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CAPITULO |

GENERALIDADES

La patologia clinica veterinaria es una especialidad de la medicina veterinaria que se dedica al
apoyo diagndstico, utilizando pruebas de laboratorio en la sangre y otros fluidos corporales de
animales.

La sangre es un tejido constituido por una matriz liquida, el plasma, en dénde se encuentran en
suspension las células (eritrocitos, leucocitos y trombocitos) y proteinas, glucosa, iones
minerales, hormonas, didxido de carbono en solucién. El volumen de sangre en los animales
varia desde el 6% hasta el 10% del peso corporal. A través de la circulacidn la sangre entra en
contacto con todos los érganos del cuerpo, por lo que su evaluacién permite determinar
alteraciones en distintos tejidos.

Los glébulos rojos o eritrocitos son las células sanguineas predominantes en la gran mayoria de
las especies de peces. Una de las funciones mas importantes de los eritrocitos es llevando
oxigeno a los tejidos y diéxido de carbono a los pulmones para su eliminacion. Los glébulos
blancos (o leucocitos) son frecuentemente utilizados como indicadores del estado de salud en
los peces porque son los componentes clave de la defensa inmune innata y estan implicados
en la regulacién de la funcion inmunoldgica en los organismos. Los trombocitos estan
involucrados en el proceso de coagulacion sanguinea. Los eritrocitos y trombocitos de los peces
tienen la particularidad de ser nucleados, a la diferencia aquellos presentes en los mamiferos.

En la ictiopatologia, la exploracidon sanguinea constituye una herramienta adicional como
indicador de salud y medio de mejoramiento del diagndstico y prondstico de una enfermedad
en una poblacion de peces.

La hematologia es el estudio de la sangre y sus componentes, rama de la salud que en estd
adquiriendo cada vez mayor importancia en la acuicultura debido a su valor en el monitoreo
del estado de salud del pescado. El conocimiento de las caracteristicas hematoldgicas es una
herramienta importante que puede utilizarse como un indice eficaz y sensible para monitorizar
los cambios fisioldgicos y patoldgicos en los peces.

La evaluacion de la hematologia en peces salménidos puede ser indicada para establecer el
diagndstico de enfermedades que afectan los componentes celulares de la sangre. La
hematologia se evalla a través del hemograma, un examen que incluye la evaluacion del
numero y caracteristicas morfoldgicas de eritrocitos, leucocitos y trombocitos. Los analisis
incorporados en un hemograma se detallan en la tabla 1.



El hemograma puede ser Util para detectar anemias y estados de estrés o deshidrataciéon en
peces. Los trastornos hematolégicos mas frecuentes en salmdnidos estdan asociados a
enfermedades, resultando especialmente en anemia.

La bioquimica sanguinea se basa en la deteccién de enzimas, substratos, minerales en el suero
o plasma. Los principales analitos medidos en la bioquimica sanguinea de salmdnidos se
destacan en la tabla 2.

A pesar de que la mayoria de los métodos utilizados en bioquimica clinica en mamiferos son
adecuados para el andlisis de muestras de peces, la interpretacion de los resultados puede ser
complicada. Un gran numero de factores exdgenos (especie, etapa productiva, sexo, status
nutricional y reproductivo) y externos (condiciones ambientales, densidad poblacional, y
método de captura) influencian en los resultados bioquimicos en peces. Esos factores deben
ser llevados en cuenta e indican la necesidad de la determinacién de intervalos de referencia
de acuerdo a la espacie, etapa productiva y localidad de los peces a ser evaluados.

En la acuicultura chilena los perfiles bioquimicos han sido utilizados con mayor frecuencia para
evaluar salud y presencia de enfermedades infecciosas que pueden generar alteraciones
hepaticas, renales, musculares, facilmente identificadas en los exdmenes bioquimicos de la
sangre.

Tabla 1. Andlisis incorporados en la evaluacién del hemograma en Salménidos
Analisis Parametro
— Eritrocitos (x106uL)
VGA o Hematocrito (%)
Eritrograma — HB (g/L)
VCM (fL)
- CHCM (g/L)
— Leucocitos (cels/pL)
Basdfilos
Eosindfilos
Leucograma - Basiliforme Heterdfilo
Heterdfilos
Linfocitos
- Monocitos
Trombocitos (cels/pL)
Proteinas Plasmaticas Totales (g/L)

*VGA= Volumen Globular Aglomerado HB = hemoglobina, VCM =Volumen corpuscular medio,

CHCM = concentracion de hemoglobina corpuscular media, céls = células



Tabla 2. Principales parametros incorporados en la evaluacién de la bioquimica sanguinea de
Salménidos
Analisis Parametro
—  Urea (mmol/L)
Creatinina (umol/L)
Proteinas totales (g/L)
Albumina (g/L)
Sustratos — Globulina (g/L)
Glucosa (mmol/L)
Triglicéridos (mmol/L)
Colesterol (mmol/L)
— Lactato (mmol/L)
— Fdésforo (mmol/L)
Calcio (mmol/L)
Minerales — Sodio (mmol/L)
Potasio (mmol/L)
L Cloro (mmol/L)
AST (U/L)
ALT (U/L)
Enzimas ALP (U/L)
CK (U/L)
GD (U/L)
LDH (U/L)

AST = Aspartato Amino Transferasa, ALT = Alanino Amino Transferasa, ALP =Fosfatasa Alcalina,

CK = Creatino Quinasa, GD = Glutamato Deshidrogenasa, LDH = Lactato Deshidrogenasa.
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CAPITULO II

OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE

Con respecto al manejo de los peces, estos deberan ser cuidadosamente colectados desde sus
respectivas unidades de cultivo evitando una manipulacién excesiva. Si el manejo es excesivo,
los peces se golpean, o presentan signologia clinica, deben ser descartados. Las muestras de
sangre deberan ser obtenidas de peces inmediatamente eutanasiados. Los peces deberan ser
dispuestos en recipientes con agua fresca y una solucién anestésica (benzocaina 20%, u otro)
en una concentracion suficiente para inducir la eutanasia lo mas rapidamente posible. El tiempo
requerido para alcanzar el efecto deseado puede variar.

La sangre para el muestreo diagndstico no letal puede ser recolectada de peces mayores a 8
cm de largo. El procedimiento de recoleccidn en si debe realizarse en menos de 30 segundos,
porque los peces que permanecen fuera del agua durante periodos mas prolongados sufren de
angustia y desequilibrio electrolitico. La sangre para evaluacién hematoldgica puede recogerse
en EDTA o heparina litica. La muestra para bioquimica sanguinea se puede recoger en frascos
estériles sin anticoagulante. Ademas, frecuentemente se usan las muestras con heparina cuyo
plasma es centrifugado después de la evaluacion hematoldgica.

La sangre se puede recoger de los peces a través de la columna vertebral en la vena o arteria
caudal. La venopuncidn de estos vasos puede ser realizada con o sin sedacién o anestesia, y la
vena o arteria vertebral caudal pueden ser abordadas ya sea de forma ventral o lateral. El
abordaje ventral implica la insercién de la aguja debajo de una escala a lo largo de la linea media
ventral cerca de la base del pedunculo caudal (Figura 1). Después de alcanzar Los cuerpos
vertebrales, la aguja se retira ligeramente, ventral y lateral, mientras que la presién negativa se
aplica a la jeringa. Una vez que los vasos hayan sido introducidos, la sangre empieza a entrar
en la jeringa.



Figura 1. Puncidn de vena caudal

La aproximacion lateral se realiza a los vasos vertebrales caudales Insertando la aguja unos
pocos milimetros por debajo de la linea lateral cerca de la base del pedudnculo caudal (Figura
2). La aguja se dirige entonces hacia la linea media y bajo los cuerpos vertebrales, y la sangre
es aspirada dentro de la jeringa como se describe para el enfoque ventral.

Figura 2. Puncidn lateral

La sangre puede ser recogida aun del corazon utilizando un enfoque ventral. La aguja se inserta
ligeramente caudal al vértice de la muesca en forma de V formada por la branquia (opercula) e
istmo, y luego se avanza hacia el corazén mientras se aplica un ligero vacio a la jeringa (Figura
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3). La sangre entrard en la jeringa una vez que el corazdn es penetrado. La cardiocentesis puede
ser mas riesgosa para el pez que el uso de los vasos vertebrales caudales para la recoleccion de
sangre.

Figura 3. Puncién cardiaca

Por ultimo, la colecta también se puede realizar seccionando el pedunculo caudal, esta técnica
de muestreo es adecuada para peces pequefios (ej. menos de 10 cm) y en muchos casos puede
ser la Unica opcién porque los vasos sanguineos son pequefios y los volimenes de sangre son
muy bajos. Se debe destacar que algunas veces es bastante dificil recoger sangre
eficientemente empleando este método. Como la coagulacién suele producirse rapidamente
la muestra de de sangre debe ser recogida inmediatamente después de seccionar la cola. En
este procedimiento se eutanasia al pez para obtener la muestra (Figura 4).



Figura 4. Seccion de pedunculo caudal

Completado el volumen de sangre necesario, se debe retirar la aguja desde el punto de
puncién, desmontar dicha aguja de la jeringa y disponer su contenido muy lentamente por las
paredes del tubo correspondiente, previamente rotulado. Nunca disponer la sangre en el tubo
desde la jeringa con la aguja puesta, puesto que podria generar hemdlisis y, en consecuencia,
alterar el andlisis.

Proteja las muestras de la luz directa y el calor del sol, mantenga la cadena de frio
almacendndolas en una caja de aislapool refrigerando con la ayuda de gelpacks (4-8°C) durante
el muestreo y manejo de las mismas. Mediante el uso de una centrifuga de campo, debera
centrifugar dichas muestras (durante 5 minutos aprox.), para luego con pipetas pasteurs,
trasvasijar el suero o plasma a nuevos tubos eppendorf (de 1,5ml). En caso de ser muestras
para hematologia, estan deberan colectarse SIEMPRE en tubos con anticoagulante (Heparina o
EDTA), previa homogeinizacidn para evitar coagulacion de la muestra.

Durante el despacho y traslado de las muestras hacia el laboratorio de andlisis, debera
refrigerarlas con gelpacks a una temperatura de 4 a 8°C.

MATERIALES NECESARIOS

= -guantes

= -jeringa apropiada segun tamafio de los peces (1 mL, 3 mLo 5 mL)

= -tubos cony sin anticoagulante (dependiendo de analisis requerido)
= -anestésico benzocaina

=  -|apiz rotulador
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= -aislapool o caja transportadora
= -gelpacks para mantencién de cadena de frio
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CAPITULO Il

TECNICAS HEMATOLOGICAS

En este capitulo se describiran las técnicas para realizacion del hemograma, que se divide en
eritrograma, leucograma, recuento de trombocitos y puede incluir la determinacién de
proteinas plasmaticas totales. Los analisis se realizan de rutineramente de forma manual por
las caracteristicas celulares de dos eritrocitos y trombocitos de los salménidos, que son
nucleados, bien como los leucocitos.

Eritrograma

Los analisis incorporados en el eritrograma incluyen Hematocrito o Volumen Globular
Aglomerado (VGA), Recuento de eritrocitos, concentracion de hemoglobina, y los indices
Volumen Corpuscular Medio (VCM) y Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media
(CHCM), ademas de la evaluacion morfoldgica de los eritrocitos.

Hematocrito o VGA

La técnica manual estandar para determinacion del VGA es el uso de tubos capilares de micro
hematocrito y la centrifugacién (12.000 g durante 5 minutos). Se mide en una columna de
sangre después de la centrifugacion que da como resultado un empaquetamiento maximo de
los eritrocitos. Las herramientas para realizar el volumen de células empaquetadas incluyen
tubos de 75 x 1,5 mm (es decir, tubos de micro hematocrito), sellador de tubo (plastilina o
calor), una centrifuga de micro hematocrito y un dispositivo de lectura de tubos (regla de
lectura de hematocritos).

El procedimiento se realiza con los siguientes pasos. En primer lugar, el tubo de micro
hematocrito es atrapado por accidn capilar sosteniéndolo horizontalmente o ligeramente hacia
abajo y luego tocando el extremo superior a la sangre del tubo con anticoagulante abierto.

A continuacién, permita que el tubo alcance aproximadamente el 70-90% de su longitud.
Sostenga el tubo horizontalmente para evitar que la sangre gotee fuera del tubo y cierre un
extremo presionando el tubo en el sellador del tubo una o dos veces. Obsérvese que puede
haber aire entre el sellador y la sangre. Sin embargo, esto no es un problema, porque el aire
atrapado se elimina durante la centrifugacion.

El tubo se carga entonces en el centro de micro hematocrito de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La centrifuga de micro hematocrito esta disefiada para girar el tubo ligero a muy
altas velocidades para generar suficiente fuerza centrifuga para empacar completamente los
glébulos rojos en 2-3 minutos. Con tal fuerza centrifuga, la mayor parte (o todo) del plasma se
retira de las capas de células empaquetadas.

Se pueden observar tres capas distintas en el tubo después de la extraccién de la centrifuga: la
columna de plasma en la parte superior, los eritrocitos empaquetados en la parte inferior y una
pequefia banda blanca media conocida como capa flogistica o capa leucocitaria. La capa
leucocitaria consiste en células nucleadas (predominantemente leucocitos) y trombocitos.

El VGA se mide en un dispositivo de lectura, tal como un lector de tarjetas de micro hematocrito
(regla de lectura). El procedimiento se realiza colocando la interface eritrocito-arcilla en la linea
0y la parte superior de la columna de plasma en la linea 100. La posicidn de la parte superior
de la columna de eritrocitos se lee entonces en la escala como el VGA, que se expresara en %.
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Hemoglobina

Esta medicion de la cantidad de hemoglobina por unidad de volumen, expresada como g/L.
Aunque se han utilizado una variedad de métodos para determinar la concentracién de
hemoglobina en la sangre, el método de cianometahemoglobina proporciona los resultados
mas consistentes Se diluye 20 pL de sangre con anticoagulante y en 5mL de reactivo Drabkin,
para lisis rapido de las células, liberando asi la hemoglobina en la fase liquida. Se debe esperar
3-5 minutos para ocurrir la hemodlisis. En seguida, la solucién de ser centrifugada por 3.000-
5.000rpm por 10 minutos para la sedimentacién de los nucleos libres. La absorbancia de la luz
a una longitud de onda especifica (filtro 540) puede medirse por espectrofotometria en una
pequefia célula denominada hemoglobindmetro. La absorcidn de luz es proporcional a la
concentracion de hemoglobina. El sistema se calibra con material de concentracién de
hemoglobina conocida utilizando técnicas de referencia.

Recuento de Eritrocitos

Los eritrocitos de peces son ovales a elipsoidales, tienen abundante citoplasma eosinofilico
palido e incluyen un nucleo centralmente posicionado, ovalado a elipsoidal, en tinciones de
Romanowsky. Los nucleos de eritrocitos de peces pueden ser grandes, ocupando hasta un
cuarto (o mas) del volumen celular. La cromatina nuclear estd densamente agrupada y mancha
purpura oscura. El citoplasma es tipicamente homogéneo, pero puede contener cantidades
variables de areas raras o manchas palidas o vacuolas.

La concentracion total de eritrocitos en los peces se determina usando métodos manuales. El
principal método que se utiliza es el de Natt-Herrick (Tabla 1), que implica la preparacion de la
solucion Natt-Herrick para ser usada como mancha y Diluyente. Se prepara una dilucién 1:200
de la sangre usando una pipeta para afadir 20 uL de sangre a 4 mL del Natt-Herrick. Después
de mezclar, la sangre diluida se descarga en una camara de recuento (hemocitémetro - Camara
de Neubauer) y las células se dejan sedimentar durante 5 minutos, antes de contar. Los
eritrocitos situados en las cuatro esquinas y los cuadrados centrales de la camara de
hemocitémetro se cuentan al utilizar cualquiera de los métodos manuales. El niimero obtenido
se multiplica entonces por 10.000 para calcular el recuento total de gldbulos rojos por
microlitro de sangre.

Tabla 1. Reactivos necesarios para la preparacion de la solucion de Natt-Herrick

Substancia Cantidad
Cloruro de sodio [NaCl] 3,88¢
Sulfato de sodio [Na SO4] 2,50¢g
Fosfato de sodio [Na2HPO4] 1,74 g
Fosfato de potasio [KH2PO4] 0,25g
Formalina [37%] 7,50 mL
Violeta de genciana 0,10¢g

*Llevar a 1000mL con agua destilada y filtrar a través de papel filtro # 10.
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Cdlculos de VCM y CHCM
El VCM y CHCM se calculan para hematologia usando férmulas.

El VCM se calcula a partir del hematocrito (VGA) y del recuento de eritrocitos (RE). Proporcional
al tamafo promedio de los eritrocitos (expresado como fL):

VCM (fL) = VGA (%) X 10%5/ RE x10%2(/pL)

El CHCM se calcula a partir de la concentracion de hemoglobina y el hematocrito (VGA).
Proporciona un indice de la cantidad de hemoglobina (HGB) relativa al volumen de eritrocitos
aglomerados (expresado como g/L):

CHCM (g/L) = HGB (g/L) x 10/ VGA (%)

Leucograma

Los analisis incorporados en el Leucograma incluyen recuento total de leucocitos y recuento
diferencial de leucocitos, identificando a través de frotis sanguineo el tipo celular, ademas de
permitir la evaluacion de su morfologia. Los leucocitos en peces incluyen: basdfilos, eosindfilos,
basiliformes de heterdfilos, heterdfilos (corresponden a los neutrdfilos de los mamiferos),
linfocitos y monocitos.

Recuento Total de Leucocitos

Debido a que los peces tienen eritrocitos y trombocitos nucleados, se utilizan métodos de
recuento manual. Se han utilizado métodos de recuento directo de leucocitos usando un
hemocitémetro (cdmara de Neubauer) y una variedad de soluciones de tincién y dilucién. El
método de Natt-Herrick comunmente se utiliza, y el procedimiento es utilizar la misma dilucion
preparada para el recuento de eritrocitos (1: 200 con solucidn de Natt-Herrick). El recuento
total de leucocitos (RTL) se obtiene contando todos los leucocitos (células azul oscuro) en los
nueve cuadrados grandes en el area de la cdmara de hemocitémetro usando la siguiente
formula:

RTL / uL = (Células totales en nueve cuadrados grandes) x 222

La ventaja de este método es que también se puede obtener un recuento total de eritrocitos y
trombocitos utilizando el mismo hemocitémetro cargado. Una desventaja es que la
diferenciacion de los trombocitos de los linfocitos pequefios a menudo es dificil, por lo que se
recomienda hacer un Unico recuento en camara para Leucocitos + Trombocitos.
Posteriormente, en el recuento diferencial de leucocitos en frotis se hace el porcentual de
trombocitos por leucocitos, permitiendo con la correccién, llegar al recuento total de
Leucocitos y Trombocitos.

Los leucocitos aparecen azules y manchan mas oscuros que los eritrocitos tefiidos con Natt-
Herrick. Puede ser dificil distinguir linfocitos pequefios y maduros de trombocitos si los conteos
se hacen usando un objetiva x 10; Las células se identifican con mayor precision en
magnificaciones mds altas. La tincién durante 60 minutos en la solucidn Natt-Herrick también
puede mejorar la diferenciacién entre linfocitos pequefios y trombocitos. Las ventajas del
procedimiento de Natt-Herrick incluyen la capacidad de obtener un recuento total de
eritrocitos, leucocitos y trombocitos utilizando el mismo hemocitémetro cargado.
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Recuento Diferencial de Leucocitos

Se obtiene un diferencial de leucocitos a partir de una sangre tefiida con Romanowsky. Secar
rapidamente la sangre con un secador de pelo puede ayudar a aliviar los artefactos celulares
asociados con la preparacion de la sangre. Se deben contar 100 leucocitos en inmersidn
(1000X), llegdndose a un porcentual de cada uno de los leucocitos: baséfilos, eosindfilos,
heterdfilos, linfocitos y monocitos. Mediante la lectura del frotis no solo se realiza el recuento
diferencial de leucocitos, bien como se evalla su morfologia, ademas de la de los eritrocitos y
trombocitos, y busqueda de eventuales parasitos o bacterias que puedan estar circulando.

Basofilos

Son células que tienen afinidad por colorantes basicos y sus granulos se tifien de azul en las
tinciones de Romanowsky. La existencia de basoéfilos en peces es controversia. Estan en bajo
numero en la circulacién, siendo raramente observados. Estan relacionados con fagocitosis de
microorganismos y reacciones alérgicas.

Eosinofilos

Son células con afinidad por colorantes acidos y sus granulos se tifien de rojo. Tienen capacidad
para destruir pardsitos y modular la respuesta alérgica. Se presentan en una proporciéon <5%
en la circulacidon. Miden de 11 a 19um, su nucleo es segmentado, excéntrico de color violeta,
ocupando aproximadamente 30% de la célula. El citoplasma presenta numerosos granulos de
color naranjo a rojo.

Heterdfilos

Los heterdfilos corresponden alrededor de un 20% de la poblacidn de leucocitos circulantes.
Son la segunda poblacién de leucocitos mds numerosa, quedando detras de los linfocitos. Los
heterdfilos tienen funcion similar a los neutréfilos de los mamiferos. Sin embargo, no tienen
capacidad de fagocitosis de microorganismos. Miden entre 6,5 a 8,2 um, el nucleo tiene color
violeta, es lobulado, excéntrico y ocupa 20 a 30% de la célula. El citoplasma posee finos granulos
y vacuolas.

Linfocitos

Los linfocitos miden de 6,5 a 8,0 um, son esféricos y poseen el nucleo excéntrico de color violeta
que ocupa 70% de la célula. Posee un escaso citoplasma discretamente basofilico, rodeado del
nucleo, sin granulos. Son el leucocito predominante en la sangre circulante, correspondiendo a
un 70-80% en peces. Funcionalmente se dividen en linfocito B y T, siendo los linfocitos B
responsables por la respuesta humoral y los Linfocitos T por la inmunidad mediada por células.

Monocitos

Los monocitos son células grandes que corresponden al 5% de los leucocitos en peces. Su
nucleo es reniforme y irregular de cromatina laxa y color violeta, ocupando 50% de la célula. El
citoplasma puede contener vacuolas y su color es grisaceo. Los monocitos se transforman en
macrofagos en los tejidos y son fagocitos por naturaleza.

Recuento Diferencial Relativo

Determina la distribucion porcentual de los diferentes tipos de leucocitos en la sangre
circulante. Se hace un recuento porcentual de 100 células (leucocitos), expresandose el
resultado en porcentaje. En esa instancia también se hace una proporcion de trombocitos/100
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leucocitos, con el objetivo de corregir el recuento absoluto de leucocitos y trombocitos que se
realizé en el hemocitometro.

Recuento Diferencial Absoluto

Se obtiene multiplicando el resultado porcentual de cada leucocito (obtenido en el recuento
diferencial relativo) por el recuento total de leucocitos. Asi, se establece la cantidad absoluta
de cada uno de los leucocitos/pL.

Recuento de trombocitos

Los trombocitos de los peces son mas pequeiios que los eritrocitos, varian en forma y pueden
ser redondos, alargados o en forma de huso. Ademas, la forma puede variar con la etapa de
madurez o el grado de reactividad. Los trombocitos maduros tienden a tener formas ovaladas
y alargadas. Los trombocitos inmaduros son redondos, mientras que los trombocitos en forma
de huso parecen ser formas reactivas ya menudo se encuentran en grupos. El citoplasma del
trombocito es incoloro a azul débil; el nicleo es condensado y sigue la forma de la célula. Los
trombocitos de pescado también pueden contener una cantidad variable de granulos
citoplasmaticos eosinofilicos. Los trombocitos en peces a menudo se confunden con linfocitos
pequefios y maduros. Los linfocitos, sin embargo, tienen un citoplasma levemente mas
abundante, ligeramente basdfilo en comparacion con los trombocitos.

El recuento total de trombocitos puede obtenerse a través del mismo hemocitémetro cargado
con soluciones diluyentes (es decir, solucion de Natt-Herrick) usada para obtener un recuento
total de eritrocitos y leucocitos. Los trombocitos se asemejan a eritrocitos en el
hemocitometro, pero son mucho mas pequefios y parecen ser redondos a ovales, con una
mayor relacién nucleo: citoplasma (N: C) en comparacion con los eritrocitos. Se recomienda
contarse junto con los leucocitos debido a su gran similitud con los linfocitos y el bajo grado de
diferenciacion que permite los recuentos en hemocitometro. De acuerdo al descrito
anteriormente, el recuento diferencial de leucocitos en frotis sanguineo tefiido permitira hacer
una proporcién entre leucocitos y trombocitos y obtener el recuento total de trombocitos. El
recuento total se obtiene multiplicando el porcentaje de trombocitos (en frotis sanguineo) por
el recuento total de leucocitos + trombocitos.

Proteinas plasmaticas totales por refractometria

Después de la medicién y observacion del tubo de micro hematocrito, la columna de plasma se
puede utilizar para estimar la concentracién de proteinas plasmaticas en el refractdmetro. Este
instrumento puede utilizarse para estimar la concentracién de cualquier soluto de acuerdo con
el principio de que el soluto refracta (o dobla) la luz que pasa hasta un grado que es
proporcional a la concentracién de soluto. El principio o propiedad que se mide es el indice de
refraccion relativo al agua destilada. La escala para un soluto particular puede desarrollarse a
partir de mediciones de indice de refraccidon calibradas a soluciones con concentraciones
conocidas de soluto. En el diagndstico clinico, la refractometria se utiliza para estimar la
concentracion de proteinas plasmaticas.

La proteina plasmatica se mide usando la columna de plasma en el tubo de micro hematocrito.
El tubo se rompe por encima de la capa de la capa flogistica, y la parte del tubo que contiene el
plasma se utiliza para cargar el refractdmetro. El instrumento se mantiene entonces de modo
que una fuente de luz ambiente pueda pasar a través del prisma humedecido con plasmay la
refraccion de la luz se lee en una escala a través de un ocular.
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La medida de la proteina se considera como una estimacién basada en la calibracion,
suponiendo que otros solutos en el suero estan presentes en concentraciones normales. El
resultado de proteinas plasmaticas totales obtenido debera ser multiplicado por 10, con el fin
de expresar el resultado en g/L.
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CAPITULO IV
INTERPRETACION DE RESULTADOS HEMATOLOGICOS

Introduccion

Los resultados hematoldgicos se interpretan usualmente de forma individual en peces
salmonidos, debido a las particularidades de las células de las alteraciones que se pueden
observar. Esos resultados deben ser interpretados en comparacién con intervalos de referencia
para la especie y etapa productiva.

Respuestas asociadas los eritrocitos

La manipulacidn de los peces para la venopuncién puede tener un efecto marcado en el
eritrograma, aumentando significativamente el hematocrito hasta en un 25%. La magnitud de
este efecto se relaciona directamente con el tiempo de manejo. La manipulacidn de salménidos
durante mds de 20 segundos da lugar a la liberacidn de catecolaminas, que tienden a causar
hemoconcentracién e aumento del tamano (VCM) de los eritrocitos. Por lo tanto, el
hematocrito aumenta, pero la concentracién de hemoglobina sigue siendo la misma, lo que
resulta en un CHCM disminuido.

En general, el VGA de peces es menor que el de los mamiferos y las aves. Los hematocritos
varian entre y dentro de las especies de salmoénidos parecen correlacionarse con la actividad
normal del pez, con hematocritos mds bajos en peces menos activos. Los hematocritos también
varian durante el ciclo de vida del pez. Por ejemplo, durante las condiciones de adelgazamiento,
el salmdn atlantico (Salmo salar) tiene hematocritos altos en comparacion con aquellos durante
el desove. La edad, el sexo, la temperatura del agua, el fotoperiodo y la variacion estacional
también pueden influir en el VGA. De hecho, el VGA en algunas especies de peces machos son
lo suficientemente alto como para requerir dos intervalos de referencia.

Peces con VGA de mas del 45% usualmente se consideran deshidratados, particularmente
cuando este aumento esta soportado por un aumento de la proteinas séricas o proteina total.
Los anémicos tienen VGA bajos (<20%).

Peces presentando una anemia regenerativa (por hemorragia o hemdlisis) a menudo presentan
policromasia y eritrocitos inmaduros en su sangre. A la diferencia de los mamiferos, los
eritrocitos jovenes de peces son menores, por lo que las anemias regenerativas en el pez se
caracterizan por cursar con microcitosis (diminucion en el VCM).

Las anemias hemorragicas de salmones estan asociadas con trauma, parasitos sanguinolentos,
deficiencia de vitamina K y septicemia (bacterias o virales). El sindrome del Salmén Coho
produce una anemia hipocromica regenerativa. Asimismo, una anemia microcitica
normocréomica puede ser observada en la Anemia Infecciosa del Salmén, producida por el virus
ISA genera, como consecuencia de hemorragias en intestino, higado, ciego pilérico y ocular,
producto de dafo endotelial.

Las anemias hemoliticas en peces pueden estar asociadas con toxinas (bacterianas o
ambientales), infecciones virales, ciertas deficiencias nutricionales y hemoparasitos. El
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envenenamiento por nitritos (enfermedad de la sangre parda o sindrome del nuevo tanque)
también resulta en anemia hemolitica severa.

Una anemia con eritrocitos que presenten poca o ninguna policromasia se caracterizard como
anemia no regenerativa. Anemia microcitica normocrémica se ha asociado con tensiones
ambientales, como el aumento de la densidad de poblacién. Las anemias asociadas a nucleos
anormales de eritrocitos (mitosis, segmentacién y fragmentacion), asi como la formacion de
eritroplastos (eritrocitos sin nucleos), pueden estar relacionadas con la deficiencia de acido
folico o vitamina E y contaminaciéon ambiental. La necrosis pancreatica infecciosa (virus IPN)
genera una anemia no regenerativa en consecuencia de lesién hepatica.

Una variedad de holoparasitos ya fueron observados como cuerpos de inclusién en eritrocito
de peces. Inclusiones virales se han descrito en el citoplasma de eritrocitos de salmones.
Asimismo, un sindrome denominado sindrome de cuerpos de inclusién en eritrocitos (EIBS) se
asocia a la aparicion de inclusiones en eritrocitos y anemia leve.

Respuestas asociadas los leucocitos

Los heterdfilos de salménidos participan en las respuestas inflamatorias, sin embargo, no
siempre son fagociticos y poco se sabe sobre su funcién. Debido a que la funcién de los
granulocitos (heterofilos, eosindfilos, basdfilos) en peces no se conoce bien, la interpretacion
de los cambios en las concentraciones de granulocitos de sangre periférica puede ser dificil. Sin
embargo, pueden generalizarse ampliamente hasta que los resultados de otros estudios
indiquen las funciones especificas y las respuestas de estas células a la enfermedad. Por
ejemplo, una mayor concentracién de heteréfilos se asocia a menudo en las enfermedades
inflamatorias, especialmente en las que afectan a agentes infecciosos. Una heterofilia relativa
a menudo se asocia con linfopenias y puede ser interpretada como una respuesta al estrés en
peces. Heterofilia es descrita en el sindrome del salmén Coho, asi como en la enfermedad
producida por el virus ISA, dénde la heterofilia va acompafiada de desviacidn a la izquierda
(presencia de heteréfilos basiliformes —inmaduros).

La presencia de toxicidad en heterdfilos (basofilia citoplasmatica, vacuolizacidn, granulacion
anormal y degeneracion del nucleo celular) ocurren en respuesta a una enfermedad sistémica
grave, los neutroéfilos de peces. Los heterdfilos toxicos en peces se asocian con enfermedad
sistémica grave como septicemia, infecciones micédticas y necrosis tisular severa. El grado de
toxicidad suele indicar la gravedad de la afeccion y una toxicidad marcada indica un prondstico
grave.

La eosinofilia en peces sugiere una respuesta inflamatoria asociada con infecciones parasitarias
o estimulacién antigénica.

La monocitosis en peces es sugestiva de una respuesta inflamatoria, pudiendo estar asociada
con un agente infeccioso.

La linfocitosis es sugestiva de estimulacién inmunogénica, mientras que la linfopenia sugiere
afecciones inmunosupresoras, como el estrés o el exceso de glucocorticosteroides exdgenos.
Las septicemias bacterianas pueden resultar en leucopenias y linfopenias marcadas. Las
condiciones ambientales, como el fotoperiodo prolongado y la temperatura elevada del agua
que causan una respuesta al estrés en peces, generando una leucopenia asociada con una
linfopenia.
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Respuestas asociadas los trombocitos

La sangre de peces se coagula en respuesta a la lesidn asi como el descrito en otros vertebrados.
Sin embargo, la agregacidon de trombocitos en peces difiere de la agregacién plaquetaria de
mamiferos. Por lo tanto, tanto el control como el resultado de la agregacidn de trombocitos
pueden no ser los mismos que los mamiferos.

El exceso de glucocorticoides en peces tiende a disminuir la concentracion de trombocitos y
aumentar el tiempo de coagulacién. Los factores estresantes del medio ambiente, como un
fotoperiodo prolongado y una temperatura elevada del agua, dardn como resultado una
trombocitopenia. También se producen tiempos de coagulacidn prolongados por deficiencia de
la vitamina K en salmdnidos.

La trombocitosis y la hipercoagulabilidad de la sangre entera se ha asociado con la exposicidn
a niveles toxicos de cadmio.
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CAPITULO V

TECNICAS EN BIOQUIMICA CLiNICA

Al recoger sangre para andlisis bioquimico se debe llevar en consideracién que la contencién el
manejo del pescado por tan sélo 30 segundos puede provocar cambios en los analitos
bioquimicos plasmaticos.

Los cambios in vitro después de la recoleccion de sangre pueden minimizarse separando el
plasma de los eritrocitos tan pronto como sea posible después de obtener el espécimen.

El volumen de muestra obtenido depende del tamafio del pez y puede limitar el nUmero de
analisis bioquimicos. Distintos métodos pueden ser utilizados para las determinaciones en
bioguimica clinica de peces, desde quimica seca quimica seca con la utilizacién de equipos
“point of care”, técnica que requiere minimos volumenes, sin entrenamiento previo, con gran
aplicabilidad en terreno y gran utilidad para investigacion; hasta la quimica humeda, con uso
de la técnica de espectofotometria que depende de equipamientos y personal entrenado y es
ampliamente utilizada en laboratorios de diagndstico de peces.

Metodologia para Bioquimica sanguinea

Una amplia variedad de técnicas, que se han incorporado en muchos disefios de instrumentos
diferentes, se utilizan en la quimica clinica veterinaria. La espectrofotometria de absorbancia
se usa para medir la mayoria de las sustancias de quimica clinica, siendo la técnica que se
describird en ese manual. La fluorometria también se utiliza para medir ciertos analitos en
algunos analizadores de quimica clinica. El pH de la sangre, las presiones parciales de didxido
de carbono y oxigeno, y las concentraciones de electrolitos tales como sodio, potasio y cloruro
se miden mds comunmente por métodos electroquimicos. Los espectrofotometros de
absorcién atdmica no se utilizan cominmente en los laboratorios de quimica clinica; pero
pueden ser utilizados para la determinacidn de minerales en peces.

Espectrofotometria

La espectrofotometria de absorbancia es una técnica analitica en la que las concentraciones de
sustancias se determinan dirigiendo un haz de luz a través de una solucién que contiene la
sustancia que se va a detectar (o un producto de esa sustancia) y luego se mide la cantidad de
luz que absorben. La técnica se puede realizar de forma semi automatizada o automatizada, y
es necesario tener un analizador (espectrofotdmetro) para las lecturas. La automatizacion,
desde el manejo de la adicion de muestras y reactivos hasta el calculo de los resultados de las
pruebas hasta la generaciéon de un informe del pez, es posible gracias al control por
computadora y al procesamiento de informacién integral a estos sistemas.

La espectrofotometria de absorbancia funciona basada en los espectros de luz. Tipicamente, la
luz se clasifica por su longitud de onda, que se mide en nanometros (nm). La luz en el espectro
visible tiene longitudes de onda de 380-750nm. El espectro visible incluye una variedad de
longitudes de onda que representan los colores con los que estamos familiarizados. Es
importante recordar que el color es el resultado de la transmision o reflejo de la luz. Una
solucién verde es azul porque permite que la luz en la zona azul del espectro visible se transmita
através de ellay ha absorbido la luz visible de otras longitudes de onda. Estos mismos principios
también se aplican a la luz fuera del espectro visible. Diferentes sustancias absorben y
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reaccionan diferentes longitudes de onda en un patrén que es tipico para esa sustancia. El
patrén en el cual una sustancia absorbe luz a varias longitudes de onda se conoce como su
espectro de absorcidn, y cada sustancia tiene su propio espectro de absorcion unico.

En la espectrofotometria de absorbancia, se utilizan kits comerciales para la determinacién de
un analito, enzima o sustrato y se pueden utilizar dos tipos de métodos de ensayo: punto final
o cinético. Los ensayos de punto final generalmente se aplican cuando se mide la concentracion
de alguna sustancia preexistente en suero o plasma. En dicho ensayo, se afiade reactivo (s) a
una cantidad de suero, y se produce una reaccién quimica. El producto resultante de esta
reaccién se mide por espectrofotometria. La solucidn en la que se ha producido la reaccién se
coloca en una cubeta, un haz luminoso de una longitud de onda absorbida por el producto se
proyecta a través de una cubeta y se mide la absorbancia. Mediante el uso de una curva de
calibracién y / o una constante de calibracidn, se calcula la concentracidn de la sustancia que
se mide. Un ejemplo de reaccidon de punto final es la utilizada para determinacién de albumina
sérica.

Los ensayos cinéticos tipicamente se han utilizado para medir actividades enzimaticas, pero
también se han adaptado para medir las concentraciones de muchos analitos en la sangre.
Tipicamente, las concentraciones de enzimas no se miden directamente. Mas bien, la cantidad
de enzima en el suero generalmente se mide indirectamente, por la actividad de esa enzima.
Las enzimas son proteinas que catalizan (es decir, aceleran) las reacciones quimicas, con el
resultado de que el sustrato se convierte en producto mas rapidamente. Para medir la actividad
de una enzima, se debe evaluar la velocidad con la que convierte un sustrato en un producto.
Cuanto mas rapidamente se produce la conversion, mayor es la actividad enzimatica se supone
que es. Para medir la tasa de conversién de sustrato a producto, se debe evaluar la velocidad a
la que se produce el producto y esto requiere multiples mediciones de la concentracion del
producto en el tiempo. Debido a que este tipo de ensayo es un proceso dinamico, se denomina
ensayo cinético. Un ejemplo de reaccidon cinética es la utilizada para la determinacién de
actividad de AST (enzima muscular) en peces.
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CAPITULO VI
INTERPRETACION DE RESULTADOS BIQUIMICOS
Introduccion

Los principales analitos que se miden en bioquimica clinica de peces se describen en el Capitulo
| y son: urea, creatinina, proteinas totales, albumina, globulinas, calcio, fésforo, sodio y potasio
y cloro, ALT, AST, GD, ALP, LDH, CK, ALT, Lactato, glucosa, triglicéridos, colesterol. A
continuacion, se describird en cuales situaciones pueden ser necesaria la medicion de esos
analitos y cémo interpretar sus variaciones plasmaticas.

Interpretacion de perfiles bioquimicos en peces salménidos
Evaluacion Renal

Debido a que los rifiones de los peces contribuyen poco a la excrecidn de desechos
nitrogenados, la interpretacion de las concentraciones plasmaticas de nitrégeno y creatinina
puede no ser util en la evaluacién de la enfermedad renal. La urea en peces se deriva
principalmente de la degradacion de las purinas a través del acido urico. La mayoria de los peces
producen pequeinas cantidades de urea. Poco se sabe sobre los factores que regulan el
metabolismo de la urea en los salmdnidos. Las branquias, sin embargo, parecen predominar
sobre los rifiones como el principal érgano de la excrecidn de urea en la mayoria de los peces.
Por lo tanto, los aumentos en la concentracidn plasmatica de urea pueden ser mas indicativos
de enfermedad epitelial branquial que de enfermedad renal en teledsteos.

Los peces producen pequeiias cantidades de acido Urico, creatina y creatinina, pero se sabe
poco sobre su funcidn fisioldgica. La creatina, un producto final del metabolismo en el musculo
blanco, representa mas del 50% del residuo nitrogenado que se excreta a través del rifidn. Por
lo tanto, la concentracién plasmdtica de creatina puede ser valiosa en la evaluacidn de la
enfermedad renal entre peces. Desafortunadamente, no se han realizado estudios para evaluar
el uso de creatina como un indicador de dicha enfermedad renal, y la mayoria de los
laboratorios veterinarios no ofrecen ensayos de creatina.

La creatinina se forma a partir de creatina y también es secretada por los rifiones de la piscina.
En un estudio, los aumentos de la concentracion plasmatica de creatinina se han asociado con
enfermedad renal, aunque las concentraciones de urea permanecieron normales.

Evaluacion Electrolitica

Cloruro y Sodio

Las concentraciones plasmaticas normales de sodio y cloruro de los teledsteos de agua dulce
son mas bajas que la de los teledsteos marinos. Las concentraciones plasmaticas de sodio y
cloruro se ven afectadas por los cambios en la salinidad ambiental, la funcidn branquial y el
estrés. A los pocos minutos de la captura y manipulacién del trauma, las catecolaminas y el
cortisol se liberan junto con la liberacion de acido lactico de los musculos. La liberacién de
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catecolaminas inducida por el estrés provoca un aumento de la presién sanguinea que da lugar
a una mayor permeabilidad electrolitica de las branquias que provoca una rapida disminucién
de sodio y cloruro en el pez de agua dulce y un aumento de los iones en teledsteos marinos. La
hiponatremia y la hipocloremia en peces de agua dulce pueden estar asociadas con la
enfermedad de las branquias y las enfermedades renales o con ambientes acidos.

Potasio

Menos del 2% del potasio corporal total se encuentra en los liquidos extracelulares; por lo
tanto, las concentraciones plasmaticas no se ven afectadas por cambios en la permeabilidad
electrolitica de las branquias. La hipocalemia puede estar asociada con alcalosis, pérdida de
potasio gastrointestinal o cutanea o toxicidad por nitrito. La hipercalemia puede estar asociada
con la acidosis, tal como ocurre después de la actividad muscular intensa durante la capturay
manejo, y la disminucién de la secrecién renal de potasio en los teledsteos de agua dulce. La
hemdlisis también causara un aumento artificial del potasio en plasma.

Calcio

Porque el agua es una fuente de calcio facilmente disponible, la concentracidon de calcio
plasmatico estd influenciada por la concentracion ambiental de calcio. Los peces tienen acceso
a un suministro continuo de calcio, por lo que deben limitar su consumo. Los peces no tienen
glandulas paratiroides o una hormona similar a paratormona.

En salménidos de agua dulce 30-40% del total de calcio plasmatico estd ligado a la proteina.
Aproximadamente el 22% del calcio total estd ligado a la proteina en los teledsteos marinos.
Por lo tanto, los cambios en las proteinas plasmaticas afectaran la concentracién plasmatica
total de calcio. Sin embargo, la concentracion libre de Ca ++ permanece constante, por lo que
se recomienda la medicién de calcio iénico.

Fosforo

El fosforo (junto con el calcio) es un componente estructural para los huesos, los dientes y las
escalas. Ademas, desempefia un papel en varios procesos metabdlicos del pez. Los
requerimientos de fdsforo dietético varian ampliamente entre para diferentes especies de
peces. Cantidad de fésforo que requieren los salménidos en su dieta es bastante elevada. La
disminucidén en las concentraciones de fosforo esta asociada principalmente a la baja ingesta
de fésforo en la dieta y generara disminucién de la tasa de crecimiento, la reduccién de la
eficiencia alimenticia y las deformidades dseas.
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Evaluacion del epitelio branquial

Los cambios en la bioquimica sanguinea pueden indicar alteracion del epitelio branquial debido
a que las branquias son érganos importantes para la regulacion osmética, idnica y de acido-
bdsica, asi como para la eliminacidn de desechos nitrogenados. La lesién de tejido branquial
puede resultar en un engrosamiento del epitelio branquial y una mayor distancia para la
difusién de la sangre al agua. A su vez, esto puede conducir a una concentracion plasmatica
aumentada de analitos normalmente excretada por el epitelio branquial. Por lo tanto, pueden
producirse alteraciones acido-base, desequilibrios electroliticos y aumentos en las
concentraciones de amoniaco y urea en la sangre.

Evaluacion del higado y musculatura

El tejido hepatico de los teledsteos parece ser rico en AST y posiblemente ALT. Por lo tanto, la
actividad plasmatica de estas enzimas puede elevarse con una enfermedad hepatocelular grave
en salménidos.

Existe una falta general de informacidn sobre la incidencia de factores no patogénicos sobre las
actividades de estas enzimas en el plasma de peces. Sin embargo, algunos estudios han
sugerido que la evaluacion de enzimas plasmaticas en peces puede no ser tan directa como lo
es en mamiferos. Por ejemplo, los altos niveles de amoniaco de peces pueden conducir a altas
actividades de transaminasas. Por lo tanto, el aumento de las actividades puede estar asociado
con enfermedad hepatica o cambios en la concentracién de amoniaco en plasma. Las altas
actividades de la AST y la CK también ocurren en el musculo de peces; por lo tanto, las
actividades plasmaticas elevadas de estas enzimas aumentaran después de lesidn muscular o
actividad muscular intensa asociada con la captura y restriccion. Lactato también aumentara
en las mismas condiciones de actividad muscular intensa y restricciéon de oxigeno.

Se ha informado que los cambios de temperatura afectan a la actividad de la ALP. El método de
recogida de sangre influencia en las actividades de LDH plasmatica y CK en peces, conduciendo
a la recomendacidon de que la sangre recogida por cardiocentesis se utilice para estudios
enzimaticos. La actividad plasmatica de la LDH también se inculca por los niveles de
alimentacidn y de actividad, por lo que inanicion e inactividad generan valores bajos de LDH.
También se ha demostrado que la actividad de LDH plasmatica estd positivamente
correlacionada con la temperatura del agua y el pH.

Los pigmentos biliares en la mayoria de los peces incluyen bilirrubina y biliverdina; sin embargo,
los porcentajes de estos pigmentos varian entre las especies. El suero usualmente es un color
amarillo claro debido a la presencia de bilirrubina. La enfermedad hepdtica en peces puede no
generar un aumento en las concentraciones de bilirrubina plasmatica.

La concentracidn plasmatica de glucosa en peces es variable. La fuente de glucosa plasmatica
en peces es el metabolismo hepatico de glucdégeno; por lo tanto, el agotamiento de las reservas
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hepaticas de glucdégeno puede dar lugar a hipoglucemia. La concentracién plasmatica de
glucosa en peces depende en gran medida de su nivel de actividad. A mayores actividades se
observaran mayores concentraciones de glucosa. La concentracion plasmatica de glucosa
también varia con la edad, el estado nutricional y reproductivo y el estrés. La duracién y la
magnitud de la hiperglucemia postprandial en peces dependen de la ingesta de carbohidratos
en la dieta. El efecto de la inanicidn sobre la concentracion de glucosa plasmatica depende de
la especie y del tiempo, ya que muchas especies de peces presentan concentraciones normales
de glucosa en sangre (hasta 150 dias) después de una prolongada inanicién. La variacion en la
concentracion de glucosa en la sangre también se produce con el estado reproductivo de pez,
pudiendo ser mas bajos en machos que en hembras en el periodo de desove.

La hiperglucemia inducida por el estrés es una ocurrencia frecuente en salménidos y la
extensién y la duracidén depende de la gravedad del estrés. La hiperglucemia plasmatica
asociada con una marcada glicogendlisis en el higado y el musculo es probablemente debido al
aumento inducido por el estrés en las catecolaminas.

No se sabe si los cambios en la concentracidon plasmatica de colesterol tienen significacion
significativa con respecto a la concentracion hepatica enfermedad. La mayoria de los peces,
tienen concentraciones mas altas de colesterol en la sangre que los mamiferos. La mayoria del
colesterol en la sangre (60-90%) de peces es transportado por lipoproteinas de alta densidad
(HDL). Los varones sometidos a espermatogénesis activa tienen valores mas altos de colesterol
en comparacion con los machos inactivos. Las hembras tienen concentraciones mas bajas de
colesterol en la sangre en comparacion con los machos.

Los triglicéridos son lipidos sintetizados en el higado, formados por glicerol y acidos grasos,
constituyen una de las principales forma de almacenamiento de energia de los peces. Las
concentraciones de triglicéridos plasmaticos se elevan después de la alimentacién en
salmdnidos, ya que los lipidos son absorbidos por el intestino y transportados al higado para su
posterior procesamiento. Los triglicéridos son un indice util de la condicion nutricional de los
peces, estando su disminuciéon asociada a estados de ayuno prolongado y de carencia
nutricional.

Las proteinas totales representan las albuminas y las globulinas. La disminucidn de las
concentraciones de proteinas totales se asocia a bajo aporte de proteina en la dieta por ayuno
prolongado. El aumento de las concentraciones de proteinas totales puede darse por estado
de deshidratacion, con aumento principalmente de las albiminas o por el aumento de las
globulinas, en casos de estimulacién antigénica con produccion de anticuerpos, como es en
algunos procesos inflamatorios/infecciosos.
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CAPITULO VII

TECNICAS EN GASOMETRIA SANGUINEA

Los parametros asociados al estatus acido-base y gases sanguineos necesitan ser medidos
inmediatamente luego de colectada la muestra, o al menos a la brevedad, lo cual genera un
inconveniente a la hora de requerir dichos analisis. Sin embargo, dado al avance en
instrumentos analiticos, se han desarrollado dispositivos portatiles capaces de evaluar con
precision una variedad de parametros sanguineos relevantes; incluyendo gases sanguineos y el
estado acido-base, permitiendo hacer mediciones en terreno y en un corto tiempo.

pH, presidn parcial de O, (pO,), presidn parcial de CO, (pCO,), saturacién de O, (0,Sat), CO;
total (TCOy), bicarbonato (HCO3), iones Na*, CI, K, iCa, y hemoglobina, son los pardmetros
comunmente determinados, sin embargo, no todos son aplicables en peces.

El volumen minino necesario de muestra deben ser 125 pL sangre (entera fresca arterial o
venosa) la cual debe ser tomada en una jeringa heparinizada hasta la capacidad
correspondiente ya que llenado incompleto podria menoscabar algunos resultados.

Metodologia para gasometria sanguinea

Para la medicién de los parametros antes mencionados es necesario el uso de un aparato
especifico denominado gasdmetro. El gasdémetro consta de tres electrodos principales:
electrodo de pH, electrodo de CO,y electrodo de O,, mediante los cuales utiliza técnicas de
medicion potenciométricas, amperométricas y conductimétricas para medir la concentracion
del analito en sangre entera, como se describe en la siguiente tabla 3

Tabla 3. Técnicas de medicidn en analizadores de gases sanguineos y pH

Sensor Técnica de medicion

pH, pCO, Medicidon potenciométrica, basada en los principios del electrodo
Maclnnes y Dole (para pH) y Severinghaus y Bradley (para pCO3)

pO; Medicién amperométrica basada en los principios del electrodo Clark

Hematocrito Medicion conductimétrica

Las mediciones potenciométricas generan una tensién relacionada con la concentracién de
iones segln la ecuacidn de Nernst:

E=E° + S log (C1/C2).
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Los sensores amperométricos generan una corriente relacionada con la concentracién del
analito segun la relacion:

i=S (C) + B.

Ademas, los equipos puede calcular otros pardametros tomando como base los valores medidos
de una muestra sanguinea, tales como:

-Bicarbonato (HCO)
-Didxido de Carbono total (TCO5)
-Exceso de base

Todos estos, se calculan basandose en dos formulas; de Severinghaus/NCCLS o de Siggaard-
Andersen.

La gran limitacién con el andlisis de estos pardametros sanguineos en peces son las diferencias
con respecto al humano u otro animal homeotermo, tales como un fuerte efecto Bohr /
Haldane o incluso un efecto Root (es el caso de O. mykiss), que responden a los cambios en los
gases en sangre y el estado acido-base, dificultando su explicacidn por algoritmos disefiados
para la sangre humana. A pesar de estas limitaciones, Stoot et al (2014) identificaron 27
estudios en la uUltima década que han utilizado el sistema i-STAT para medir los parametros
sanguineos en varias especies de elasmobranquios y teledsteos y en una variedad de
condiciones ambientales y fisiolégicas

Estas obedecen a 3 condiciones:
= Temperatura de funcionamiento de los equipos en terreno, ya que esta oscila entre
12 a 30°C y muchas veces este puede ser un problema en épocas invernales.
= Temperatura de medicién, es decir, considerar la temperatura del agua antes de
analizar la muestra para que mida gases sanguineos corregidos a dicha temperatura.
= Errores pre analiticos

En este sentido, hay que tener en cuenta varias consideraciones: el tipo de jeringa utilizada, la
proporcién correcta del anticoagulante, la contaminacion por introduccién de aire, la posible
hemdlisis de la muestra, la homogeneizacién y la purga adecuada de la muestra y el
procesamiento de esta lo antes posible tras la extraccidn para evitar alteraciones.
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CAPITULO VIII

INTERPRETACION DE RESULTADOS DE GASOMETRIA

La interpretacién de los gases sanguineos es en ocasiones dificil. Los resultados que suministra
el laboratorio deben ser siempre estudiados a la luz de los antecedentes, mediante un enfoque
sistematico para cada uno de los valores.

La determinacion o medicién de gases sanguineos, arteriales o venosos, provee
fundamentalmente tres valores de medicion directa mediante los respectivos electrodos, como
se menciond anteriormente:

1. Presion parcial (o tensidn) del oxigeno disuelto en el plasma, PaO..

2. Presion parcial (o tensién) del bidxido de carbono disuelto en el plasma, PaCO..

3. Elgrado de acidez o alcalinidad del plasma, lo cual se expresa por el logaritmo inverso
de la concentracion de iones H+, el pH.

De los resultados anteriores se pueden derivar los siguientes valores:

4. CO; total.
5. Bicarbonato.
6. Base exceso.

PaC02: La PaCO; es una medida de la eficacia de la ventilacién, un indicador de la efectividad
de la eliminacion o excrecion del didxido de carbono, el factor de intensidad del CO, disuelto
en el plasma. También es un indicador de la cantidad de &cido carbdnico presente en el plasma,
el cual depende directamente de la intensidad de la presidon parcial del CO.

Por consiguiente, la PaCO, que es un parametro de ventilacion, también es un reflejo del
componente respiratorio del equilibrio acido-base.

=  Cuando la PaCO; esté anormalmente elevada, habra un exceso de acido carbdnico en
el plasma, o sea que existird una acidosis respiratoria

=  Cuando la PaCO; esté anormalmente baja habra un déficit de acido carbdnico en el
plasma, o sea que existird una alcalosis respiratoria

Pa0;: La Pa0; es el indice de oxigenacién de la sangre, un indicador de la intensidad de la
presencia del oxigeno molecular en solucién en el plasma; es la expresion de la eficiencia de la
ventilacién/perfusion branquial y de la difusién para lograr la normal transferencia del oxigeno
desde el interior de la laminilla hasta la sangre capilar branquial.

pH: El pH se expresa a través de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch que define el pH en
términos de la relacién entre la sal y el acido, o sea que el pH del liquido extracelular depende
de la relacidn entre la cantidad de bicarbonato base y la cantidad de acido carbdnico:

pH= pK + log HCO3/ H,CO3
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El pH es una manera de expresar intensidad de acidez, aunque es realmente un indicador mas
importante de la severidad y de la magnitud de una alteracién acido-base que la PCO2 o el
bicarbonato, es menos especifico que cualquiera de estas dos determinaciones. En efecto, el
pH varia de acuerdo con la relacién HCO3/ H,CO3 sin embargo, podemos establecer la siguiente
definicidn:

pH elevado significa SIEMPRE alcalosis

pH bajo significa SIEMPRE acidosis

Pero el pH, que de por si indica si hay una acidosis o una alcalosis, asi como la magnitud de la
alteracion, no permite diferenciar si se trata de una acidosis respiratoria o metabdlica, o de una
alcalosis respiratoria o metabdlica.

Bicarbonato: El bicarbonato es el componente metabdlico del equilibrio &acido-base
(numerador en la ecuacion de H-H, el compuesto quimico que contiene casi la totalidad del
CO2 del organismo. En tanto que la PCO2 es el factor de intensidad (que determina la cantidad
de acido carbdnico, la cual es minima frente a la cantidad de bicarbonato), el bicarbonato es el
factor de cantidad de CO2. La PCO2 se refiere a CO2 en solucion, a CO2 molecular disuelto en
el plasma; el bicarbonato se refiere a CO2 en forma combinada.

El bicarbonato es una base porque liga iones H+, y es la base mas importante de que dispone
el organismo para el sistema de amortiguacion (“buffer”) que mantiene el pH en valores
normales, o sea para el mantenimiento del equilibrio acido-base. A pesar de que existen en el
organismo diversos sistemas “buffer”, el pH es controlado por sélo uno de ellos, la relacién
bicarbonato/acido carbdnico.

Evaluando estos datos en conjunto, podremos evaluar el equilibrio acido-base y definir el tipo
de trastornos:

1. Trastornos simples
2. Trastornos mixtos

Las alteraciones acido base tienen una etiologia metabdlica o respiratoria. El uso del contenido
del CO; del suero que, como se ha visto, incluye bicarbonato, acido carbdnico y CO; en solucidn,
permitiendo establecer una aproximacion al respecto. Sin embargo, el contenido de CO; del
suero de por si es, en general, un indicador inadecuado del equilibrio acido-base, puesto que
esta prueba es solo un reflejo del bicarbonato sérico, siendo que el CO; en solucién y el acido
carbdnico contribuyen no mas de unos pocos mili moles. Por consiguiente, en la fase aguda
puede existir una franca acidosis o alcalosis respiratoria sin que se observe una alteracién en el
contenido de CO; del plasma: para detectarlas es necesario tomar una muestra fresca de sangre
arterial para determinar el pH y la PaCO,. En la practica se pueden presentar complejas
situaciones de tipo respiratorio y/o metabdlico y los valores de los gases sanguineos pueden
significar fendmenos de compensacidn ante la alteracién primaria, o bien pueden representar
dos mas alteraciones primarias coexistentes.
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=  Acidosis respiratoria: PCO2 elevado, bicarbonato normal o ligeramente aumentado,
con pH 4cido

= Acidosis metabdlica: bicarbonato disminuido, PCO2 disminuido y pH acido

= Alcalemia respiratoria: bicarbonato marcadamente disminuido, PCO2 disminuido y pH

alcalino
=  Alcalemia metabdlica: bicarbonato marcadamente elevado, PCO2 elevado y pH
alcalino
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CAPITULO IX

DETERMINACION DE HORMONAS

El estudio de la endocrinologia en los peces ha tenido un impacto significativo en la
comprension general de los roles funcionales y evoluciéon de una variedad de mensajeros
neuroquimicos y sistemas. En los ultimos cincuenta afios, los neuroendocrindlogos han
documentado un numero complejo y aparentemente infinito de interacciones entre las
hormonas y las estructuras nerviosas. Poco a poco surge de este conocimiento una
comprension de las vias neurohormonales especificas y de los mensajeros responsables de
mantener la homeostasis en un medio acuatico y de regular los sistemas funcionales, tales
como el desarrollo, crecimiento y reproduccién.

Con estos conocimientos, la medicidon de la concentracion de distintas hormonas, son una
herramienta rapida y util en procesos claves en la industria acuicola, tales como la
esmoltificacidn, respuesta al estrés, crecimiento, desove, entre otras.

La medicién de hormonas se puede realizar en plasma o suero, para eso se necesita una
muestra colectada en tubos sin anticoagulante (tapa roja) o tubos con heparina litica (tapa
verde). El volumen minimo de plasma o suero es de 200 pL, el cual debe ser separado antes de
12 hrs de la sangre, idealmente. La muestra puede ser mantenida a -20°C hasta su posterior
analisis

Metodologia para endocrinologia sanguinea

Existen diversas formas para medir hormonas: quimicos, espectrofotométricos,
cromatograficos, sin embargo, los métodos mas utilizados son las técnicas inmunoquimicas o
inmunoensayos. Estos consisten en una reaccidon inmunoldgica en la que un anticuerpo
especifico (AC) se une a un antigeno y un antigeno marcado. Para estos efectos, existen diversos
métodos con una adecuada precisién y exactitud, dentro de los cuales estan:

1. Radioinmunoanalisis (RIA): Se basa en una reaccién antigeno — anticuerpo en donde se
utilizan isétopos radioactivos como marca y la concentracién de radioactividad medida indica
la concentracion de analito presente. Aunque en la actualidad se sigue utilizando,
particularmente para la deteccion de cantidades muy bajas de analitos, debido a las
complicaciones inherentes a manipulacién y desecho de los materiales radioactivos en el
laboratorio clinico, es una técnica que viene en desuso.

2. Inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA): Es un método que permite determinar la
concentracion de un Ag o Ac como el RIA y siguiendo un protocolo experimental similar, pero
en este caso, el marcaje se hace con una enzima en vez de un isotopo radiactivo.

3. Electroquimioluminiscencia (ECL): El proceso de ECL consta de una inmunorreaccién
convencional (competitiva o sandwich) donde el Ag o Ac es incubado con la muestra y el
marcador (rutenio) unido a Ag o Ac. El inmunocomplejo formado es capturado y luego
detectado por particulas magnéticas las cuales permiten separar la fraccién unida de la libre
mediante un magneto ubicado debajo de un electrodo. El inmunocomplejo queda retenido en
la superficie del electrodo. En donde se genera la sefial de ECL al aplicar un voltaje al electrodo
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en el que se generan especies reactivas a partir de un marcador como el rutenio, que pasa a un
estado excitado, inestable y luego decae a su estado basal mediante una reaccién
quimioluminiscente.

Perfiles hormonales en peces salmdénidos

A diferencia de los perfiles bioquimicos, el uso de perfiles hormonales en peces alin esta poco
estudiado, sin embargo, existe consenso en la importancia del sistema neuroendocrino como
regulador de distintos procesos fisioldgicos, por ende, estos perfiles debiesen ir orientados a la
evaluacion de dichos procesos, tales como:

1. Osmorregulacién
2. Estrés
3. Reproduccidn

Osmorregulacion

El sistema osmorregulador de peces teledsteos esta controlado por el sistema endocrino a
través de una amplia diversidad de hormonas, tanto hipofisarias (prolactina, hormona del
crecimiento, tiroideas, etc.) como extrahipofisarias (arginina vasotocina, urotensinas,
estafiocalcina, etc.). De esta forma, la adaptacién de los peces frente a cambios en la salinidad
ambiental produce la activacion de los diversos factores que intervienen en los procesos de
secrecién y/o absorcién de iones y agua, asi como su control por parte de diversas hormonas a
través de sus receptores especificos, desencadenando las rutas celulares necesarias para
integrar la accion fisioldgica contenida en ellas.

Las hormonas osmorregulatorias envueltas en este proceso adaptativo pueden ser divididas en
dos grupos:

- Hormonas de accién rapida y corta que regulan la actividad de las proteinas
transportadoras pre-existentes: ANP, angiotensina Il, guanylin, etc.

- Hormonas de accion lenta y larga que actuan sobre los genes de las proteinas
osmorreguladoras para regular su sintesis. Aqui se incluyen la prolactina y cortisol para
la adaptacion en agua dulce y GH/IGF-I, hormonas tiroideas y cortisol para la
adaptacion en agua de mar.

Estas hormonas de accion lenta y larga son las que finalmente representan mayor utilidad
clinica, ya que es posible encontrarlas en el plasma de peces y su determinacion permite
evaluar la adaptacion a los cambios osméticos que ocurren especificamente en la
esmoltificacidn y la respuesta fisioldgica asociada a la misma. De este modo, el uso de estos
marcadores neuroendocrinos como herramienta de medicidn para evaluar el progreso de la
esmoltificacion es valido y se pueden complementar con otros marcadores de uso comun, tales
como, la medicion de electrolitos plasmaticos, la actividad de la bomba Na+/K+ ATPasa e
inmunohistoquimica.

La esmoltificacion ha sido descrita como un estado pan-hiperendocrino donde muchas
hormonas que tienen acciones fisioldgicas distintas se incrementan durante este proceso y no
necesariamente al mismo tiempo o con la misma intensidad, como muestra la figura 5. Esta
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Figura 5. Esquema del control neuroendocrino en el desarrollo de smolt.

Respuesta al estrés

flexibilidad puede ser relevante a la hora de evaluar los cambios en distintos momentos, como
es el cambio a agua de mar.

En el Ultimo tiempo la industria acuicola ha incorporado el concepto de bienestar animal, tal
cual sucede en otras producciones intensivas de animales, esto debido a la relacién existente
entre situaciones de estrés y el efecto que genera en el sistema inmune en peces de cultivo,
aumentando las tasas de infeccion por patégenos. Fisiolégicamente la respuesta al estrés en
los peces ha sido agrupada como primaria y secundaria (Figura 6). La primaria, asociada a la
liberacion de catecolaminas y cortisol y la respuesta secundaria incluye cambios metabdlicos,
hematoldgicos, balance hidromineral, proteinas de choque térmico o estrés (HSPs) y afecta la
funcién inmune y respuesta celular Adicionalmente se describe una respuesta terciaria, la cual
hace referencia a aquellos aspectos asociados a la performance animales, tales como, tasa de

crecimiento, condicién corporal, resistencia a enfermedades y finalmente sobrevivencia.
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Figura 6. Eventos estresantes y respuesta al estrés en peces.

Otra hormona involucrada en los mecanismos que generan respuesta al estrés es la
adrenocortitropa. Cuando se percibe un agente estresante, las sefiales neuronales (visuales,
auditivas y sensoriales) activan el hipotalamo e inician una activacién descendente de las fibras
simpaticas que a su vez estimulan las células cromafines del rifidn principal para liberar las
catecolaminas adrenalina y noradrenalina en el torrente sanguineo. Estas catecolaminas
preparan al animal para combatir o huir aumentando la gluconeogénesis y la glucogenolisis, la
degradacién lipidica, etc. En segundo lugar, el eje hipotdlamo-glandula pituitaria-glandula
interrenal (HPI) (el equivalente del eje hipotdlamo-glandula hipdfisis-suprarrenal en
mamiferos) se activa, liberando factores vinculados a la produccion de hormona
adrenocorticotrdpica (ACTH) que es liberada al torrente sanguineo induciendo la sintesis y
liberaciéon de cortisol.

Con estos antecedentes, la respuesta endocrina al estrés puede ser evaluada principalmente a
través de la medicidon de concentraciones de cortisol y otros pardmetros bioquimicos como
lactato y glucosa.

Reproduccion

La reproduccién en las hembras esta controlada por el eje hipotdlamo-pituitaria-ovario. Este
mecanismo secuencial permite la intervencidn en varios niveles para promover o interferir en
el proceso de maduracion, en el cual las hormonas tienen un papel fundamental (Figura 7)
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En peces, al igual que en otros vertebrados no mamiferos, la gran sensibilidad al medio
ambiente ejerce un importante control sobre la reproduccién, modulando a través de la
integracion de los sistemas sensoriales la secrecion de hormonas liberadoras hipotaldamicas. El
mecanismo de secrecion de esteroides es un complejo sistema que involucra la percepcién de
estimulos ambientales, conexiones neuronales y 6rganos endocrinos, el cual de manera general
estd compuesto por drganos de los sentidos, glandula pineal, hipotdlamo e hipodfisis, esta ultima
es la encargada de secretar hormonas estimuladoras de tejidos sintetizadores de esteroides.

MELATONINA/NEUROT
RANSMISORES

: "~ GONADOTROPINAS HIPOFISIARIAS
HIPOFISIS (FSH.LH)

ESTEROIDOGENESIS
*ANDROGENOS
*ESTROGENOS

| *PROGESTAGENOS

HIGADO

VITELOGENINA GAMETOGENESIS

Figura 7. Eje reproductivo en peces

Ante la llegada del estimulo de GnRH, la hipdfisis secreta LH y FSH liberandolas a la circulacion
plasmatica y actuando sobre todo a nivel gonadal, donde se une especificamente a los
receptores de membrana de las células foliculares (estrégenos y progestagenos), células de
Leydig (productoras de testosterona) y Sertoli (productora de espermatozoides).

No obstante, al igual que ocurre con el resto de organismos superiores, la FSH permanece
constante a lo largo de todo el ciclo reproductivo, se asocia al crecimiento de las estructuras
germinales junto con la incorporacion de la vitelogenina producida en el higado,
incrementandose en la oogénesis y espermatogénesis y posteriormente a estas fases, a
diferencia que la LH, la cual experimenta un pico muy significativo en el momento de la
maduracion final, ovulacién o espermiogenénesis y espermiacion en machos.

En el caso de estrégenos y progestagenos, estan asociados a la maduracién e oocitos,
aumentando gradualmente en las etapas finales de oocitos y foliculos al llegar a la ovulacién,
teniendo poco efecto después de la maduracion.
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CAPITULO X

INTERPRETACION DE RESULTADOS DE HORMONAS

Hormona del crecimiento/Factor | de crecimiento tipo insulina (GH/IGF-1)

Ambas son de importancia central en el proceso de esmoltificacién. El fotoperiodo es el mayor
regulador del incremento de GH, por tanto, esta fuerte asociacion permite posicionar el
incremento en los niveles de GH como un buen indicador de esmoltificacion.

El IGF-I plasmatico también se incrementa durante la esmoltificacion, permitiendo que los
peces aumenten su tolerancia a la salinidad.

Los niveles de GH plasmatico de smolts aumentan en FW y posterior a la entrada inicial en SW,
pero a largo plazo (después de varias semanas) en SW, estos niveles son relativamente bajos.
Los aumentos iniciales en los niveles plasmaticos de GH pueden deberse a las demandas
metabdlicas de la migracion y a la respuesta a la exposicién a SW.

Otra interpretacion util es en individuos en crecimiento, debido a que los niveles de GH
plasmatico son bajos y el IGF-I alto en animales en rapido crecimiento, los niveles muy bajos de
GH plasmatico y muy altos de IGF-I en SW probablemente reflejan la alta tasa de crecimiento
de post-smolts.

Prolactina (PRL)

La PRL es considerada una hormona promotora a la adaptacién a ambientes hipoosmaticos,
previniendo tanto la perdida de iones como la absorcién de agua. Esta hormona estimula la
secrecidon de mucus, incrementando el tamafio de esta capa y reduciendo el transito de iones
y de agua a través de ella, es decir, el mucus actia como barrera para evitar la pérdida de iones
ademads de ser una barrera inmunoldgica.

La prolactina también inhibe algunos de los mecanismos asociados con aumentos en la
secrecion de sal, como es la liberaciéon de GH (hormona de crecimiento), cortisol y niveles de la
actividad de la bomba Na+, K+-ATPasa (NKA), e incluso la transcripcién de la sub-unidad NKA
“1b” que esta asociada con la aclimatacidn a agua salada

Los niveles de prolactina plasmatica se reducen fuertemente después de la exposicidon a SW,
promoviendo la captacién de iones e inhibiendo la secrecion de sales.

Entonces, se observa en concentraciones elevadas en plasma de smolt en desarrollo en FW
decreciendo a medida que se acerca a la esmoltificacién con su peak después de la exposicidén
en SW

Hormonas tiroideas

La hormona estimulante del tiroides (TSH) es sintetizada por las células tirotropas de la hipdfisis
y via torrente sanguineo, alcanza los foliculos tiroideos donde estimula la sintesis y liberacidn
de las dos hormonas tiroideas: la tiroxina (T4) y la 3,5,3-triyodotironina (T3 )

La funcidén de las hormonas tiroideas presentan acciones: i) morfoldgicas y madurativas
(crecimiento y diferenciacion), y ii) metabdlicas (metabolismo de carbohidratos, lipidos,
nitrégeno, etc.).

En salmdnidos el sistema tiroideo es importante durante el proceso de esmoltificacion, que le
permite al animal migrar hacia el agua de mar. Asi, se observa un incremento plasmatico de T4
en el proceso de esmoltificacidn, probablemente con el objetivo de incrementar la actividad
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Na+,K+-ATPasica y el numero de células de cloruro. Ademas, se ha observado una interacciéon
entre T3 y GH o cortisol, esto relacionado a la capacidad de la hormona T3 para aumentar el
numero de receptores de cortisol en las branquias.

Cortisol

Los niveles plasmaticos de cortisol permanecen bajos y constantes en salmones parr en
primavera, pero aumentan 10 veces en los smolts mantenidos en las mismas condiciones. De
manera similar, el cortisol plasmatico aumenta durante la esmoltificacion. Todavia hay una
comprension incompleta de los factores que regulan el eje hipotaldmico-hipéfisis-interrenal
durante la esmoltificacién, pero existe una importante interaccién entre el eje GH-IGF-1 y el
cortisol que subyace en el desarrollo de la capacidad hipoosmorreguladora de los smolts.
Ademas el cortisol, considerado como el producto final del eje HHI, puede actuar en teledsteos
como mineralcorticoide y glucocorticoide. Su actividad como mineralocorticoide es la
responsable de la aclimatacidon a los cambios de salinidad. En cambio, la actividad como
glucocorticoide es la responsable del incremento de los niveles plasmaticos de glucosa, lactato
y otros metabolitos que sirven de fuente energética para los diferentes érganos del animal. En
la mayoria de los estudios, el cortisol es la hormona que se utiliza para cuantificar los niveles
de estrés en situaciones experimentales, aumentando en situaciones de est’res tales como;
captura, alta densidad, manipulacién, ejercicio intenso, incorporacion de téxicos, cambios en
la salinidad, pH, temperatura, e incluso la esmoltificacion, ya que este incremento esta
influenciando de manera directa por la migracion de los peces al mar.

Hormona Adrenocortitropa (ACTH)

La ACTH es secretada rapidamente en respuesta al estrés, apareciendo en pocos minutos los
niveles mas altos en la sangre, siendo probable que las mayores concentraciones de cortisol se
encuentren relacionadas con los mayores niveles de ACTH.

Estradiol y Progesterona

La accion fisiolégica del 17B-estradiol es inducir la biosintesis y secrecion hepatica de
vitelogenina, la cual es liberada en la sangre y transportada hasta el ovario, en donde cumple
un rol primordial durante la etapa de vitelogénesis. Suaumento en sangre en hembras se asocia
al crecimiento e inicio de la maduracién oocitaria, la cual declina luego de completarse la
vitelogenesis y antes de la maduracion final y ovulacion. Respuesta al estrés asociada a cortisol,
también puede influir en las concentraciones de estradiol, disminuyendo sus niveles
plasmaticos en hembras vitelogénicas.

A diferencia del estradiol, la concentracion plasmatica de la progesterona se incrementa hacia
la maduracién final y ovulacién, coincidiendo con la disminucidon de la concentraciéon de
estrégeno

LHy FSH

El estrés agudo puede aumentar las concentraciones plasmaticas de LH pero no de FSH, lo que
ya constituye un bloqueo para GnRH.

Al finalizar la vitelogénesis, incrementan los niveles plasmaticos de LH que produce un marcado
aumento de los niveles plasmaticos del esteroide inductor de la maduracién (MIS) que actta a
nivel de la membrana del oocito induciendo su maduracién final (FOM).
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En forma similar a lo ocurrido en hembras, un incremento en los niveles plasmaticos de LH al
comienzo de la estacion de desoves causa un aumento en la esteroidogénesis a nivel testicular.
La LH y el MIS inducen un incremento en los niveles de semen producidos a través de la
estimulacion de la produccion del plasma seminal, y el MIS estimula la capacidad de
movimiento del espermatozoide a través de un ascenso del pH en el plasma seminal
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CAPITULO XI

INTERVALOS DE REFERENCIA

Intervalos de referencia consolidados entre UACh y Pathovet de hematologia y bioquimica
clinica, bien como los intervalos para gasometria sanguinea y hormonas en smolt, post-smolt y

reproductores de las tres especies de salmdnidos cultivadas en Chile.

Tabla 4. Intervalos de referencia de gases sanguineos para las tres especies salmoénidas

Trucha arcoiris Salmoén del Atléntico Salmén Coho
Farametro Unidad Pr(:::ro\; it- | Post smolt Reproductor Pres:':; it- Pu:t di:l‘::“- Reproductor Smolt | Post smolt Reproductor
pH 7,03-7,45 7,21-7,54 7,13-7,46 7,02-7,56 7,24-7,64 7,28-7,54 7,17-747
pCO, mmHg 14,0- 24,8 12,0-29,8 11,6-29,5 11,7 - 20,6 11,2-21,9 7,8-17,1 16,0 - 25,8
HCO3 mmol/L 4,9 - 14,2 8,4-214 8,7-14,4 6,7-10,5 8,3-13,6 53-938 12,6 - 16,7
TCO, mmol /L 5,3-149 9,1-23,2 9,5-15,1 79-116 8,8-14,3 5,6-10,3 14,0- 183
Beb mmol/L 24,3-9,7 18,8-6,5 20,4-9,8 26-15,6 18,4-9,4 21,8-14,5 11,6- 188
BEecf mmol /L 26,2-10,3 20,4-6,5 20,3-10,2 28,2-17,0 18,3-8,4 21,0-13,8 12,1-19,1

Tabla 5. Intervalos de referencia de parametros hormonales para las tres especies salmodnidas.

Trucha Arcoiris Salmén del Atlantico Salmén Coho
Parametro Unidad Pre smolt- Post smolt- Pre smolt- Post smolt- Pre smolt- Post smolt-
smolt Adulto Reproductor smolt Adulto Reproductor smolt Adulto Reproductor
Cortisol ng/mL 8,1-98,2 7,0-116,6 8,4-411,4 2,2-102,4 04-212,6 9,2-241,5 37,9-162,3 0,8-232,6 18,0-379,7
TSH uLu/L <0,4 * * * <0,02 <0,1 <0,2 <01 *
T3 nmol/L 0,7-28,5 * 1,8-478 11,5-22,2 24,2 -62,2 3,3-888 3,7-173 1,9-22,0 4,9-76,5
T4 total nmol/L 52-11,2 * 58-725 7,0-854 51-24,5 3,6-38,7 * *
Testosterona ng/mL 0,01-0,3 * 0,04-8,4 * * * <2,0 <1,8 *
Progesterona’ ng/mL 0,04-0,4 <0,3 01-18
Estradiol ng/mL <0,13 * 0,1-118 * * 0,03-1,3 * * 0,1-24,5
Prolactina” pLU/L * * * <4,9 <12,8 *
ACTH uLu/L <7,8 * * * * <2,7 <3,5 * 119,7 - 165,8

TSH: Hormona tiroestimulante; T3: triyodotironina; T4: tiroxina total; ACTH: hormona adrenocorticotrépica; *:

Resultados bajo el limite de deteccién de la técnica en equipo Cobas®e411.
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Tabla 6. Intervalos de referencia de pardmetros bioquimicos en salménidos.

Trucha arcoiris Salmén del Atlantico Salmén Coho
Parametro Unidad Pre smolt- Post smolt- Reproductor Pre smolt- Post smolt- Reproductor Pre smolt- Post smolt- Reproductor
smolt Adulto smolt Adulto smolt Adulto
Proteinas
totales g/L 21,0-52,9 29,2-55,4 20,4-61,7 24,9 - 68,1 24,6 - 50,3 41,9-72,0 14,8 - 43,3 26,8 -59,1 33,9-74,8
Albumina g/L 7,3-18,4 11,7 - 21,2 7,6 - 27,2 9,1-26,4 11,1-21,5 15,8 - 28,2 10,0 - 17,4 10,4 - 22,6 10,7 - 29,0
Globulinas g/L 13,2-37,6 14,7 - 36,1 12,1 -45,4 9,0- 34,2 13,5-29,7 26,0-45,2 9,1-28,3 15,4 - 36,3 18,2 - 45,7
Colesterol mmol/L 2,6-19,1 1,7 - 18,0 2,4-21,3 6,5-16,6 58-11,0 6,7 - 19,0 1,4-9,0 4,4 - 13,5 2,5-18,7
HDL mmol/L 0,3-71 0,6-4,4 0,1-7,6 1,1-8,9 0,9-8,7 0,3-13,3 0,5-6,7 0,2-8,0 0,1-0,6
LDL mmol/L 0,4-12,5 0,6-7,2 0,1-12,2 1,0-6,4 0,5-2,9 0,9-8,7 0,2-4,3 0,6 -5,4 0,1-7,0
Triglicéridos mmol/L 0,1-21,9 1,5-9,5 2,4-19,8 2,6-9,2 1,0-5,7 1,5-7,3 1,1-4,38 1,5-8,0 0,9-4,7
Lactato mmol/L 6,5-16,8 1,7-10,3 1,4 -15,5 3,4-13,3 2,0-14,1 1,7-6,4 4,4 - 14,6 2,8-10,6 2,0-10,9
Glucosa mmol/L 0,2-4,1 <10,4 0,3-19,6 24-71 1,0-6,6 1,2-12,5 <10,1 0,5-6,2 0,2-13,8
BILT umol/1 <4,4 <4,1 <5,1 <3,8 <4,5 * <3,3 <5,2 <4,1
BILD pumol/I1 <3,4 <2,2 <3,2 <2,4 <3,5 * <3,1 <3,3 <3,1
ALT u/L <24 <15 <24 <28 <6 <17 <37 <27 <30
AST u/L <621 <338 <877 <759 <632 <665 <470 <627 <775
ALP u/L <264 <281 <84 <292 <308 <283 <104 <147 <72
LDH u/L <2151 <1956 <1884 <4608 <1335 <3171 <2656 <1660 <766
CK u/L <10177 <24122 <17221 <28383 <13334 <26352 <9595 <22799 <8300
CK-MB u/L <9100 <7807 <11860 <26206 <11537 <23574 <2097 <22177 <7460
Lipasa u/L 4,4 -7,2 33-7,1 54-7,2 4,7-7,1 4,6 - 6,8 50-78 4,0-6,7 4,7 -6,9 6,9-11,0
Amilasa u/L <27734 <2403 <1799 <1495 <2781 <1668 <1763 <3324 <2090
Amilasa-P u/L <2995 <1057 <1674 <1272 <1963 <1501 <1502 <2661 <2044
Creatinina umol/| <96,5 <55,7 <58,9 <54,8 <58,7 <52,8 <89,2 <17,2 *
Urea mmol/L 0,8-1,5 1,0-1,8 0,5-1,4 0,7-1,8 0,6-2,7 0,9-2,6 1,3-23 0,5-2,1 0,5-0,8
Acido drico pmol/I <83,7 <36,0 <48,3 <43,3 <23,3 <40,5 <26,9 <44 <77
NH3 mmol/L <2,2 <2,2 <21 <24 <2,4 <14 <3,7 <3,0 <13
Calcio mmol/L 2,30-4,93 3,17 - 3,88 1,65-7, 38 2,38 -4,58 2,00 - 4,03 1,85- 3,73 1,38 - 3,05 1,90 - 4,35 3,00 -9, 00
ica mmol /L 0,7-1,6 1,2-1,9 0,4-1,7 0,2-0,6 0,6-1,6 0,6-1,2 0,4-1,4 0,2-1,4 0,5-1,4
Magnesio mmol/L 1,03 - 2,01 1,06 - 2,01 0,66 - 2,75 1,19 - 3,21 0,74 - 3,53 1,11-2,88 0,8-3,2 0,70 - 2,01 0,82-2,01
Hierro umol/I 2,3-224 5,9-18,6 5,91 - 26,42 11,60 - 34,67 4,51 - 19,49 2,74 - 31,67 4,85 - 50,81 4,94 - 29,82 2,47 - 20,69
Fésforo mmol/L 4,83 - 10,27 6,12 - 10,37 1,61 -9,79 4,35-12,20 2,83-12,24 3,51-12,20 7,21-11,98 4,12 -7,82 3,09 - 6,73
Sodio mmol/L 153,8 - 183,6 136,6- 186,8 134,2 - 182,3 114,1 - 188,4 143,9 - 192,2 126,5 - 164,0 148,2 - 168,5 156,5 - 179,0 153,9 - 165,7
Potasio mmol/L 0,6 -10,1 1,8-19,7 0,5-11,2 0,4-11,0 0,3-14,2 0,6-9,2 0,7-17,3 0,5-18,2 1,1-7,3
Cloro mmol/L 126,5 - 166,2 115,6 - 168,9 99,4 - 144,6 89,3 - 153,6 124,3 - 158,8 95,5 -129,3 124,9 - 140,4 133,3 - 155,3 119,6 - 130,3

*: Resultados obtenidos menores al limite de deteccién de la técnica



Tabla 7. Intervalos de referencia de pardmetros hematoldgicos para salmdénidos
Trucha arcoiris Salmon del Atlantico Salmén Coho
Parametro Unidad
Pre smolt- Pre smolt- Post smolt- Post smolt -
smolt Post smolt Reproductor smolt Adulto Reproductor Smolt Adulto Reproductor
Eritrocitos 106 cél/uL 0,6-1,3 0,8-1,3 0,6-1,3 0,6-1,3 0,6-1,1 0,5-1,1 0,7-1,3 0,6-1,2 0,7-1,7
VGA % 37 -60 39-74 40-72 30-58 33-59 36-62 38-67 35-68 42 -70
HB g/L 44,7 - 95,0 63,1-139,1 44,8 - 99,0 41,3-108,6 53,6-111,0 52,1-1359 48,0-113,8 50,8 - 100,0 78,6-138,8
VCM fL 376,5-798,7 347,3-735,7 320,0-743,6 250,9-747,9 392,5-773,6 363,6-732,0 239,2-766,4 399,1-775,6 288,6-723,1
CHCM g/L 100,0-198,9 110,3-259,9 102,9 - 235,0 111,9-210,8 112,5-201,9 107,2 - 281,0 81,7 -212,5 91,0-209,6 141,4 - 293,6
Leucocitos cel/uL 6544 - 24149 5486 - 10315 5210-24023 | 4653-21290 4547 -21414 6695 - 23693 5189 - 24278 4689 - 23572 3070 - 20923
% 0-3 0-2 0-3 0-4 0-4 0-4 0-4 0-4 0-2
Monocito
cel/uL 0-680 0-206 0-660 0-0,72 0-431 0-417 0-741 0-694 0-389
% 68 - 86 69 -89 68 - 86 54 - 88 60 - 82 68 - 88 69 - 89 66 - 88 72-92
Linfocito
cel/uL 5320- 17500 3785 -9180 4340-18200 | 3869-17193 2781 - 15499 5068 - 18896 3020 - 19732 2566 - 19027 2579 - 16749
% 0-1 0 0 0 0-1 0-1 0 0-1 0
Eosinofilo
cel/uL 0-194 - - - 0-119 0-11 - 0-170 -
% 15-30 4-19 16-33 12-33 18-38 12-31 11-31 12-32 8-28
Heterofilo
cel/uL 722 - 5928 219 - 1960 868 - 6080 749 - 4530 807 - 6051 1213 - 5468 914 - 5730 532 -6194 391-5159
% 0-1 0 0 0 0-2 0-3 0 0-1 0-1
H. baciliforme
cel/uL 0-211 - - - 0-178 0-128 - 0-195 0-201
Trombocitos cel/uL 2120- 11853 2257 - 5725 3415 - 12985 2183 - 12966 1144 - 15700 5295 - 24113 3512 - 18735 5399 - 24615 4600 - 5686
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