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RESUMEN

Las proteinas totales, el fibrinogeno y la relacion proteinalfibrinogeno son
parametros bioquimicos utilizados en la medicina veterinaria de pequefios animales,
proporcionando informacién sobre el estado de salud de nuestros animales. El objetivo
de este estudio fue determinar los intervalos de referencia de estos analitos en perros
adultos sanos, asi como evaluar su impacto frente a variables fisiolégicas, genéticas y
ambientales. Se analizaron un total de 145 perros en estudio, agrupados segun talla
(pequena, mediana, grande y gigante), tipo de alimentacion (estandar, premium, super
premium, casera y mixta), sexo y estado reproductivo. Los resultados mostraron que las
proteinas totales seguian una distribucion normal, mientras que los valores de fibrinbgeno
y la relacion proteina/fibrindgeno no. No se encontraron diferencias significativas en los
analitos con relacion a sexo, estado reproductivo, talla o alimentacion. Los intervalos de
referencia establecidos fueron: proteinas totales (48-80 g/l), fibrinogeno (1-6 g/l) y
relacion proteina/fibrinégeno (5-28 g/l) siendo estos intervalos mas amplios que los
actualmente utilizados en la regidon de Los Lagos. A pesar de que no se encontraron
diferencias en las variables propuestas se deberia utilizar un n compuesto por una mayor

masa poblacional para futuras investigaciones.

PALABRAS CLAVES

Perros, proteinas totales, fibrindgeno, relacion proteina/fibrindgeno, variables fisioldgicas,

variables ambientales



ABSTRACT

Total proteins, fibrinogen and the protein/fibrinogen ratio are biochemical
parameters used in small animal veterinary medicine, providing information about the
health status of our animals. The objective of this study was to determine the reference
intervals of these analytes in healthy adult dogs, as well as to evaluate their impact against
physiological, genetic and environmental variables. A total of 145 dogs were analyzed in
the study, grouped according to size (small, medium, large and giant), type of diet
(standard, premium, super-premium, homemade and mixed), sex and reproductive status.
The results showed that total proteins followed a normal distribution, while fibrinogen
values and the protein/fibrinogen ratio did not. No significant differences were found in the
analytes in relation to sex, reproductive status, size or diet. The established reference
intervals were total proteins (48-80 g/l), fibrinogen (1-6 g/l) and protein/fibrinogen ratio (5-
28 g/l), these intervals being wider than those currently used in the Los Lagos region.
Although no differences were found in the proposed variables, an n composed of a greater

population mass should be used for future research.

KEYWORDS

Dogs, total proteins, fibrinogen, protein/fibrinogen ratio, physiological variables,

environmental variables



1 INTRODUCCION

La sangre es un tejido con participacién directa en casi todos los procesos
bioquimicos del organismo, su volumen puede variar de un 6 a un 11% del peso corporal
en casi todos los animales domésticos y su principal funcién es el transporte de
sustancias vitales y funciones del organismo, como son el oxigeno, hormonas e incluso

desechos metabdlicos producidos (Wittwer e Islas, 2021).

La sangre posee una matriz celular o también llamado componente celular
representando un 25 a un 50% del volumen total de la sangre, la que contiene los
componentes celulares: leucocitos, plaquetas y eritrocitos (Wittwer e Islas, 2021).
Ademas, posee una parte liquida llamada plasma, la que en su estructura posee
abundantes proteinas y lipidos (Ussa y Salgado, 2009), se distingue del suero ya que
este es el resultado del proceso de coagulacion, por lo tanto, no posee células
sanguineas, pero si proteinas séricas, y una menor cantidad de fibrinégeno, ya que es

utilizado en la formacién del coagulo (Diccionario académico, 2023).

1.1 Plasma.

En el plasma se encuentran suspendidos diversas proteinas, nutrientes,
electrolitos, gases y componentes celulares de la sangre, representa la mayor parte de
la sangre siendo entre un 50 a un 78%, su principal componente es el agua siendo
conformada en un 91% (Wittwer y Chihuailaf, 2021). El plasma representa alrededor del
5% del peso corporal de un humano y dentro de las proteinas disueltas en esta se pueden
encontrar albuminas, globulinas, fibrinbgeno, proteinas de la coagulacién, de
complemento, apolipoproteinas, entre las de mayor importancia (Tresguerres e lzaguirre,
2005).

1.2 Proteinas plasmaticas.



Las proteinas plasmaticas son componentes esenciales para el funcionamiento
adecuado del organismo, son producidas principalmente por las células hepaticas y
cumplen diversas funciones, como regular la presion osmaética, participar en los procesos
de coagulacion, cumplen también un papel inmunoldgico y en el transporte de gases y

nutrientes a través del cuerpo (Tresguerres e lzaguirre, 2005; Wittwer y Chihuailaf, 2021).

1.2.1 Albuminas.

Las albuminas son proteinas que se sintetizan en higado (Biblioteca nacional de
medicina, 2022), por los hepatocitos y luego son llevadas a circulacion donde
permanecen alrededor de 21 dias (Arroyo y Fernandez, 2012), su sintesis es regulada
por las presiones plasmaticas coloide osmadticas y cuando aumenta la osmolaridad
intravascular la sintesis de estas proteinas baja (Tresguerres e lzaguirre, 2005). Posee
carga negativa lo que la hace altamente hidrosoluble (Hankins, 2008), algunas de sus
funciones principales son el transporte y mantener el equilibrio hidrico y oncdtico
(Biblioteca Nacional de Medicina, 2022). En casos de deshidratacion, se genera un efecto
de hemoconcentracion y por consiguiente se ve un aumento de las proteinas plasmaticas,
como el caso de la albumina que es la proteina sérica de mayor proporcidn en sangre en
perros (Canis lupus familiaris) (Barrero y Masgrau, 2021; Mifiana y Moya, 2022), este
aumento en la concentracién de albumina generara por consiguiente un aumento en las

concentraciones totales de proteinas séricas (Hankins, 2008).

1.2.2 Globulinas.

Las globulinas son proteinas producidas por las células hepaticas conocidas como
hepatocitos y también por células linfoides como los linfocitos B, poseen diversas
funciones como inmunitaria, marcador de funcionalidad hepatica y coagulacién. Existen
varios tipos de globulinas entre ellas estan las gamma, alfa y beta (Biblioteca nacional de
medicina, 2022), Las globulinas alfa se dividen en alfa 1y 2, las alfa 1 son reactivas en

procesos de fase aguda (Rosa et al., 2021), son las encargadas de facilitar el transporte

2



de sustratos y precursores como lipidos, hormonas y vitaminas a nivel sanguineo. Las
alfas 2 son similares a las alfa 1 ya que también ayudan a facilitar transporte de sustratos
como los lipidos y polisacaridos (Martinez, 2018). Las globulinas beta y gamma son mas
ligadas a las inmunoglobulinas, en otras palabras, a diferencia de las alfas que actuan en
la fase aguda estas actuaran en una etapa mas tardia, las betas y las gammas engloban

a los anticuerpos que median la respuesta linfoide humoral (Fernandez, 2023).

1.2.3 Fibrinégeno.

El fibrindbgeno es una glicoproteina de fase aguda que actua principalmente en los
procesos de coagulacion (Vargas, 2016). Es una glicoproteina soluble en el plasma que
se sintetiza en el reticulo de los hepatocitos (Pérez et al., 2016), también es llamado factor
| de la coagulacion, viaja inactivado en sangre y cuando es requerido para estos procesos
se activa mediante la trombina degradandose para formar fibrina (Malagoén et al., 2011).
Su principal funcion es ser substrato enddégeno en los procesos de hemostasia para la

formacién de la fibrina formando el coagulo (Flores et al., 2014).

El fibrindbgeno también juega un papel como marcador de inflamacién (Gonzalez
et al., 2008), al actuar como proteina de fase aguda de la inflamacién su presencia puede
aumentar en reacciones inflamatorias (Sociedad espafiola de medicina de laboratorio,
2021), los leucocitos en respuesta a la activacion del sistema inmune llegan al sitio de la
lesion integrandose al coagulo uniéndose al fibrinégeno y a la fibrina activando las vias
proinflamatorias, aumentando asi la produccién y liberacion de citoquinas. También se
describe que el fibrindbgeno y la fibrina en casos de infecciones se movilizan para limitar

el movimiento bacteriano (Vargas, 2016).

1.3 Coagulacion.

El proceso de coagulacion se da gracias a un proceso llamado hemostasis “la
hemostasis es un proceso fisioldgico que evita o disminuye el sangrado excesivo cuando
existe un dafo endotelial, al mismo tiempo es capaz de mantener el flujo sanguineo

3



normal” (Rios, 2019). Se divide en hemostasis primaria y secundaria, las hemostasis
primarias pueden darse en casos de hemorragias leves como epistaxis o sindrome
hemorragico post operatorio (Rauch y Paris, 2018). La hemostasis secundaria es un
proceso secuencial en el cual precursores inactivos se activan para formar una red de

fibrina para darle resistencia al tapon plaquetario (Rios, 2019).

1.3.1 Fibrina.

La fibrina es una proteina con participacién en la formacion del coagulo y se
obtiene de la degradacion del fibrinbgeno por medio de la trombina (Instituto nacional del
cancer, 2011). La trombina ataca ciertos componentes de las cadenas del fibrinégeno,
eliminando sus uniones y convirtiéndolo en un tipo de proteina llamada monémero de
fibrina, esta actua de forma activa en la coagulacion formando una red de fibrina (Vargas,
2016).

1.4 Relacién proteinalfibrinégeno.

La relacién proteinas totales/ fibrinbgeno es una relacion matematica que se utiliza
para ver si un individuo esta cursando por procesos inflamatorios o de deshidratacion, se
utiliza la diferencia de las proteinas totales plasmaticas con el fibrinbgeno para
posteriormente dividirse por la cantidad de fibrinbgeno (Mollinedo, 2004), los valores
normales en un perro (Canis lupus familiaris) deberia oscilar entre 10 a 15 g/L, si es
menor a este rango el paciente podria estar cursando por un cuadro inflamatorio, si este
valor supera el rango normal, se habla que el paciente esta cursando por un proceso de
deshidratacion (Wittwer y Chihuailaf, 2021).

1.5 Intervalos de referencia.

Los intervalos de referencia son una herramienta que provee un punto de

comparacion para analisis de datos y resultados. Generalmente representan un rango en
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el que se espera que la mayoria de los datos de una poblacién se ubiquen. Esta definicidon
suele derivarse de la media * dos veces la desviacion estandar o de los percentiles 0.025
y 0.975 de la poblacion. Teniendo en consideracion que existe un error esperado, cercano
al 5%, refiriéndose a un total de datos que puede caer fuera del rango esperado (Martinez
et al., 2021).

1.6 Valor cientifico.

Los intervalos de referencia utilizados actualmente por el Hospital Clinico
Veterinario de la Universidad San Sebastian sede de la Patagonia regién de Los Lagos
son los intervalos establecidos por la Universidad Austral de Chile en el afio 2004. Esta
establecido que cada laboratorio deberia contar con sus propios intervalos de referencia
ya que estos pueden variar por los métodos utilizados en cada instalacion (Wittwer, 2019),
a su vez estos intervalos fueron propuestos hace casi 20 afios y en este lapso de tiempo
han habido cambios importantes en la calidad de vida de los perros (Canis lupus
familiaris) como la alimentacién, bienestar animal, ambiente (Bertolini, 2014), estos
factores provocan cambios en los valores de los analitos de los individuos (Wittwer, 2019),
por esto es necesario que los intervalos de referencia utilizados en los laboratorios para
evaluaciones diagnésticas tengan actualizaciones periddicas cada 3 a 5 anos (Friedrichs
et al., 2012).



2 HIPOTESIS

Existe un efecto significativo de la variabilidad biolégica sobre los intervalos de
referencia relacion proteina/fibrinogeno de los perros (Canis lupus familiaris) de la region

de Los Lagos.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar los intervalos de referencia de la relacion proteina fibrinbgeno de
perros (Canis lupus familiaris) adultos clinicamente sanos de la region de Los Lagos,
Chile, durante el primer semestre del afio 2024 en el laboratorio de analisis clinico y

microbiolégico del hospital clinico veterinario de la Universidad San Sebastian.

3.2 Objetivos especificos

i. Caracterizar los datos obtenidos segun variables fisiologicas, genéticas y

ambientales.

ii. Describir los valores de la relacion proteina/fibrindgeno utilizando pruebas
estadisticas que permitan determinar el tipo de distribucion y la presencia de datos

outliers.

iii. Analizar las interacciones entre factores biolégicos de los individuos, variables

ambientales (alimentacion) y genético (tamafio y sexo).

iv. Calcular los parametros asociados a los intervalos de referencia (limites inferior y
superior, ademas de sus intervalos de confianza) de cada parametro asociados a

cada intervalo de referencia.



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales:

o Jeringa 5 ML.

o Agujas 21Gy 23G.

o Torniquete elastico.

o Tubo EDTAK2 0,5 mL.

o Alcohol 70%.

o Algodén.

o Cinta de papel adhesiva.

o Tubo de microhematocrito.
o Plasticina.

o Centrifuga EBA 20.

o Lector de micro hematocrito.
o Refractometro.

o Calculadora.

o Hervidor.

o Termdmetro.

o Tubos de ensayo.

o Guantes de nitrilo talla L.
o Maquina depiladora.

o Nevera portatil.

o Termdmetro.

o Termdmetro digital de cocina.

o Paquetes de gel refrigerante.



4.2 Diseno experimental.

Este proyecto es de tipo observacional, cuantitativo y transversal. Para esto,
se recolectaron muestras de sangre venosa de perros (Canis lupus familiaris) adultos
clinicamente sanos de la region de Los Lagos durante el primer semestre del aio 2024 y
se realizo su posterior analisis en el laboratorio, para poder medir y determinar los valores

de referencia de la region.

Se determinaron los valores de proteinas totales y de fibrinbgeno, aplicando la
férmula matematica de relacion proteina/fibrinégeno para establecer los rangos minimo
y maximo de normalidad con pruebas estadisticas. Esto se realizé para los individuos

segun su sexo, tamanio y tipo de alimento.

Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Analisis Clinico y
Microbiolégico del HCV USS, sede de la Patagonia (Anexo 8).

4.3 Poblacién y muestra.

El proyecto se realizd con la poblacion de perros (Canis lupus familiaris) de la
region de Los Lagos, compuesta por 60.374 individuos censados en el ano 2019
(Subsecretaria de Desarrollo Regional y Administrativo 2021). Para la muestra, se
utilizaron perros de edad adulta de diferentes tamafos y sexo, que se encontraban
clinicamente sanos. Al tener un tamano poblacional definido, se calculd la muestra con la

férmula de poblacién finita (Aguilar, 2005).

NXZ2XpXq
S d2x(N—-1)+Z2xpXq

n

Donde:



n = tamano de la muestra.
N = tamarno de la poblacion.

Z = nivel de confianza; valor de Z critico calculado en las tablas del area de la curva

normal.

p = proporcion estimada de ocurrencia de un evento; si se desconoce se asume un valor
de 50%.

g = proporcion de la poblacion referencia que no presenta el evento (1 — p); la suma de p

y q siempre debe ser 1.

d = nivel de precision o error aceptado.

Utilizando el tamarfio poblacional de perros (Canis lupus familiaris) de la region, un
valor de confianza del 95%, una ocurrencia de evento del 50% ya que se desconoce y un
error del 5%, nos daria un valor de n o tamano muestral minimo de 382 individuos.
Dependiendo del tamafio de la muestra y distribucién de los valores de referencia (VR)
obtenidos para los individuos, se determina el modelo estadistico a utilizar, paramétrico
0 no-paramétrico. Se recomienda un minimo de 120 individuos para determinar los
intervalos de referencia IR) mediante métodos no-paramétricos con un 90% de confianza
(Friedrichs et al., 2012).

Se ha establecido que para establecer dispersiones de individuos sanos se puede
utilizar un n compuesto al menos de 120 individuos de referencia utilizando métodos priori

no-parameétricos (Geffré et al., 2009).

4.4 Criterios de inclusion.

Para la eleccién de los sujetos de muestra, se necesitaron aplicar ciertos criterios

para unificar el universo de la muestra.
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4.4.1 Criterio 1: Autorizacion del tutor.

Para la realizacién de este proyecto, al estar ligado al uso de pacientes vivos, se
requirié que el participante, o en el caso de los animales de compafia, su tutor, estuviera
de acuerdo con su participacion. Para esto, se dispuso de un consentimiento que se
entregdé al tutor con la finalidad de informar y asegurar su autorizaciéon para la
participacion de su mascota en este estudio. A su confirmacion, se tuvo una hoja donde
el tutor debio llenar sus datos y los datos de su perro (Anexo 1). También se le hizo
entrega de un documento que informo sobre lo relevante de este estudio (Anexo 2). Como
beneficio para los participantes, se les dio la opcion de conocer los resultados del estudio

una vez concluido.

4.4.2 Criterio 2: Sano.

Las proteinas de fase aguda, como el fibrinbgeno sufren alteraciones en procesos
inflamatorios tanto fisioldogicos como patologicos, en casos de enfermedades
inflamatorias crénicas o agudas las proteinas de fase aguda pueden aumentar saliendo
de los intervalos de referencia, o en casos de enfermedades que afecten la capacidad de
produccion hepatica pueden llegar a disminuir su sintesis, ya que los hepatocitos o
conocidas también como células hepaticas son las encargada de la produccion y

liberacion del fibrindgeno (Urquizo et al., 2019).

Para garantizar que las muestras reflejaran adecuadamente la salud 6ptima del
paciente, se desarrollé una lista de preguntas (Anexo 4) con el objetivo de obtener una
anamnesis tanto actual como remota del paciente. Ademas, se realizé un examen clinico
guiado por una lista de verificacion (Anexo 3), que fue ejecutado por un médico

veterinario.

4.4.3 Criterio 3: Edad.
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Los perros sufren variaciones en sus concentraciones de proteinas plasmaticas de
manera significativas durante sus distintas etapas de vida. En la edad de cachorros las
concentraciones de proteinas plasmaticas son bajas aumentando progresivamente,
alcanzando niveles normales en la edad adulta, cuando se pasa de la etapa adulta a la
etapa geriatrica se observa una disminucion gradual de la albumina con un aumento de

globulinas y proteinas de fase aguda como lo seria el fibrindgeno (Fraile, 2014).

Para este estudio, el rango de edad fue determinado por el tamafio del paciente
segun la altura de su alzada. Se determiné la alzada o altura de alzada midiendo la
distancia maxima desde la planta de la pata delantera hasta el omoplato (AKC, s.f). Esta
altura se utiliz6 como un estimador de talla para los diversos tamafos existentes de los
perros (Silva et al., 2008).

Tabla 1: Determinacion estimada de edad adulta en caninos segun diferentes tallas,
edades y alzada a la cruz

TALLA ALZADA EDAD ADULTA
Pequefio <35cm 10 meses a 10 afios
Mediano 35,1a43cm 12 meses a 7 afos

Grande 43,1 a 50 cm 1 afio 3 meses a 5 afios
Gigante >50,1cm 1 afio 5 meses a 5 afios

Fuente: extraida y modificada de Agility measuring, AKC, s.f; Silva et al., 2008.

4.4.4 Criterio 4: Condicion corporal.

La condicion corporal es un sistema de puntuacién que estima la grasa subcutanea
del animal donde el puntaje medio es una condicion corporal 6ptima (AlexLTW, 2022). La
condicién corporal éptima se determina mediante el examen fisico del paciente donde se
tienen que cumplir ciertos criterios, los cuales son: percibir a la palpacion una fina
cobertura de grasa sobre las costillas que a su vez son facilmente palpables, también al

inspeccionar de manera visual la regién caudal a las costillas desde arriba, se aprecia

12



una cintura claramente definida. Ademas, desde la vista lateral, se evidencia un abdomen

recogido (World Small Animal Veterinary Association, 2013; Pauli, 2021) (Anexo 5).

Animales con una condicion corporal alta u obesos son predisponentes a padecer
enfermedades como higado graso y resistencia a la insulina, ademas, pueden presentar
diferencias significativas en sus concentraciones de analitos como podria ser la albumina,

afectando los valores de las muestras tomadas del estudio (Ale y Masina, 2022).

4.4.5 Criterio 5: Vacuna.

Las vacunas estan disefiadas para estimular el sistema inmune y ayudarlo a
desarrollar una respuesta contra ciertas enfermedades. Las vacunas contienen antigenos
inactivados o debilitados del patdgeno causante de la enfermedad. Una vez en el
organismo, el sistema inmune responde liberando células inmunitarias, o que provoca
un aumento en la linea blanca en respuesta. Sin embargo, las vacunas pueden causar
reacciones adversas como fiebre o hipersensibilidad, lo cual puede generar un aumento
en las inmunoglobulinas y proteinas de fase aguda, como el fibrindbgeno, por la misma
inflamacion provocada en respuestas a estos procesos. Estas variaciones en analitos
post vacunacion son transitorias y tienden a durar desde dias hasta semanas,

dependiendo del individuo (Gutiérrez, 2010).

En Chile, la vacuna antirrabica es de uso obligatorio (Decreto 1, 2014), variando la
marca segun el laboratorio que la produce. Por ejemplo, el laboratorio Virbac ofrece las
vacunas Rabigen y Rabigen mono, que proporcionan inmunidad contra el virus de la rabia
durante 12 meses, requiriendo una revacunacion posterior a este periodo (Rabigen s.f;
Rabigen mono, s.f). El laboratorio MSD produce la vacuna Nobivac contra la rabia, con
una inmunidad de 3 afos tanto en perros como en gatos después de las 4 semanas post
vacunacion, periodo en el cual la vacuna desarrolla su efecto. Durante este periodo, la
vacuna puede afectar las mediciones de los analitos debido a la alteracién temporal de
la linea blanca y algunas proteinas plasmaticas relacionadas a la inflamacion, pero estos
analitos se estabilizan después de las 4 semanas post vacunacion (MSD, 2023). Los
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individuos que no hayan pasado las 4 semanas post vacunacion son excluidos del

estudio.

La no vacunacién no genera cambios de analitos, pero deja al individuo susceptible
a enfermedades, que éstas si podrian alterar los analitos. Por lo tanto, al recibir a un
paciente no vacunado, es crucial asegurar un examen clinico completo para asegurar
que se cumpla el criterio de paciente sano antes de aceptarlo para este estudio. Los
individuos no vacunados que no presenten signos de enfermedad se consideran aptos

para este estudio.

4.4.6 Criterio 6: Enfermedad periodontal.

La enfermedad periodontal (EP) es una condicién influenciada por diversos
factores, incluyendo patégenos, factores ambientales, conductuales, genéticos y
sistémicos. Si bien la acumulacién de placa bacteriana subgingival es un requisito
necesario para desarrollar la EP, no es suficiente por si sola. Los procesos destructivos
que caracterizan el avance de esta enfermedad resultan de una respuesta inflamatoria.
Esta respuesta inflamatoria es compleja y, aunque se comprenden algunos de los
procesos involucrados, aun no se conocen completamente los mecanismos especificos
que afectan su severidad y, por lo tanto, la susceptibilidad del individuo a desarrollar EP
(Hardham et al., 2005).

La placa dental bacteriana es una pelicula natural de bacterias que se acumula en
la superficie de los dientes (Overmann, 2000). En la boca, existen mas de 350 especies
de bacterias conocidas, lo que indica que esta enfermedad no es causada por un solo
tipo de bacteria. Estas se acumulan inicialmente en la superficie visible del diente (placa
dental supragingival) y luego se propagan debajo de la encia (placa subgingival)
(Loesche, 1988).

La placa dental subgingival desencadena una respuesta inflamatoria en la encia,

dando lugar a la gingivitis. Las bacterias que se propagan bajo la encia pueden provocar
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lesiones mas profundas, como la destruccion de su mismo tejido, del ligamento
periodontal y del hueso alveolar. Estas lesiones pueden resultar en la pérdida de la

estabilidad dental, generando asi el proceso de periodontitis (Hennet, 2006).

La gingivitis es una reaccion inflamatoria de las encias, cuya presencia y grado se
evalua visualmente mediante el enrojecimiento e hinchazén en el borde de la encia, asi
como por la presencia de sangrado al manipularla. Se clasifica en una escala del 0 al 3,
donde 0 indica ausencia de sangrado y 1 indica la presencia de sangrado en mayor o

menor medida (Gorrel, 2013).

Grado 0 Gingiva clinicamente saludable

Grado 1 Gingivitis media: enrojecimiento y
notable inflamacion del surco gingival, no

hay sangrado a la manipulacion

Grado 2 Gingivitis  moderada:  Gingiva
marginal roja e inflamada, con sangrado a

la manipulacion

Grado 3 Gingivitis severa: Gingiva marginal
bastante inflamada, de coloracion rojo
intenso, con presencia de hemorragias
espontaneas o ulceracion de la Gingiva

marginal

Fuente: Gorrel, 2013

Tabla 2: Grados de gingivitis.
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La recesion gingival se mide utilizando una sonda periodontal, medimos la
distancia en mm de la union cemento-esmalte y la gingiva marginal libre. Ambas

evaluaciones en conjunto determinaron el grado de la EP (Gorrel, 2013).

Grados de EP

» Grado |: Gingivitis sin pérdida de la unioén, sélo aparece inflamada la gingiva, placa

dentobacteriana.
 Grado II: Placa dentobacteriana, gingivitis, retraccion gingival, <25%

» Grado lll: Calculo dental, gingivitis, retraccion gingival de 25-50%, movilidad de piezas

dentales.

» Grado IV: Célculo dental, gingivitis, retraccién gingival >50%, movilidad de piezas
dentales, visualizacion de raices dentales, pérdida de piezas dentales, formacién de

fistulas o absceso.
Fuente: Bellows, 2007

La EP es una enfermedad inflamatoria de las encias y los tejidos que rodean los
dientes. Es causada por la acumulacion de placa bacteriana en los dientes. Esta ha sido
relacionada con una serie de enfermedades sistémicas, incluyendo cardiopatias,
enfermedad renal y alteraciones neuroldgicas, ademas la investigacion ha demostrado
que existe una correlacion positiva entre la severidad de la EP y los cambios histoldgicos
observados en los 6rganos internos de los perros. Por ejemplo, los perros con EP severa
pueden tener cambios a nivel histopatolégico en los tejidos cardiacos, pulmonares,

renales y hepaticos (Debowes y col, 1996).

Los cambios en los analitos que pueden estar asociados con la EP incluyen:
aumento de la proteina C reactiva (PCR), aumento de la velocidad de sedimentacién
globular (VSG), aumento de los niveles de leucocitos y aumento de los niveles de
enzimas hepaticas, Estos cambios pueden ser un signo de inflamacion sistémica
asociado a una EP en un estado avanzado, por lo cual, pacientes con un estado
avanzado de EP no seran aptos para participar en este estudio.
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4.4.7 Criterio 7: Gestacion y lactancia.

Durante la gestacién existen cambios fisioldgicos, como el aumento de proteinas
de fase aguda de la inflamacion y de factores de coagulacion esto debido a que el
organismo se prepara para una posible hemorragia en el parto o en el postparto, este
aumento también se ve acompanado de la disminucion de la activacion del sistema
fibrinolitico, logrando asi un mayor aumento de fibrinbgeno en sangre (Sixto y Cruz,
2010). En la lactancia el individuo genera un aumento fisiolégico en algunas proteinas
plasmaticas, como las albumina e inmunoglobulinas con el fin de la produccién de
calostro, las inmunoglobulinas ayudaran a entregarle inmunidad pasiva a la cria (Morales,
2016). Las hembras que se encuentren en gestacion o lactancia se excluyeron del estudio

ya que sus parametros sanguineos se encontraran alterados.

4.5 Lista criterios de inclusion.

e EIl tutor es mayor de edad (mayor a 18 anos), acepté y firmd el consentimiento
informado (anexo 1)

o El paciente esta dentro del rango etario establecido.

e El paciente se encuentra en condicién corporal 6ptima (3 de 5).

e EI paciente demuestra buen temperamento (ausencia de agresividad vy
comportamiento tranquilo durante el examen clinico).

e El estudio incluira perros adultos de ambos sexos, de cualquier raza y tamafo que

cumplan con los antecedentes de clinicamente sano.

4.6 Lista criterios de exclusion.

e El tutor no es mayor de 18 afios o no acepta participar en la investigacion.
e Pacientes que estén recibiendo algun tratamiento farmacoldgico.

e Pacientes que presenten patologias preexistentes.
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e Pacientes con comportamiento agresivo que impida la extraccion de muestra de
sangre.

e El paciente no cumple con los requisitos del examen clinico se ser clinicamente sano
(anexo 2).

e Pacientes en etapas de alteraciones fisiologicas (ej. prefiez, lactancia, proestro (fase
de liquido sanguinolento), estro o celo propiamente tal (Edward, 2000).

e Pacientes que se encuentran en un estado de estrés notable.

e Perros que no estén dentro del rango etario propuesto.

e Perros que no cumplan con la condicion corporal éptima.

e Perros vacunados hace un tiempo menor a 30 dias.

4.7 Obtencion de la muestra.

Para la obtencidon de la sangre venosa en caninos podemos disponer de 3
puntos de extraccion, vena cefalica, yugular y safena. Para este estudio se utilizé la vena
cefélica ya que es de facil acceso, mejorando asi la comodidad tanto del operador como
del paciente, disminuyendo su estrés durante el proceso. La vena cefalica se situa en el
tercio superior del antebrazo paralelo a la arteria cubita con una ligera lateralidad respecto
al radio. El paciente se posicionara en decubito prono, con su miembro anterior izquierdo
o derecho extendido hacia el médico veterinario, se necesité que un asistente sujete al
paciente desde la cabeza y el miembro anterior utilizado, la sujecidn del miembro debera
no solo evitar el movimiento indebido del sujeto de muestra (Figura 1), sino que también
debid ingurgitar la vena para facilitar la toma de muestra EI miembro debié estar
previamente depilado y desinfectado con alcohol 70° para evitar contaminacion en la

zona a puncionar (Tepan, 2017).
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Figura 1. Contencion de un perro en estacién (A) y sentado (B).

Fuente: “Contencién de perros y gatos”, de C. Osborne, en J. Boyle (Ed.), Crow &
Walshaw’s Manual de procedimientos clinicos en perros, gatos, conejos y roedores

(42 ed., pp. 5-6), 2017, Multimédica ediciones veterinarias.

4.7.1 Jeringa.

Al utilizar la jeringa para la obtencién de muestra sanguinea en caninos, era crucial
evitar crear un vacio violento durante la extraccién para prevenir la hemodlisis de la
muestra. Ademas, al transferir la muestra desde la jeringa al tubo de recoleccion
seleccionado, era importante retirar la aguja correctamente, ya que su presencia podia
también provocar hemdlisis (Quiroz y Bouda, 2007). Este procedimiento cuidadoso

aseguraba la integridad de la muestra para analisis posterior.

4.7.2 Eleccién de aguja.
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La eleccion de la aguja dependia del tamafo del paciente a muestrear. Los
tamanos estandar para perros variaban entre 21 a 23 G, utilizando la aguja de 23 G para
razas mas pequenas y de 21 G para las razas mas grandes. Una eleccién inadecuada
del calibre podia derivar en una mayor predisposicion del paciente a desarrollar
hematomas y en la posibilidad de que la muestra presentara hemdlisis (Quiroz y Bouda,
2007).

4.7.3 Tubo de muestra.

El tubo de muestra utilizado seria el que contiene Acido etilendiaminotetraacético,
también conocido como tubo EDTA, el cual inhibe la coagulacion in vitro (Wittwer, 2019).
Existen tres variantes de este tubo segun su composicion salina: EDTAK2, EDTAKS y
EDTANa. Para este estudio se utilizara la variante K2, o dipotasica, debido a que provoca
una menor deshidratacion celular en comparacion con el EDTAKS3 y presenta una mejor

solubilidad en sangre en comparacion con el EDTANa (Goedelmann et al., 2018).

La duracidn de la muestra en el tubo EDTA dependera de su temperatura de
refrigeracion, que debe mantenerse en un rango de 4 a 8 grados Celsius. A esta
temperatura, la muestra puede conservarse durante un periodo de hasta 24 horas (Marti
et al., 2014).

4.8 Control de la toma de muestra.

Para garantizar una ejecucion adecuada y el seguimiento de los procesos durante
la toma de muestra, se disponia de un checklist (Anexo 6), el cual debia ser completado

para cada paciente

4.9 Transporte de la muestra.
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La muestra debia ser procesada lo antes posible, sin exceder las 24 horas a
temperatura de refrigeracion o 4 horas sin refrigeracion (Marti et al., 2014). Para el
traslado al lugar de analisis, se utiliz6 una caja de transporte con bolsas de frio en su

interior para mantener la muestra a temperatura de refrigeracién (Arauz et al., 2020).

4.10 Analisis de la muestra.

El analisis de las muestras se realiz6 de manera manual en el laboratorio de la
Universidad San Sebastian Escuela de Medicina Veterinaria sede de la Patagonia,

mediante métodos de cuantificacion utilizando hematocrito y refractometro.

4.10.1 Hematocrito.

Con la muestra previamente tomada, se realizé un hematocrito. Para ello, se debid
homogeneizar la muestra. Utilizando un tubo capilar de micro hematocrito, se recolecto
un porcentaje de la muestra posicionandola dentro del tubo de EDTA de manera
horizontal. Por capilaridad, el microhematocrito se llené gradualmente hasta alcanzar
aproximadamente tres cuartas partes de su capacidad. Debié mantenerse en posicion
horizontal mientras se limpid el exterior con una toalla de papel. Después de este paso,
se selldé el microhematocrito con plasticina en uno de sus extremos. Una vez sellado, se
centrifugd a 12000 revoluciones por minuto durante 5 minutos. Tras la centrifugacion, el
microhematocrito se separd en capas (Figura 2. Figura 3), la zona roja se denomind
hematocrito o Volumen glomerular acumulado (VGA), que corresponde a los globulos
rojos, una zona blanca que esta compuesta por glébulos blancos y plaquetas, mientras

que la ultima zona sera el plasma (Caro Pino Vet. a, 2021; ProfePoncho, 2021).
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Figura 2. Esquema de los componentes del hematocrito posterior a la centrifugacion.

Fuente: “Wolumen normal de los componentes sanguineos” (Hematocrito, 2023).

Figura 3. Hematocrito pre-centrifugado (a) y hematocrito post-centrifugado (b).

Fuente: Elaboracion propia

4.10.2 Medicion de fibrinégeno.
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Para medir el fibrindgeno, se debié emplear el método de precipitacion por calor.
En este procedimiento, se colocd agua a 58 C° en un vaso precipitado siguiendo la
temperatura con un termémetro para posterior introducir el hematocrito con la plastilina
apuntando hacia la base del vaso precipitado (Figura 4), se debi6 asegurar que la zona
de plasma estuviera completamente cubierta por el agua, pero que el extremo abierto se
encontrara fuera de esta y que no se introdujera agua por este extremo, este proceso de
bafio maria debe durar 5 minutos. Posteriormente, se volvido a centrifugar durante 5
minutos a 12000 revoluciones por minuto, después de este proceso, se obtuvo una capa
blanca aun mas extensa. Para realizar la medicion, se coloco el hematocrito en un lector
de microhematocrito, posicionando la parte final del hematocrito en el 0. Se midi6 la
extension de la capa blanca, y luego se midio la distancia hasta donde termina el plasma
de la misma manera (Figura 5). Con los resultados de ambas mediciones, se realizd una
division de la medida de la capa blanca entre la medida del plasma. El resultado se
multiplica por 100, proporcionando asi el valor del fibrinbgeno expresado en gramos por
litro (Caro Pino Vet, b, 2021; Diaz, 2016).

Fibrinogeno
———— X100
plasma

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 4. Posicidn correcta del hematocrito en el bafio Maria.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 5. Medicion de fibrinbgeno post-bafio Maria y centrifugado.

Fuente: Elaboracion propia.

4.10.3 Medicion de proteinas plasmaticas totales.

Para medir las proteinas plasmaticas, se emple6é un tubo de microhematocrito
previamente procesado. Se realiz6 un corte en la zona del plasma (Figura 6), permitiendo
que unas gotas del contenido del plasma cayeran sobre la cdmara de un refractometro
(Figura 7). Al cerrar la cdmara la gota se expandio lo que facilitd la observacion a través
del ocular del refractometro, se debio utilizar la medida posicionada mas a la izquierda
para evaluar la diferencia de color (Figura 8 Figura 9). Esta medida proporcioné los
resultados en gramos por 100 ml. Sin embargo, para adecuarla a los rangos de referencia
de la medicina veterinaria, se debid convertir este valor a gramos por litro, esto se logré
multiplicando el valor dado por el refractdmetro en 10 para asi llevarlo a gramos/litro (Caro
Pino Vet, ¢, 2021; Mosquera, 2021).
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Figura 6. Lugar y corte del hematocrito.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 7. Gotas en la camara del refractometro.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 8. Escalas de medida de un refractometro.

Fuente: Extraido de “El uso del refractometro en el Laboratorio Clinico Veterinario”, por
Rodriguez, J. 2021.

1.340
1.335

Figura 9. Diferencia de color en las medidas del refractometro.

Fuente: Como obtener el valor de proteinas plasmaticas (Caro pino vet, 2021).
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4.11 Calculo de relacién proteinalfibrinégeno.

Al tener los valores de las proteinas plasmaticas totales y de fibrindgeno se realizd
la ecuacion de relacion, la cual es una diferencia entre las proteinas plasmaticas y
fibrindgeno dando el total de las proteinas séricas las cuales posteriormente se dividieron
en la cantidad de fibrindbgeno (Mollinedo, 2004; Wittwer y Chihuailaf, 2021).

Poteinas plasmaticas totales — fibrindgeno

Fibrinbgeno = Relacion proteina/fibrin6geno
ibri

4.12 Control de procesamiento de muestra.

Para cuidar que el procesamiento de la muestra se haya respetado y tuviera un
control de seguimiento y asi garantizar su buena ejecucion se dispuso de una lista de

cotejo (Anexo 7) la cual se debio rellenar por cada muestra a procesada.

4.13 Método de analisis estadistico.

Para establecer intervalos de referencia se debid definir el tipo de distribucién que
tuvieron los datos, paramétricos utilizando medias, o no-paramétricos utilizando
logaritmos o percentiles (Wittwer, 2021). Los métodos de analisis para determinar IR
suelen depender de la distribucidon de los valores de referencia (VR), por lo que esta debid
ser evaluada mediante la observacion de un histograma y confirmada con una prueba de
bondad de ajuste, si se utilizaron métodos paramétricos cuando la distribucion no es
normal, la distribucion de los datos debid ser normalizada con un método apropiado para
poder utilizarla correctamente. Cuando no se pudo demostrar normalidad, no se pudieron

utilizar métodos parameétricos para establecer IR, en esos casos se utilizaron métodos no
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paramétricos (Friedrichs et al., 2012). Para realizar estas mediciones estadisticas se

utilizé el programa R Studio que es un modelo de programacion estadistica.

414 Método de medias o paramétricos.

Los datos paramétricos presentan el 95% de los valores de la poblacién dentro
del intervalo definido. Se define con una media * 2 desviaciones estandar, el 5% restante

se distribuye desde las 2 desviaciones estandar hacia los extremos (Wittwer, 2021).

4.14.1 Media:

La media aritmética corresponde al calculo del promedio simple de un acumulado
de datos. Para diferenciar datos de muestra, de datos poblacionales, la media aritmética
se representa con un simbolo para cada uno de ellos. La diferencia en sus formulas radica
en el tamano de los datos donde N identifica el tamafio de la poblacion, mientras que n

identifica el de la muestra obtenida (Rodriguez et al., 2020).

4.14.2 Desviacion estandar:

Con la media obtenida se utilizé la formula de la desviacion estandar para agregar
a la media 2 desviaciones estandar a la derecha y a la izquierda. La desviacion estandar
es una medida estadistica que indica qué tan dispersos o agrupados estan un conjunto
de datos en relacion con su media o promedio, una desviacién estandar baja indica que
la mayoria de los datos estan cerca de la media, mientras que una desviacion estandar
alta indica que los datos estan mas dispersos alrededor de la media (Ortega, 2023). La

féormula de desviacion estandar se define como:

29



(X — X)"2
n—1

donde:

S: es la desviacion estandar.

X: cada valor individual del conjunto de datos
X: media del conjunto de datos

n: numero total de observaciones.

4.14.3 Analisis de Shapiro-Wilk:

Es un método estadistico que permite comprobar la distribucion que sigue un
conjunto de datos, si poseen distribucién normal o no a través de pruebas estadisticas
(Mishra et al., 2019).

4.14.4 Comparaciéon de medias T Student:

Es un método estadistico que permite comprobar o rechazar una hipdtesis al
comparar las medias entre 2 grupos, y determinar si su diferencia es estadisticamente
significativa. Para ello, las variables deben ser dependientes, continuas y tener una
distribucion normal. La prueba t pareada permite comparar las medias de dos mediciones

de un mismo grupo muestral (Mishra et al., 2019).

4.14.5 Analisis de varianza ANOVA:

En el caso de que los datos tengan una distribucién normal y los datos se agrupen
en 3 0 mas grupos se utilizara el analisis ANOVA de pruebas paramétricas en donde se

permite analizar la variabilidad de una variable continua aleatoria en condiciones
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definidas por variables de clasificacién, ademas, se utiliza para ver si existen diferencias
significativas entre los grupos. Se pueden realizar pruebas adicionales para identificar en

qué grupos existen diferencias (Dagnino, 2014).

4.15 Método de logaritmos no-paramétricos.

Los métodos no paramétricos logaritmicos se utilizan cuando los datos no siguen
una distribucion normal. En estos casos, es comun normalizar los datos aplicando el
logaritmo a las observaciones, esto establece una variable no normal a una normal, lo

que permite utilizar el método de medias de manera mas efectiva (Wittwer, 2021).

4.15.1 Prueba Kruskal-Wallis:

En el caso de que los datos de 3 o mas grupos no posean una distribucion normal
se utilizara la prueba no-paramétrica Kruskal-Wallis que se define como una prueba que
no requiere de supuestos de normalidad y/o de homocedasticidad a diferencia del analisis
de varianza (ANOVA). Se utiliza para comparar tres 0 mas grupos independientes y uno
de los criterios que se requiere para esta prueba es ordenar los valores obtenidos de
forma ascendente, agrupandolos y asignando rango menor y mayor, para identificar si

existen diferencias significativas (Cabral y Lucena, 2020; Unguryanu y Grjibovski, 2014).

4.15.2 Prueba U Mann-Whitney:

En el caso de que los datos de 2 grupos no posean una distribucién normal se
utilizara la prueba no-paramétrica U Mann-Whitney que se define como una prueba que
no requiere de supuestos de normalidad y/o de homocedasticidad a diferencia del analisis

de varianza T-Student (Cabral y Lucena, 2020; Unguryanu y Grjibovski, 2014).

5 RESULTADOS
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5.1 Totalidad de muestras obtenidas y validas.

El total de muestras alcanzadas para este estudio fueron de un total de 157 (100%)
superando el n minimo de 120 establecido por Friedrichs en el afio 2012, de este total
fueron excluidas del estudio 12 muestras (8%), las cuales se encontraban en estado de
coagulacién dando un total final de 145 (92%) muestras validas para este estudio (Figura
10).

m ytilizables = coaguladas

Figura 10. Distribucion porcentual de muestras validas para realizar este estudio de
determinacién de intervalos de referencia relacién proteina/fibrinbgeno durante el primer

semestre del ano 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.2 Diferenciacion de muestras por sexo de los individuos y estado

reproductivo.

De las 145 muestras validas para el estudio 84 (58%) de estas fueron tomadas de
hembras y 61 (42%) de machos (Figura 11), siendo la mayor concentracién de muestras
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provenientes de hembras caninas. Dentro del total de muestras validas 124 (86%) se

clasifican como individuos esterilizados y 21 (14%) como individuos enteros (Figura 12).

= Machos = Hembras

Figura 11. Distribucién porcentual segun sexo de los individuos muestreados para el
estudio de determinacion de intervalos de referencia relacion proteina/fibrindgeno

durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.
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= esterilizados = enteros

Figura 12. Distribucidn porcentual segun estado reproductivo de los individuos
muestreados para el estudio de determinacién de intervalos de referencia relacion

proteina/fibrindgeno durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

Dentro del total de hembras solo 5 (6%) se clasifican como hembras enteras y 79
(94%) como esterilizadas, en cambio en el total de machos solo 16 (26%) se clasifican

como enteros y 45 (74%) como esterilizados (Figura 13).

34



160 145

-
S
o

124

[
o N
o O

84

61
45
5
| -

Machos Hembras total

79

D
o

cantidad de individuos
H 0]
o o

N
o

o

sexo

W total M enteros esterilizados

Figura 13. Grafico segun estado reproductivo y sexo de los individuos muestreados para
el estudio de determinacién de intervalos de referencia relacion proteina/fibrinégeno

durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.3 Talla de los individuos y representacion por sexos.

De las 145 muestras validas, segun clasificacion de talla propuesta por la AKC
(Tabla 1), se encontraron que 39 individuos (27%) corresponden a talla pequena, 52
(36%) a talla mediana, 35 (24%) a talla grande, 19 (13%) a talla gigante. De lo anterior
se observa una mayor concentracion de perros corresponde a raza mediana, también se
observa que en las tallas pequefia y medianas la mayor concentracion corresponden a
hembras, mientras que, en las tallas grandes y gigantes, su mayor concentracion

corresponde a machos (Figura 14).
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Figura 14. Grafico segun tallas y sexo en cantidad de los individuos muestreados para
el estudio de determinacion de intervalos de referencia relacion proteina/fibrinégeno

durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.4 Consumo y calidad de los alimentos.

De las 145 muestras validas, segun clasificacion del tipo de alimento propuesta
por el SERNAC segun su calidad, 31 perros (21%) consumen dieta estandar, 75 (52%)
premium, 26 (18%) super premium, 4 (3%) casero y 9 (6%) alimentacion mixta (Figura
15), se observa que dentro de las clasificaciones establecidas los alimentos premium son
los mas consumidos en relacion al resto, siendo un 52% los que se engloban en esta
clasificacion, a su vez también se observa que los alimentos caseros y mixtos en conjunto

solo alcanzan a ser el 9% de los individuos totales.
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Figura 15. Grafico segun calidad alimentos en cantidad de los individuos muestreados
para el estudio de determinacién de intervalos de referencia relacién proteina/fibrinégeno

durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.5 Analisis de analitos.

Respecto al analisis de las muestras se grafican los parametros de media, moda,
mediana y desviacion estandar junto con el valor maximo y minimo de cada analito
(Figura 16).

Respecto a las proteinas totales las muestras alcanzaron un valor minimo de 21y
un valor maximo de 95, con una media 62, moda 63 y una mediana de 64, la desviacion

estandar calculada corresponde a 11.

Respecto a los valores obtenidos de fibrindbgeno, se obtuvo un valor minimo de 1
y un maximo de 9, con una media 4 y una moda y mediana de 3, su desviacion estandar

calculada fue de 2.

37



Respecto a la relacion proteina/fibrindgeno se obtuvo un valor minimo de 7 y una
maxima de 68, siendo la media de 18, con una moda 21 y una mediana 16, su desviacion

estandar calculada fue de 10.
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Figura 16. Grafico de variables descriptivas estadisticas de analitos para el estudio de
determinacién de intervalos de referencia relacién proteina/fibrindgeno durante el primer

semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.6 Analisis de analitos por variables fisiolégicas y ambientales.

Para analizar los analitos segun variable fisiolégica y ambiental, se utiliz6 modelos
de cajas y bigotes por analito y variable, en el cual se pudieran visualizar los outliers y
eliminarlos como se representa con las proteinas totales segun el sexo de los individuos
en lafigura 17 y 18, los outliers son valores atipicos que se encuentran significativamente
alejados del rango intercuartilico de los datos y estos pueden interferir en las medias
estadisticas como a la interpretacion de los datos.
38



Para cada analito se trabajo con pruebas estadisticas como la prueba de Shapiro-
Wilks para observar si los datos poseen distribucion normal o no y también se realizaron
pruebas para determinar si existen diferencias entre las variables fisiologicas respecto a
los analitos, como la prueba de T-Student para datos paramétricos y prueba de U Mann-
Whitney para datos no paramétricos que tengan 2 variables como sexo y esterilizacion,
y para parametros con 3 0 mas variables como talla o alimento se utilizé la prueba de
ANOVA si los datos son paramétrico y Kruskal-Wallis si los datos no son paramétricos.
Estas pruebas trabajan con un p-valor el cual si es menor a 0,05 se rechazarian en caso
de la prueba de Shapiro-Wilks que los datos sigan distribucion normal y en el caso de T-

Student o ANOVA se rechazaria que los datos no tengan diferencias.
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Figura 17. Diagrama de cajas y bigotes segun proteinas totales por sexo de los individuos
muestreados, con outliers. para el estudio de determinacién de intervalos de referencia
relacion proteina/fibrinégeno durante el primer semestre del ano 2024 en la regién de Los

Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 18. Diagrama de cajas y bigotes segun proteinas totales por sexo de los individuos
muestreados, sin outliers. Para el estudio de determinacion de intervalos de referencia
relacion proteina/fibrinégeno durante el primer semestre del aino 2024 en la region de Los

Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.6.1 Analisis de analitos segun sexo.

Respecto a las proteinas la prueba Shapiro-Wilk arrojo un p-valor de 0.2688, por
lo cual se acepta que los datos siguen una distribucion normal. También se desarrollé un
gqgPlot con el cual se puede visualizar la distribucién normal que tienen los datos (Figura
19), la prueba T-Student con un nivel de confianza del 95% arrojé un p-valor de 0.2757,
con esto podemos decir que no existe diferencia entre sexos respecto a las proteinas
totales.
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Figura 19. Distribucion normal segun qqPlot de proteinas segun sexo para el estudio de
determinacion de intervalos de referencia relacion proteina/fibrindbgeno durante el primer

semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

Respecto al fibrindgeno la prueba Shapiro-Wilk arrojé un p-valor de 4.186e-07, por
lo cual se rechaza que los datos sigan una distribucién normal. También se desarrollé un
gqgPlot con el cual se puede visualizar la distribucién sin normalidad que tienen los datos
(Figura 20), la prueba U Mann-Whitney con un nivel de confianza del 95% arroj6 un p-
valor de 0.8311, con esto podemos decir que no existe diferencia entre sexos respecto al

fibrindgeno.
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Figura 20. Distribucién sin normalidad segun qqPlot de fibrindgeno segun sexo para el
estudio de determinacion de intervalos de referencia relacion proteina/fibrindgeno

durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos

Fuente: Elaboracion propia.

Respecto a la relacion proteina/fibrindgeno la prueba Shapiro-Wilk arrojé un p-
valor de 5.345e-05, por lo cual se rechaza que los datos sigan una distribucion normal.
También se desarrolld un qgPlot con el cual se puede visualizar la distribucion sin
normalidad que tienen los datos (Figura 21), la prueba U Mann-Whitney con un nivel de
confianza del 95% arrojé un p-valor de 0.8728, con esto podemos decir que no existe

diferencia entre sexos respecto a la relaciéon proteina/fibrindgeno.
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Figura 21. Distribucién sin normalidad segun qqPlot de relacion proteina/fibrinbgeno
segun sexo para el estudio de determinaciéon de intervalos de referencia relacion

proteina/fibrindgeno durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.6.2 Analisis de analitos segun estado reproductivo.

Respecto a las proteinas la prueba Shapiro-Wilk arrojoé un p-valor de 0.2432, por
lo cual se acepta que los datos siguen una distribucion normal. También se desarrollé un
gqgPlot con el cual se puede visualizar la distribuciéon que tienen los datos (Figura 22), la
prueba T-Student con un nivel de confianza del 95% arrojé un p-valor de 0.9939, con esto
podemos decir que no existe diferencia entre estados reproductivos respecto a las

proteinas.
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Figura 22. Distribucion normal segun qqgPlot de proteinas con relacién a estado
reproductivo. para el estudio de determinacién de intervalos de referencia relacion

proteina/fibrindgeno durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

Respecto al fibrindgeno la prueba Shapiro-Wilk arrojé un p-valor de 2.645e-06, por
lo cual se rechaza que los datos sigan una distribucién normal. También se desarrollé un
gqgPlot con el cual se puede visualizar la distribuciéon que tienen los datos (Figura 23), la
prueba U Mann-Whitney con un nivel de confianza del 95% arrojé un p-valor de 0.2428,
con esto podemos decir que no existe diferencia entre estados reproductivos respecto al

fibrindgeno.
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Figura 23. Distribucion sin normalidad segun qgPlot de fibrinbgeno segun estado
reproductivo para el estudio de determinacién de intervalos de referencia relacion

proteina/fibrinégeno durante el primer semestre del afio 2024 en la regién de Los Lagos.

Fuente: Elaboracién propia.

Respecto a la relacion proteina/fibrindgeno la prueba Shapiro-Wilk arrojé un p-
valor de 3.239e-05, por lo cual se rechaza que los datos sigan una distribucion normal.
También se desarrolld un qgPlot con el cual se puede visualizar la distribucion sin
normalidad que tienen los datos (Figura 24), la prueba U Mann-Whitney con un nivel de
confianza del 95% arroj6é un p-valor de 0.2633, con esto podemos decir que no existe

diferencia entre estados reproductivos respecto a la relacion proteina/fibrinégeno.
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Figura 24. Distribucién sin normalidad segun qqgPlot de la ecuacién proteina/fibrinégeno
segun estado reproductivo para el estudio de determinacion de intervalos de referencia
relacion proteina/fibrindgeno durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los

Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.6.3 Analisis de analitos segun talla.

Respecto a las proteinas la prueba Shapiro-Wilk arrojoé un p-valor de 0.1758, por
lo cual se acepta que los datos siguen una distribucion normal. También se desarroll6 un
gqgPlot con el cual se puede visualizar la distribucidon normal que tienen los datos (Figura
25), la prueba ANOVA con un nivel de confianza del 95% arroj6 un p-valor de 1.9057, con

esto podemos decir que no existe diferencia entre tallas respecto a las proteinas totales.
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Figura 25. Distribucién normal segun qqgPlot de proteinas segun talla para el estudio de
determinacion de intervalos de referencia relacidon proteina/fibrinogeno durante el primer

semestre del afo 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

Respecto al fibrindgeno la prueba Shapiro-Wilk arrojé un p-valor de 0.0009686,
por lo cual se rechaza que los datos sigan una distribucién normal. También se desarroll6
un qqgPlot con el cual se puede visualizar la distribucion normal que tienen los datos
(Figura 26), la prueba Kruskal-Wallis con un nivel de confianza del 95% arroj6 un p-valor
de 1.8393, con esto podemos decir que no existe diferencia entre tallas respecto al

fibrindgeno.
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Figura 26. Distribucién sin normalidad segun qqgPlot de fibrinbgeno en relacién segun talla
para el estudio de determinacion de intervalos de referencia relacion proteina/fibrinbgeno

durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracién propia.

Respecto a la relacion proteina/fibrindgeno la prueba Shapiro-Wilk arrojé un p-
valor de 2.122e-05, por lo cual se rechaza que los datos sigan una distribucién normal.
También se desarroll6 un qgPlot con el cual se puede visualizar la distribucion sin
normalidad que tienen los datos (Figura 27), la prueba Kruskal-Wallis con un nivel de
confianza del 95% arrojé un p-valor de 1.8688, con esto podemos decir que no existe

diferencia entre tallas respecto a la relacion proteina/fibrindgeno.
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Figura 27. Distribucion sin normalidad segun qgPlot de la ecuacidén relacion
proteina/fibrinégeno segun talla de los individuos para el estudio de determinacién de
intervalos de referencia relacion proteina/fibrinégeno durante el primer semestre del afo

2024 en la region de Los Lagos

Fuente: Elaboracion propia.

5.6.4 Analisis de analitos segun alimentacion de los individuos.

Respecto a las proteinas la prueba Shapiro-Wilk arrojoé un p-valor de 0.6753, por
lo cual se acepta que los datos sigan una distribucion normal. También se desarrollé un
gqgPlot con el cual se puede visualizar la distribucidon normal que tienen los datos (Figura
28), la prueba ANOVA con un nivel de confianza del 95% arroj6 un p-valor de 0.1052, con
esto podemos decir que no existe diferencia entre alimentacién respecto a las proteinas

totales.
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Figura 28. Distribucion normal segun qqPlot de proteinas segun alimentacion para el
estudio de determinacion de intervalos de referencia relacion proteina/fibrinbgeno

durante el primer semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracién propia

Respecto al fibrindbgeno la prueba Shapiro-Wilk arrojé un p-valor de 0.016, por lo
cual se rechaza que los datos sigan una distribucién normal. También se desarrollé un
qqPlot con el cual se puede visualizar la distribucion sin normalidad que tienen los datos
(Figura 29), la prueba Kruskal-Wallis con un nivel de confianza del 95% arroj6 un p-valor
de 0.01367, con esto podemos decir que existen diferencias entre alimentacién respecto

al fibrindégeno.
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Figura 29. Distribucion sin normalidad segun qqPlot de fibrindgeno segun alimentacion
de los individuos para el estudio de determinacién de intervalos de referencia relaciéon

proteina/fibrinégeno durante el primer semestre del afio 2024 en la regién de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

Respecto a la relacion proteina/fibrindgeno la prueba Shapiro-Wilk arrojé un p-
valor de 0.004302, por lo cual se rechaza que los datos sigan una distribucién normal.
También se desarrolld un qgPlot con el cual se puede visualizar la distribucion sin
normalidad que tienen los datos (Figura 30), la prueba Kruskal-Wallis con un nivel de
confianza del 95% arrojé un p-valor de 0.01243, con esto podemos decir que existe

diferencia entre alimentacién respecto a la relacion proteina/fibrindgeno.
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Figura 30. Distribucion sin normalidad segun qgPlot de la ecuacidon relacion
proteina/fibrinbgeno segun alimentacion de los individuos para el estudio de
determinacion de intervalos de referencia relacidn proteina/fibrindgeno durante el primer

semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

Respecto a las diferencias en los analitos sobre la alimentacion se encontré que
estaba dada por los individuos que consumian dietas caseras y mixtas, sumando un total
de 13 muestras, pero este al ser un pool de datos no representativo, se decidié excluir
del estudio. Una vez excluidos no se encontraron diferencias estadisticas en relaciéon con
alimentaciéon con los analitos de este estudio, utilizando un n muestral final de 132

individuos.

5.7 Intervalos de analito.
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Una vez quitado los outliers y comprobar si existen diferencias entre los analitos y
si siguen una distribucion normal se elaboraron sus respectivos intervalos con modelos

aplicables a su distribucién.

5.7.1 Intervalos de proteinas totales.

Los valores arrojados para proteinas sin los outliers fueron de un valor minimo de
36.00 y un maximo de 84, con una media de 64 y moda de 62, con su 1° cuartil de 57 y
su 3° cuartil de 69. Con estos datos se elabordé una campana de Gauss para visualizar

su distribucion (Figura 31).
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Figura 31. Campana de gauss de distribucion de proteinas totales para el estudio de
determinacion de intervalos de referencia relacion proteina/fibrinégeno durante el primer

semestre del ano 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.7.2 Intervalos de fibrindgeno.
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Los valores arrojados para fibrindbgeno sin los outliers fueron de un valor minimo
de 1 y un maximo de 7, con una media de 3 y moda de 4, con su 1° cuartil de 3 y su 3°
cuartil de 5. Con estos datos se elaboré una campana de Gauss para visualizar su

distribucion (Figura 32).
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Figura 32. Campana de gauss de distribucion de fibrindgeno para el estudio de
determinacion de intervalos de referencia relacion proteina/fibrinégeno durante el primer

semestre del afio 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.7.3 Intervalos de relacién proteinalfibrinégeno.

Los valores arrojados para la relacion proteina/fibrinbgeno sin los outliers fueron
de un valor minimo de 7 y un maximo de 37, con una media de 15 y moda de 17, con su
1° cuartil de 11 y su 3° cuartil de 21. Sabiendo que la relacion proteina/fibrinégeno no
sigue una distribucion normal se realiz6 un modelo de densidad para visualizar su

distribucién (Figura 33).
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Figura 32. Modelo de densidad de la relacion proteina/fibrinégeno para el estudio de

determinacion de intervalos de referencia relacion proteina/fibrinégeno durante el primer
semestre del afo 2024 en la region de Los Lagos.

Fuente: Elaboracion propia.

5.7.4 Intervalos de referencia de los analitos del estudio

Utilizando la funcion de intervalos de referencia del programa R Studio, se

establecié con una confianza del 90% los siguientes intervalos de referencias para los

analitos de este estudio con sus respectivos intervalos de confianza (Tabla 1).

Limite Intervalos de confianza
ANALITO Limite inferior superior Intervalos de confianza inferior superior
Fibrindgeno 1(g/N) 6 (g/l) 0.88 (g/l) 1.57 (g/) 6.24 (g/\) 6.93 (g/l)
Proteinas totales 48 (g/) 80 (g/l) 45,73 (g/l) 49.73 (g/l) 76.9 (g/l) 80.9 (g/l)
Relacion Proteina/Fibrindgeno 5 (g/l) 28 (g/) 3.96 (g/l) 6.2 (g/\) 28.16 (g/L) 31.39 (g/)

Tabla 3. Intervalos de referencia de los analitos del estudio de determinacién de intervalos

de referencia relacion proteina/fibrindgeno durante el primer semestre del afio 2024 en la
region de Los Lagos

Fuente: Elaboracion propia.
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6 DISCUSION

En este estudio, se evalué el impacto de variables fisioldgicas, genéticas y
ambientales en los analitos bioquimicos de proteinas totales, fibrindgeno y relacion
proteina/fibrinégeno, donde en la variable sexo con un grupo compuesto de 84 hembras
y 61 machos no se encontré ninguna diferencia en los analitos respecto a esta variable.
Mundim et al. (2007), en su estudio sobre como el sexo y la edad influyen en los analitos
bioquimicos de perros doberman, se evalua un grupo compuesto de 42 machos y 90
hembras, donde se acepto la hipdtesis que el sexo si es una variable que influya en los
valores de analitos bioquimicos, esta diferencia puede explicarse ya que no solo se
utilizaron a pacientes adultos en el estudio de Mundim et al. (2007) Sino que perros desde
los 2 a 36 meses de edad, sabiendo esto es entendible que existan variaciones ya que
los perros logran estabilizar sus valores bioquimicos y hematoldgicos hasta la edad adulta
(Fraile, 2014).

Segun Merizalde (2011), que en su estudio evalua los parametros de proteinas
totales de 300 perros, donde en un grupo de 144 hembras, 156 machos, no se
encontraron diferencias significativas entre sexos en los valores arrojados en sus analitos
de proteinas totales donde tanto en hembras como en machos dieron una media de 65
g/l, estos resultados comparados con los de mi estudio concuerdan que no existen
diferencias significativas en el sexo de los individuos utilizando un método de Bootstrap
para visualizar diferencias entre los resultados de Merizalde (2011) con los de este

estudio).

Autores como Connolly et al. (2019) en su estudio donde evalua parametros
bioquimicos de 4804 perros especializados en el deporte de trineo, compuesto por 1868
hembras y 2936 machos encontraron diferencias entre sexos, especificamente las
proteinas totales eran 1.3% mas bajas en hembras en relacion con machos. Respecto al
estudio de Connolly et al. (2019), pero comparadas con las de este estudio utilizando un
método Bootstrap con el programa R no se observaron diferencias significativas con los

valores de este estudio. Las variaciones que se encontraron en el estudio de Connolly et
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al. (2019) pueden ser explicadas por el pool de datos de su estudio, que consistieron en
perros de trineo de categoria elite, que son perros de deporte los cuales pasan por
entrenamientos exigentes desde temprana edad, los cuales podrian experimentar
variaciones bioquimicas distintas en comparacion con perros de compania que no estan

expuestos a esfuerzos fisicos tan demandantes como lo explica en su estudio.

En este estudio se contd con 124 individuos esterilizados, 21 individuos enteros
donde no se encontraron diferencias significativas en relacién a ningun analito respecto
al estado reproductivo de los individuos, pero el estudio de Chang et al. (2016) en su
estudio donde evalua diferencias fisiolégicas como lo seria individuos esterilizados y
enteros, donde trabajo con 2047 individuos esterilizados y 998 individuos enteros, se
observaron variaciones en las proteinas séricas donde los pacientes enteros tienen un
leve aumento 0,5 g/l en relacion a los pacientes, pero segun estadistica no presentaron
diferencias significativas, también se realiz6 una prueba Bootstrap con la cual se
establecid que sus resultados no tienen diferencias con los de este estudio. Por otro lado,
el estudio de Chang et al. (2016) incluyd pacientes en diferentes estados de desarrollo,
lo cual es crucial dado que los analitos bioquimicos pueden variar significativamente
segun la etapa fisioldgica de los individuos. En contraste, nuestro estudio se centrd

exclusivamente en pacientes adultos para el analisis de los datos.

Respecto a la variable de talla, en nuestro estudio conto con 39 individuos
pequefios, 52 medianos, 35 grandes, 19 gigantes, donde no se encontraron diferencias
significativas en los analitos analizados en relacion a esta variable, estudios como el de
Merizalde (2011) donde se observé que todas las variables de talla compartian la misma
media de 65 g/l en el analito de proteinas totales, similar a este estudio donde la media
fue de 64 g/l, también evidenciando que no tienen diferencias entre tallas, aunque este
estudio utilizé un modelo de clasificacion de tallas en relacidén a peso de los individuos y
no una clasificacion con relacion a la altura a la cruz como es la utilizada en este estudio,
para establecer que no existen diferencias entre este estudio y el Merizalde (2011) se
utilizé un método Bootstrap que arrojo no existen diferencias entre lo establecido por el

autor y este estudio.
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La investigacion de Miglio et al. (2020), que evalué perfiles bioquimicos en 5
diferentes razas de perros de caza, no encontré diferencia a nivel de las proteinas totales
ni fibrinbgeno entre estas razas de caza, pero si se presentan diferencias a los niveles de
los proteinas totales en relacién a los intervalos de referencia en general, donde los
limites superiores calculados para estas 5 razas de casa llegan a un maximo de 80 g/l
mientras que en los intervalos para perros en general que utilizo Miglio et al (2020) en su
estudio es de 85 g/l, no se presentaron diferencias en los limites inferiores en relacion a
los perros en general donde marco un limite de 60 g/I, pero en relacion a los intervalos
de Miglio et al. (2020) de proteinas totales concuerdan a los establecidos por este estudio,

se evidencio con un método Bootstrap que no existen diferencias significativas.

Con relacién a la variable de alimentacion, es ampliamente reconocido que la dieta
de los individuos puede influir significativamente en los valores hematoloégicos vy
bioquimicos. En nuestro estudio, se encontraron diferencias con relacién al fibrinégeno y
la relacion proteina/fibrinégeno segun el tipo de alimento consumido por los individuos.
Sin embargo, debido al bajo numero de individuos en algunas categorias de alimentos,
como el caso de las dietas mixtas con 9 individuos y las dietas caseras con 4, siendo
estas las que presentaron diferencias con relacion a fibrindbgeno y relaciéon proteina
fibrindgeno, estos 2 pools de datos al no ser representativos se decidieron excluir del
estudio. Esta exclusién logro que no se encontraran diferencias respecto al alimento en

los analitos de este estudio

Cai et al. (2022) en su estudio de como la dieta podria afectar a los parametros
séricos de 18 perros Beagles adultos sanos, utilizo dietas de proteinas de alto valor
bioldgicos, con carnes sin procesar, en sus resultados demostré que no hubo diferencias
significativas en los valores séricos de los perros con dietas de proteinas sin procesar
versus a los perros que consumen dietas secas o también llamadas pellets, pero si

demostré que existian leves aumentos en relacion algunos factores de coagulacion.

Los perros en este estudio al no tener diferencias significativas en sus variables
fisiologicas y ambientales se establecio los valores de referencia como una sola
poblacion, los rangos establecidos en este estudio para las proteinas dieron como limite
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inferior 48 g/l y como limite superior 80 g/l. Comparado con los valores de Kraft y Darr
(2000) cuyo limite inferior fue de 58 g/l y su limite superior 78 (g/l), mientras que Wittwer
(2019) establece que sus intervalos de proteinas totales tienen un rango de 58 g/l a 80
g/l, en ambos estudios se desconoce el nUmero de perros con los cuales se realizaron
los intervalos de referencia, pero comparacion con los resultados de este estudio no se
observan diferencias en los limites superiores respecto a los Wittwer (2019) y los de Kraft
y Darr (2000) mientras que en sus los limites inferiores se puede observar una diferencia
de 10 g/l en relacion a los de este estudio, pero para comprobar si existen o no diferencias
se realiz6 un modelo Bootstrap en el cual se estableci6 que no existen diferencias
significativas entre los intervalos de referencia tanto de Wittwer (2019) como los de Kraft
y Darr (2000) con los descritos en este estudio. Al no saber cuél fue el n de cada uno se
puede asumir al no existir diferencias que el pool de la muestra fue similar al utilizado en

este estudio.

Los intervalos de fibrinbgeno de este estudio dieron un rango de 1 g/l a 6 g/l
mientras que Wittwer (2019) establece que los valores de fibrinégeno van desde 1 g/l a
5g/l, se desconoce el n que utilizo Wittwer para establecer estos intervalos, en el caso de
Donoso (2013) indica en su estudio que los intervalos de fibrinégeno van de 1 g/l a 4 g/l,
este estudio tiene un n de 120 individuos de los cuales fueron seleccionados a partir de
criterios de exclusion similares a los utilizados en este estudio, variando solo en que se
utilizaron perros de todas las etapas fisiolégicas, ambos estudios concuerdan con el
rango inferior de los analitos de este estudio, no obstante se encuentran diferencias en
el limite superior, aunque aplicando un analisis Bootstrap no se encontraron diferencias
significativas entre los intervalos de ambos estudios respecto a los propuestos por este.
Respecto a los intervalos propuestos por Wittwer (2019) se puede decir que a pesar de
no conocer el n que utilizo, al no poseer diferencias significativas con este estudio, se
puede inferir que se utilizé un pool similar al de este estudio, aunque respecto a Donoso
(2013) la diferencia de 2 g/l en su limite superior se puede explicar por qué utilizo a
pacientes geriatricos siendo un 33% de su total de muestra, siendo que en esta etapa se

pueden ver alterados los valores de proteinas de fase aguda.
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Los intervalos establecidos en este estudio para la relacién proteina/fibrinégeno
dieron un rango de 5 g/l a 28 g/l mientras que Wittwer (2019) establece como limite inferior
10 g/l y como limite superior 15 g/l, en el mismo caso que en los dos analitos anteriores
se desconoce el n de muestra que utilizo, presentando una diferencia visual tanto en sus
limites superiores como inferiores, pero al realizar una prueba Bootstrap no se
encontraron diferencias significativas entre ambos intervalos, presentando una diferencia
de medias de 4 no significativa, la diferencia de los limites que se observa en los
intervalos de Wittwer (2019) con este estudio pueden ser explicados a razon de que el
estudio de Wittwer fue realizado el 2004 y con los cambios en alimentacion respecto a
las nuevas dietas y productos alimenticios para mascotas que se han instaurado en el
mercado en la Ultima década (SERNAC, 2021) hayan existido cambios a nivel de la
relacion proteina/fibrindgeno.
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7 CONCLUSION

En este estudio se utilizé se n de 157 perros adultos sanos donde se descartaron
12 muestras por proceso de coagulacion, quedando con un n de 145 individuos de los
cuales 84 fueron hembras y 61 fueron machos. Del total de hembras 79 se encontraban
en estado de esterilizacion y 5 enteras, mientras que los machos 45 se encontraban
esterilizados, dando un total de 124 individuos esterilizados y 21 individuos enteros. Del
total de 145 individuos 39 correspondian a talla pequefia, 52 de talla mediana, 35 de talla
grande y 19 de talla gigante. Del total de 145 individuos 31 individuos consumian una

dieta estandar, 75 dieta premium, 26 dieta super premium, 4 dieta casera y 9 dieta mixta.

Se encontré que en relacidon a los analitos de este estudio (proteinas totales,
fibrinégeno y relacién proteina/fibrinGgeno) a las caracteristicas genéticas (talla 'y sexo y
estado reproductivo) los valores de proteinas seguian distribucién normal, mientras que
los de fibrindbgeno y relacidén proteina fibrinbgeno no seguian distribucion normal en
ninguna de las variables genéticas, pero ninguno de los analitos mencionados presentaba
diferencias significativas en relacién a las variables genéticas lo cual fue comprobado con
pruebas estadisticas. Respecto a las variables ambientales (alimento) los analitos
anteriormente mencionado solo las proteinas totales seguian distribucion normal,
mientras que el fibrindgeno y la relacion proteina/fibrinégeno no siguieron distribucion
normal, también los analitos anteriores presentaron diferencias en relacion a alimento,
mientras que solo las proteinas totales no presentaron diferencias, esto comprobado a
través de métodos estadisticos, pero al excluirse a los individuos que consumian dietas

caseras y mixtas no se encontraron diferencias en el resto de analitos.

Se determino que los intervalos de referencia para cada analito fueron los
siguientes, para proteinas totales con un limite inferior de 48 g/l y un limite superior de 80
g/l, para fibrinbgeno con un limite inferior de 1 g/l y un limite superior de 6 g/l, para la

relacion proteina/fibrinébgeno con un limite inferior de 5 g/l y un limite superior de 28 g/l.
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9 ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado.

Yo , RUT
, autorizo la participaciéon de mi(s) mascota(s) en el estudio
realizado  por ,  RUT

, estudiante de Medicina Veterinaria de la Universidad San

Sebastian de la sede de la Patagonia, para su proyecto de memoria para optar al

titulo de Médico Veterinario.

Declaro haber sido informado/a acerca del procedimiento que se le hard a mi(s)
mascota(s), que tengo conocimiento de que conlleva riesgos minimos para mi(s)

mascota(s) y autorizo su realizacion.

Entiendo que la informacion entregada sera utilizada con fines cientificos, y que los

datos personales entregados seran manejados en forma confidencial.

Firma Fecha
DATOS DE LA MASCOTA O ANIMAL DE COMPANIA No°
Nombre
Edad
Sexo

Estado reproductivo

Comuna de residencia
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Correo de contacto

Deseo recibir los
resultados de este
estudio

Si

No
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Anexo 2: Informacion sobre el procedimiento.

Informacion sobre estudio

DETERMINACION DE INTERVALOS DE REFERENCIA SANGUINEOS EN PERROS
ADULTOS SANOS DE LA REGION DE LOS LAGOS

Estimado/a propietario/a de mascota:

Le invitamos a participar en el estudio “Determinacién de intervalos de referencia
sanguineos en perros adultos sanos de la Region de Los Lagos durante el primer
semestre del ano 2024”, realizado por la Escuela de Medicina Veterinaria.

El objetivo general de este proyecto es determinar los intervalos de referencia de
componentes sanguineos en perros adultos clinicamente sanos mediante métodos
manuales y automatizados con el fin de establecer valores propios del Laboratorio de
Analisis Clinico y Microbiol6gico del Hospital Clinico Veterinario de la Universidad San
Sebastian sede de la Patagonia.

La extraccidon de sangre es un procedimiento habitual en la clinica veterinaria para evaluar
el estado de salud, que conlleva riesgos minimos para su mascota. Para ello se requiere
depilar la zona de donde se tomara la muestra con una maquina rasuradora. Se utilizara
alcohol para desinfectar y limpiar antes de ingresar la aguja, y s6lo se puncionara una
vez para evitar la alteracion de los valores.

En caso de que no se logre realizar la extraccién de sangre, su mascota quedara excluida
del estudio.

Como beneficio de participar en este estudio usted opta a recibir los resultados obtenidos
de los examenes de sangre, los que podra entregar al médico veterinario tratante de su
mascota para su interpretacion.

Toda la informacién personal entregada para este estudio serd completamente
confidencial y no se utilizara con otros fines.

Si tiene alguna consulta o preocupacion respecto a sus derechos como participante,
comuniquese con el investigador principal, Carolina Pino Olguin, al correo
carolina.pino@uss.cl o con Nicolas Colhuan correo manuel.colhuan@uss.cl.

Atentamente,

Estudiantes de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad San Sebastian sede
de la Patagonia.
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Anexo 3: Examen clinico.

Datos del paciente:

Nombre: Edad:
Raza: Sexo:
Color: Peso:

Esterilizado/ Castrado: C/C:

Examen Clinico:

Mucosas

Rosadas palidas

T °C
375-39°C

FC Lat/min
60 - 180 Latmin  : ///’ L \

FR Resp/min ...
10 - 30 Resp/min

< 5%

TRC Seg PC Seg
<2 Seg <2 5eg

Figura 1: Examen clinico general. Fuente: Vasquez, 2023, basado en Fossum, 2009 y Bosh y
Torente 2012.

Antecedentes:
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Organos/
sistemas

Sistema
Cardiovascular

Sin

hallazgos

cardiaco

Soplo

Arritmias

Taquicardia

Bradicardia

Pulso

_____ Bilateral
_____ Simétrico
_ Regular
______Ritmico

Sincrénico

Soplo:

Grado I|: Soplo de baja intensidad,
escuchado luego de un tiempo en habitacién
silenciosa, en area muy delimitada

Grado Il: Soplo leve pero facilmente
perceptible en ambiente silencioso

Grado llI: Soplo localizado, de intensidad
media audible de inmediato

Grado IV: De moderado a marcado, area
diseminada de auscultaciéon, sin vibracién
(frémito)

Grado V: Soplo marcado mas frémito

precordial

Grado VI: Soplo fuerte, diseminado, audible

separando el fonendoscopio de la pared toracica
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Sistema
respiratorio

Mucosas
Conjuntivas
Labio gingival

Genital

Cavidad Bucal

Sin

hallazgos

_____ Estertores
______ Taquipnea
____ Disnea

Bradipnea

Ciandticas

Hiperémicas
Rosadas
Ictéricas

Palidas

Sin

alteraciones

Enfermedad

periodontal

Estertores:

Bronquial seco: sibilancias, ronqueras

Bronquiales humedos: Presencia de
secreciones

Alveolares: crepitaciones al final de la

inspiracion

Grado 1 Gingivitis leve: presenta eritema

ligero en la encia marginal

Grado 1 Gingivitis moderada: la encia esta

edematizada y existe sangrado al sondaje

Grado 1 Gingivitis grave: encia esta
inflamada, hiperplasica o retraida, con evidente
eritema, edema y sangrado espontaneo

__ Grado 2: Hay menos de 25% de pérdida de
insercién periodontal medida por sondaje a la
exploracion clinica o a través de una radiografia,
midiendo la distancia del borde alveolar a la unién
cemento-esmalte relativa a la longitud de la raiz o
si hay un estadio 1 de afeccion de la furca en los
dientes multirradiculares

Grado 3: entre 25 - 50% de pérdida de
insercion, medida por sondaje o radiografia o
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encontrandose un estadio 2 de afeccion a la furca
en los dientes multirradiculares.

_____ Grado 4:Mas del 50% de pérdida de
inserciéon, medida ya sea por sondaje o
radiografia, o si hay un estadio 3 de afeccion a la
furca en los dientes multirradiculares.

Sin
hallazgos _
Nariz . i Secrecion:
__ Simetria _
y fosas nasales Edema — Unilateral
Bilateral
Hiperemia
Tumoraciones
Epiforas
. i Conjuntivitis
Ojos | _ Sin ]
alteraciones Ulceras
—_— Con Masas
alteraciones I
Oidos Sin  Secrecion:
alteraciones )
Conducto Unilateral
auditivo externo Con )
alteraciones ___Bilateral
Conducto
auditivo interno
Conducto
auditivo medio
Noédulos Tamaifo y
|infé.tiCOS forma
Mandibulares Superficie

Superficiales

Axilares Consistencia
Inguinales .

9 Sensibilidad
Popliteos
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Movilidad

Simetria

Temperatura

Genitales Sin

alteraciones

Con
alteraciones
Pelaje hirsuto
Piel y Pelaje Sin Mala implantacién
alteraciones Soluciones de continuidad
Con
alteraciones
Sin Neoplasias
alteraciones ] )
Palpacion Abdomen distendido
Abdominal Con

alteraciones

Fuente: Vasquez, 2023 basado en Brejov, 2014 y UBA, 2014.
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Anexo 4. Preguntas de anamnesis.

Cuestionario de anamnesis

NO

Nombre tutor(a):

Datos del paciente:

Nombre: Edad: Raza:

Sexo: Esterilizado: Si/ No

Anamnesis:

1-

¢Ha ido al veterinario antes?
Si No

¢ Cuando recibié sus ultimas vacunas? ;Cuales?
Rp.

¢ Cuando fue la ultima desparasitacion? ;Con qué?
Rp.

¢ Qué alimento come?
A) Concentrado

B) Comida casera

C) Mixto

¢ Qué marca es el concentrado? o ¢ qué contiene la comida casera?
Rp.
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6-

¢Ha visto cambios en el comportamiento de su mascota en la ultima semana?
¢ Cuales? ¢Ha habido algun cambio en su rutina habitual?

Si No

Rp.

¢ Ha visto un cambio en su consumo de agua y/o alimento en la ultima semana?

Describalo.
Si No
Rp.

¢En la ultima semana ha visto vomitos? Describalo.
Si No
Rp.

¢En la ultima semana ha visto alguna alteracion en las heces o al momento de
defecar? ¢Cual?
Rp.

10-¢ En la ultima semana ha visto tos?

Rp.
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11-¢ Cuando fue el ultimo celo? ¢ Cuanto dur6?
Rp.

12-; Actualmente, esta con algun tratamiento?
Si No

13-¢Cual es el tratamiento? ;Hace cuanto?
Rp.

14- ; Ha tenido alguna complicacion de salud en las ultimas 2 semanas?
Si No

Rp.

15- Cirugias previas (cual/es) y fecha aproximada:
Si No

16- ¢ Cuando fue su ultima comida?
Rp.
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Anexo 5: Condicion corporal.

INDICE DE CONDICION CORPORAL (ICC)

MUY DELGADO

Costillas

Evidentes a la distancia,
sin grasa corporal
discernible

Base de la cola
Huesos prominentes, sin
ninguna capa de grasa

Vista lateral
Pliegue abdominal muy
marcado

Vista desde arriba
Figura de “reloj de arena”
muy marcada

DELGADO

Costillas
Facilmente visibles,
sin grasa palpable

Base de la cola
Huesos prominentes,
con una fina capa de
grasa

Vista lateral
Pliegue abdominal

Vista desde arriba
Figura de “reloj de
arena” marcada

Fuente: (Pauli, 2021).

PESO IDEAL
S

/,/'\‘ f

Costillas

Facilmente palpables
con minima cubierta
de grasa

Base de la cola
Contorno liso, cubierta
por una fina capa de
grasa

Vista lateral
Pliegue abdominal

Vista desde arriba
Cintura bien
proporcionada
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SOBREPESO

OBESIDAD

Mayor riesgo de enfermedad

4

Costillas
Palpables con dificultad
debido a la gruesa capa
de grasa

Base de la cola

Algo engrosada, los
huesos se palpan una
moderada capa de
grasa

Vista lateral
Sin pliegue abdominal

Vista desde arriba
Cintura ligeramente
ensanchada

Alto riesgo de enfermedad

o |

Costillas
No palpables bajo una
gruesa capa de grasa

Base de la cola

Muy engrosada y dificil
de palpar a través de
una gruesa capa de
grasa

Vista lateral

Sin cintura, la grasa
cuelga desde el
abdomen

Vista desde arriba
Cintura muy
ensanchada



Anexo 6: Checklist toma de muestra.

NO

Hora y fecha

de recoleccion:

Recomendaciones

Comentarios

Se realizé una inspeccion general a

distancia del paciente previo al

examen clinico, observando su )
O SiONo
aspecto, temperamento, condicion
, . O N/A

corporal, pelaje, postura en estacion,
marcha y decubito, respuesta al medio
y expresioén facial.
Se realizé auscultacion cardiaca y se
evaluaron los sonidos, la frecuencia y
el ritmo. Se realizé palpacion del pulso i

palp P 0 Si O No
arterial en la arteria femoral o braquial,

. . . , O N/A
evaluando bilateralidad, simetria,
regularidad, ritmo y sincronia con
frecuencia cardiaca.

Se realizdé auscultacién e inspeccion
visual de la frecuencia respiratoria. Se )
0O SiO No
ausculté con fonendoscopio ambos
s ) O N/A
hemitérax evaluando la presencia de
sonidos anormales.
Se observé la perfusién sanguinea e 0O Si O No
hidratacion de la mucosa. O N/A
Se examind la cavidad bucal,
revisando la presencia de enfermedad | O Si O No
periodontal y se registré el grado O N/A
observado.
Se examinaron las fosas nasales, .
0O SiO No
observando su forma, simetria y
O N/A

abertura. Se examin6 la morfologia
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estructural de la cavidad nasal, junto

con la presencia de secreciones.

Se realizé una inspeccién de la zona

ocular para evaluar signos de

conjuntivitis, Ulceras o masas.

O SiO No
O N/A

Se examind el conducto auditivo,
determinando la presencia o ausencia

de alteraciones y/o secreciones.

O SiO No
O N/A

Se inspeccion6 el tamafo, forma,

simetria, superficie, consistencia,
temperatura, sensibilidad y movilidad
de los linfonodos submandibulares,
axilares, inguinales superficiales o

mamarios, y popliteos.

O SiO No
O N/A

Se realizé un examen de piel y pelaje,
observando el brillo, olor, docilidad,
largo,

temperatura, elasticidad,

presencia de secreciones, zonas
alopécicas, aumento de volumen o

soluciones de continuidad.

O SiO No
O N/A

Se evaluo el estado de deshidratacion,
y se determin6 que era menor al 5%.
Las mucosas (conjuntiva palpebral,
labio-gingival y genital) se observaron
de color rosado palido, el tiempo de
rellene capilar fue menor a 2 segundos
y el tiempo de retorno del pliegue

cutaneo fue menor a 2 segundos.

0O Si O No
O N/A

Se observé la forma del abdomen, y
posibles deformaciones y cambios de
volumen. Se realizd6 una palpacion
abdominal externa con el paciente en

estacion.

0O SiO No
O N/A
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Se midié6 temperatura rectal en
mucosa dorsal, esperando el tiempo

requerido por el termoémetro.

O SiO No
O N/A

Se realiz6 tricotomia de la zona a favor
del pelaje para la visualizacion del
vaso a puncionar, y se desinfectd con
algodon y alcohol. Se espero a que se
secara el alcohol (sin soplar) antes de

la venopuncion.

O SiO No
O N/A

Se realizé una correcta sujecion del
paciente. Se utilizé un torniquete
elastico por menos de 1 minuto para

generar vasodilatacion.

0O SiO No
O N/A

Para la venopuncion se utilizé sélo una
aguja nueva y estéril, ingresando con
el bisel hacia arriba en un angulo de
45° en sentido opuesto a la corriente
sanguinea, manteniendo una presion
menor a 1 mL con émbolo durante la

extraccion de la muestra.

O SiO No
O N/A

Los tubos fueron llenados con el
volumen de sangre acorde a su
tamafio, en wuna inclinacion de
aproximadamente 60°. Se retird la
aguja de la jeringa antes de transferir
la muestra, vy

la sangre ingresé

deslizandose por la pared del tubo.

0O Si O No
O N/A

Los tubos fueron tapados e invertidos
inmediatamente después de ser

llenados, homogenizando la muestra.

O SiO No
O N/A

Los tubos utilizados son los adecuados

para el examen a realizar, y fueron

O SiO No
O N/A

88




llenados con la cantidad adecuada de
sangre.
Tubo celeste para coagulacion,

amarillo para bioquimica, lila para

hemograma.
Los tubos fi llenad den:
os tubos fueron llenados en orden 0'Si O No
citrato de sodio (celeste), gel
, . O N/A
separador (amarillo), EDTA (lila).
Los tubos fueron rotulados con su ,
O SiONo
numero de ficha y hora de recoleccion
O N/A

correspondiente.
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Anexo 7: Lista de cotejo de procesamiento de muestra.

Lista de cotejo de analisis de muestras en

tubos EDTA en laboratorio mediante métodos

de Hematocrito, medicion de fibrindgeno y

medicidn de proteinas séricas.

Esta guia es un registro y de procesamiento de muestras, control de trazabilidad de la
informacién y guia para la replicacién futura del estudio.

nl | Las muestras han cumplido con las condiciones de sl COMENTARIO
almacenamiento y
transporte. NO __
N/A
n2 |[Las muestras ingresan al laboratorio con sl COMENTARIO
rotulacion Unica e indeleble y se procesan en
gradillas individuales. NO
N/A
n3 | Los tubos capilares de microhematocrito se SI COMENTARIO
encuentran en condiciones optimas, limpios y sin
fisuras. NO
N/A
n4 | Los tubos capilares de microhematocrito son sl COMENTARIO
llenados idealmente hasta 3/4 partes de su
capacidad. NO
N/A
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n5 | El bafio maria tiene una temperatura controlada Sl COMENTARIO
[>55 - <60 C°].
NO
N/A
né | La inmersion de hematocritos en bafio Maria Si COMENTARIO
incluye la totalidad del plasma.
NO
N/A
n7 | Al retirar los hematocritos del bafio Maria se Sl COMENTARIO
observa turbio el plasma.
NO
N/A
n8 | La camara del refractometro queda sin restos de Sl COMENTARIO
vidrio.
NO
N/A
n9 | Se introducen los datos obtenidos en la base de Sl COMENTARIO
datos.
NO
N/A
nl0 | Los desechos generados son eliminados en un Sl COMENTARIO
contenedor para cortopunzantes.
NO
N/A
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Anexo 8: Autorizacion para utilizar instalaciones.

Canta de autorizacién para uso de dependencias Laboratorio de Analisis Clinico y
Microbiologico HCV USS.

UNIVERSIDAD
SAN SEBASTIAN

Mediante la presente carta de compromiso autorizo a la estudiante de Medicina
Velerinaria de la Universidad San Sebastidn, Joaquin Vicente Stewart ZuAiga, RUT
19.986.6044 a utilizar las dependencias del Laboralorio de Analisis Clinico y
Microbiologico del Hospital Clinico Velerinario de la Universidad San Sebastian sede
de la Patagonia para la realizacién de su proyecto de memona de thulo denominado
“Determinacidn de intervalos de referencia de la relacién proteinafibrindgeno en peros
(Canis lupus familiaris) adulios clinicamente sanos duranie el primer semestre del afio

2024 en la Regién de Los Lagos, Chile”
lugar en donde podré realizar el procesamiento y analisis de sus muestras.

%y firma Fecha

Médico Velerinaro a cargo
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