,2 0,09 +0,09 b 101,1
12 6,4+0,9 a 14,5 0,2+0,1 a 60,1 0,03+0,5a 161,3 0,05+0,7a 144,6 2,810,7b 247 0,2+0,1a 66,4
24 6,8+14a 211 0,1+0,05a 43,9 0,6£0,5a 72,2 0,05+0,5a 90,0 2,2+06cC 27,2 0,1+0,7 ab 55,8

Letras iguales en columna = p >0,05 Fuente: Elaboracion propia



41

3.2. Analisis, interpretacion y discusion de resultados

En este trabajo, el efecto del tiempo de refrigeracién a 0, 3, 6, 12 y 24 horas sobre la
duracién del nimero de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito e indices eritrociticos
no mostraron diferencias significativas (p>0,05), incluso a las 24 horas de
refrigeracion. Los resultados obtenidos en este trabajo sobre la conservacion de la
sangre en varios periodos de tiempo, coinciden con los resultados de otras
investigaciones en las cuales se mostraron diferencias minimas no significativas en las
células sanguineas y parametros hematologicos durante el tiempo de 72 horas (1). Es
posible que los pequefios cambios producidos se asocien a factores intrinsecos y
técnicos de los métodos analiticos, pero no estarian relacionados a cambios
sustanciales en la composicion de la sangre (1,6,41). En este trabajo se utilizd un
protocolo y el uso de anticoagulante EDTA para la toma de muestra de sangre que
influye de alguna manera en la conservacion de la sangre debido a que se obtuvo
resultados no significativos en las variables hematoldgicas. Asi también, se recolectd
la cantidad exacta de sangre que especifica el tubo con anticoagulante, se almacend las
muestras a 4°C y se procesaron en condiciones hospitalarias, todas estas acciones de
cierta forma contribuyen a que se conserve los componentes hematoldgicos. En otros
estudios se ha demostrado que el recuento de glébulos rojos y la concentracion de
hemoglobina son las variables mas estables en sangre de caninos debido a que no se
han mencionado alteraciones antes de un periodo minimo de 48 a 65 horas en
refrigeracion (1,6), teniendo concordancia con los resultados de este trabajo porque no
variaron estos dos parametros de manera significativa. Los recuentos de glébulos
blancos se mantuvieron casi constantes en las diferentes temperaturas. Los resultados

de estudios similares son variables. En comparacion con un estudio, los globulos
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blancos se mantuvieron estables hasta una temperatura de 60 °C (41) sin embargo, en
otras investigaciones inicialmente los glébulos blancos notaron un aumento relativo,

mientras que después de 72 h el nimero total de glébulos blancos disminuy0 (4,42).

3.3. Contrastacion de hipotesis

A partir de la prueba estadistica escogida y con la obtencién de un p > 0.05 concluimos
que no se rechaza la hipétesis nula, por lo tanto, no existen diferencias significativas u
efectos en las muestras de sangre segun los diferentes tiempos de refrigeracion con lo

que se trabajo en esta investigacion.



CAPITULO IV

CONCLUSIONES
Se concluye que:

1. Los efectos que causa la refrigeracion de la sangre a 4°C en un tiempo de 0, 3,
6, 12, 24 horas sobre la estabilidad de eritrocitos hemoglobina y hematocrito
no son significativos.

2. Los efectos que causa la refrigeracion de la sangre a 4°C en un tiempo de 0, 3,
6, 12, 24 horas sobre la estabilidad de leucocitos no es significativo.

3. Los efectos que causa la refrigeracion de la sangre a 4°C en un tiempo de 0, 3,
6, 12, 24 horas sobre la estabilidad de los indices hematimétricos (VCM,
CHCM) no son significativos.

4. Los efectos que causa la refrigeracion de la sangre a 4°C en un tiempo de 0, 3,
6, 12, 24 horas sobre la estabilidad de la formula leucocitaria relativa y absoluta

no son significativos.

Por lo tanto, los hemogramas realizados dentro de las 24 horas después de tomada la
muestra y que ésta haya sido refrigerada, cuentan con el respaldo y la calidad que
garantiza que los resultados no tienen cambios significativos, por lo que siguen siendo

validos.



CAPITULO V

SUGERENCIAS

Se sugiere seguir realizando investigaciones en este tema debido a que no existe mucha
informacion sobre los efectos que causaria en los componentes de la sangre la
refrigeracion de ésta por mas de 48 horas, lo cual es tema de gran importancia para el

ambito de la medicina veterinaria.

De la misma manera, se recomienda realizar estudios en cuanto al grado de

temperatura en la que las muestras de sangre pueden ser guardadas.
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ANEXOS

ANEXO 1: Recuento de Eritrocitos: Método Hematocitometro.

Benjamin (37), describe el siguiente procedimiento:

Meétodo: Método del Hematocitometro.
Muestra: Sangre con anticoagulante.
Reactivos:
e Solucion de Gower a base de:

- Sulfato de sodio 15,63 ¢

- Acido acético 41,65 ml

- Agua destilada 250 ml

Material: Pipeta de Thoma, tubo de goma, cAmara de Neubauer, gradillas porta

tubos.
Técnica:

1. Colocar el tubo de goma a la pipeta cuenta glébulos de Thoma, la que se
identifica con la marca 101 por encima del bulbo.

2. Homogenizar la muestra de sangre, aspirar suavemente las muestras de
sangre hasta la marca 0,5 de la pipeta. Limpiar las paredes exteriores con
papel absorbente.

3. Aspirar el diluyente (Solucion de Gower), hasta la marca 101. Poner la

pipeta en forma horizontal y tapar la punta con el dedo antes de retirar la
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pieza de caucho. Agitar por lo menos 2 a 3 minutos con un simple
movimiento en ocho.

4. Descartar las 3 a 4 primeras gotas, limpiar el area graduada de la cAmara de
Neubauer. Llenar el espacio comprendido entre la camara y el cubreobjetos
anteriormente colocado.

5. Observar al microscopio con el objetivo de 40X, se cuentan todos los
eritrocitos de 5 de 25 cuadrados del area central.

Calculo:

e Células contadas x 10 (0,1 mm de profundidad de cAmara Neubauer) x 5
(1/5 de mm2 de los cuadraditos de la camara Neubauer) x 200 (dilucién
1:200) = eritrocitos /pl.

Y asi se puede efectuar la suma de las células en los 5 cuadrados pequefios x

10, 000 = eritrocitos/pl.
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ANEXO 2: Recuento de Leucocitos: Método Hematocitometro.
Benjamin (37), describe el siguiente procedimiento:
Método: Método del Hematocitometro
Muestra: Sangre con anticoagulante.

Reactivos:

e Diluyente original, elaborado con:
- Acido acético glacial 1 ml
- Solucion alcohdlica de violeta de genciana: 2,5 ml

- Agua destilada 100 ml

Material: Pipeta de Thoma, pieza de caucho, camara de Neubauer, gradilla

porta tubos.
Técnica:

1. Colocar la pieza de caucho a la pipeta cuenta globulos de Thoma, la que a
diferencia de la utilizada para recuento de eritrocitos se identifica con la
marca 11 por encima del bulbo.

2. Homogenizar la sangre y llenar la pipeta hasta la marca 0,5 con ésta, luego
secar la parte externay aspirar uniformemente el diluyente original hasta la
marca 11, esto proporciona una dilucion de 1:20.

3. Agitar por unos 3 minutos para que se mezcle bien. Se descarta de 2 a 3
gotas de la pipeta antes de llenar la camara contadora. Se deja por lo menos

1 minuto para que los eritrocitos se lisen y que los leucocitos se sedimenten.
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4. Con el objeto de poco aumento (10 x), se cuentan las células de cada uno
de los 4 cuadrados grandes de las esquinas.

5. EIl conteo se realiza de izquierda a derecha, se debe tener cuidado de no
contar dos veces la misma célula, pues al final se reflejard con una
diferencia enorme de lo que tiene en realidad el animal.

6. Se requiere contar las células que estén sobre la linea izquierda y la linea
superior para incluirlas o, por el contrario, se cuentan las células que se
encuentran sobre la linea derecha o la inferior del cuadro no se incluyen en
la cuenta.

7. Ya que se tiene la cuenta final (en la cual no debe haber una diferencia
superior de 25 % entre cada cuadro de las esquinas).

Calculo:

v Asi se obtiene la suma de las células de las cuatro esquinas de los cuatro

cuadrados x 50 = leucocitos/pl.
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ANEXO 3: Determinacion del Volumen Globular Aglomerado (VGA)

Segun Wittwer (11), describe el siguiente método para la obtencion del volumen

globular aglomerado (VGA)

Método : Método del microhematocrito

Fundamento : EIl principio de centrifugar es el de obtener la maxima aglomeracion

de eritrocitos y que lo minimo del plasma permanezca entre los eritrocitos.

Muestra : Sangre con anticoagulante

Material : Tubos capilares, centrifuga para microhematocrito, plastilina,

escala de lectura.

Técnica:

1. Mesclar la sangre, llenar los tubos capilares con sangre hasta 2/3 a 3/4 de su
capacidad.

2. Limpiar las paredes externas, sellar en un extremo del tubo con plastilina.

3. Centrifugar por 5 minutos 15,000 rpm.

Una vez obtenido el capilar se mide con el escalimetro especial para medir el

hematocrito o VGA y obtener la lectura en porcentaje.



56

ANEXO 4: Dosaje de hemoglobina

El dosaje de hemoglobina se realiz6 mediante un método matematico, dividiendo el

hematocrito entre el factor 3.
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ANEXO 5: Determinacion de Indices Hematimétricos

Benjamin (37), manifiesta que los indices eritrociticos definen el tamafio y el
contenido de hemoglobina del eritrocito de valores obtenidos por la cuenta eritrocitica,
la concentracion de hemoglobina y el hematocrito; estos indices son obtenidos

mediante calculos matematicos y son los siguientes:

Volumen corpuscular media (VCM): Expresa el volumen promedio del eritrocito
individual, es una forma de calcular el tamafio del eritrocito, y se calcula con la

siguiente formula:

VGA(Numeros enteros)x10

VCM=

Recuento Total de GR(millones/mm3)

El resultado expresa el volumen medio del eritrocito en fentolitros (fl).

Concentracidon de Hemoglobina Corpuscular Media: Expresa el volumen promedio
del eritrocito individual, es una forma de calcular el tamafio del eritrocito, y se calcula

con la siguiente formula:

Hemoglobina(g/dl)x100

CHCM =
VGA(Numeros enteros)

El resultado se expresa en gramos por decilitro (g/dl).
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ANEXO 6: Recuento Leucocitario Diferencial Relativo

A. Preparacion del frotis sanguineo

Segun Rodak y Carr (38), esta técnica requiere por lo menos de dos portaobjetos de
vidrio limpio de 75 x 25 mm. Se coloca una gota de sangre con anticoagulante EDTA
de aproximadamente 3 mm en un extremo de la [&mina portaobjetos y con la Idmina
extensora se coloca de manera segura por delante de la gota sangre en un angulo de 35
a 45° con respecto al otro portaobjetos, la ldamina extensora se desliza hacia atras hasta
que tome contacto con la gota de sangre y se la sostiene ahi hasta que la sangre se
esparce por todo el ancho del portaobjetos. A continuacion, el extensor se desliza con
rapidez y suavidad hacia el otro extremo del portaobjetos que sirve como soporte para
el extendido, con lo que se crea el extendido en forma de cufia. Es importante que se

tome y se extienda toda la gota de sangre.

B. Tinciéon hemacolor

Fundamento: La tincién con Hemacolor® proporciona un resultado de tincion que
corresponde a la tincion de Pappenheim, con nucleos celulares tefiidos principalmente
de color rojo purpureo, cosa que estd basada en la interaccion molecular entre el
colorante Eosina A y un complejo Azur B-ADN. Los dos colorantes forman un
complejo Eosina A - Azur B-ADN, dependiendo la intensidad de la tincién resultante
del contenido de Azur By de la relacién de Azur B respecto a la Eosina A. El resultado
de la tincion puede ser influenciado ademas por factores como la fijacion, los tiempos
de tincion, el valor pH de las soluciones y las sustancia tampon. A través del uso de
soluciones tampon pH 7,2, el kit de tincidbn Hemacolor® permite conseguir una

elevada estabilidad de la tincién (39).
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Técnica:

1. Sumergir el frotis secado al aire en la solucion fijadora 5 veces por
aproximadamente 1 segundo.

2. Luego sumergir 3 veces por aproximadamente 1 segundo en el reactivo de
coloracidn de eosina.

3. Se retira el excedente con papel absorbente y se sumerge 3 veces por
aproximadamente 1 segundo en el reactivo de coloracién de azul de metileno.

4. Finalmente se enjuaga con agua destilada de un pH 7,2 para eliminar el exceso

de tincién y dejar secar en un plano inclinado.

Observacion

El frotis se observa colocando una gota de aceite de inmersion y con el objetivo 100
x. el recuento diferencial incluye el conteo y la clasificacion de 100 leucocitos de
acuerdo a sus caracteristicas morfologicas de cada uno de ellos y el informe se da en

porcentaje de los diferentes tipos de leucocitos.
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ANEXO 7: Recuento Leucocitario Diferencial Absoluto

Relacionado con el nimero de leucocitos obtenidos en el recuento total y con el valor
porcentual relativo de cada uno de los diferentes tipos de leucocitos obtenido en la
formula relativa, se puede determinar el nUmero absoluto de cada uno de ellos por
unidad de volumen de sangre (mm?). Para demostrar el valor del recuento absoluto, se

pude emplear una regla de tres simples.



ANEXO 8: Consentimiento Informado

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TESIS
“EFECTO DEL TIEMPO DE REFRIGERACION SOBRE LA ESTABILIDAD DE
COMPONENTES SANGUINEOS EN CANINOS (Canis lupus familiaris)

Por medio de la presente le extiendo un cordial saludo y le hago llegar mi
invitacién de la manera mas cordial a participar de un proyecto de investigacion
que permitira determinar el efecto que tiene el tiempo de refrigeracién sobre la
estabilidad de componentes sanguineos en caninos. Para este estudio se le
extraera 5 ml de sangre por venopunciéon de la vena cefalica en 1 tubo con
anticoagulante EDTA, para luego ser analizados en el laboratorio.

La informacién obtenida es confidencial y anénima: en ningun lugar se hara
publico el nombre de los propietarios y sus mascotas participantes ni sus
caracteristicas. Solo seran publicados datos generales.

Si usted acepta participar permitiendo que su mascota sea parte de este
estudio le agradeceremos que preste su conformidad por escrito completando y
firmando el formulario.

Yo.Dese Griseldo Dauila Gluevara ... , con DNI
N°:. 8077656 3. . con domicilioen:.... —J"c”aﬂ”bfﬂ 07‘92
.............................. , acepto que mi mascota de nombre: c,’f‘”’

raza: C2/ola .. , sea parte de este estudio que se esta realizando.

Nombre y apellido: 305?’67;:@/,10 ﬂ il e

DNIN®: €0%92¢5673

Firma:
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ANEXO 9: Ficha Clinica

FICHA CLINICA N
DATOS DEL PACIENTE
Nombre: <~ /) 4 Especie: 47,/ FechaNac: < 5750.¢
Sexo: _“/sche Raza: 47 o/ Color: B oneo - fworillo

DATOS DEL PROPIETARIO

Nombre Nose/ _yiseldo Davilp Guevgra  |DNL. S0Y76 563
Direccidn: Sy. A& o rbewoupy YO0 2 Teléfono:
Correo Electronico: =
Fecha: /3 -/2-20/9 |
Signos Clinicos: Peso: & K9 %307 % F.C. /08 Vmiin F.R.2Y Hoin.
Est. General: Mucosas: Rosac/2s  T.LL. C: R Se9undes
Dieta: Degchow w cowida Cocerd 01"25 WDG?“;SI Al ijeos Vo) (¢ 1 ese8)

Anamnesis: AviTerior vewTe fve TraTodo gev (0
Recibio sv Vocono Sc/.fwl”" hoce é-“"gl“”) f€ d""/)’r:)mp!ﬂqf
hace 4 vael, Tiew e boew esTodo g~ i100 4 ks mer W LETFED
HalPazgos clinicos: ©)jes L, illo~Tey, iewTeg li~prol, £0-x
c/c‘ Sarro, eidos [T\ piog,

'/), cse-wciD

Dx. Presuntivos: ——

» At B
Examenes Auxiliares: A/cv2/€ 72

Resultados: —

Dx. Definitivo: PJ' cieale ~Anicoesile Sa o

Tratamiento: —

. =i - - o
Observaciones: A 2 ))v/csTD obtenida fve ujlj:j;d;l;;.g Ser
c‘-’\)a/ua(/a (o~ O pg.’re dc’/ T—)D)a\\o oe
I UesT 9o cio~




ANEXO 10: Panel Fotografico

Figura 2. Colocando el tubo capilar en la centrifuga de micro hematocrito
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Figura 3. Realizando un frotis sanguineo

Figura 4. Kit de tincion Hemacolor
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Figura 5. Observacion de las muestras en el microscopio

Figura 6. Observacion a 100X, donde se observa un neutréfilo segmentado.
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Figura 7. Observacion a 100X, donde se observa Neutr6filos segmentados y
linfocitos.

Figura 8. Observacién a 100X de un monocito
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Figura 9. Observacion a 100X de un eosinofilo
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