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ﬂ. UNIVERSIDAD

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar los cambios en la actividad enzimatica plasmatica
que se producen en el estado avanzado del adenocarcinoma pulmonar ovino (APO) en
ovinos del Centro Experimental Carolina de la UNA-Puno (4000 msnm). Para el estudio
se utilizaron 20 borregas de raza Corriedale, de las cuales 10 eran positivas a APO por los
signos clinicos y a la prueba de levantamiento de los cuartos traseros (prueba de la
“carretilla”) y 10 negativas a las mismas pruebas. Las muestras de sangre se obtuvieron
de la vena cefélica en tubos al vacio con EDTA y mediante centrifugacion a 3000 rpm
durante 10 minutos se obtuvo el plasma para su andlisis. Las mediciones de las actividades
enzimaticas se realizaron por espectrofotometria utilizando kits de reactivos de Wiener
Lab. ®. Los datos obtenidos se analizaron en un Disefio Completo al Azar utilizando el
software InfoStat version 2020c. Los resultados indican que todas las actividades
enzimaticas se encuentran significativamente elevadas en los animales con APO (P<0.05):
14.50y 11.70 UI/L para ALT; 104.60 y 65.90 UI/L para ALP;y, 72.30y 53.10 UI/L para
amilasa; en animales con APO y sin APO, respectivamente. Se concluye que la medicién
de la actividad enzimatica sérica podria servir de ayuda en la diferenciacion de animales

enfermos de los sanos, dependiendo del grado de metastasis.

Palabras clave: Adenomatosis, ALP, ALT, Amilasa, Ovino.
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ABSTRACT

The objective of the study was to determine the changes in plasma enzymatic activity that
occur in the advanced stage of ovine lung adenocarcinoma (OPA) in sheep from the
Carolina Experimental Center of the UNA-Puno (4000 meters above sea level). For the
study, 20 Corriedale sheep were used, of which 10 were positive to OPA based on clinical
signs and the hindquarters lifting test (“wheelbarrow" test) and 10 were negative to the
same tests. Blood samples were obtained from the cephalic vein in vacuum tubes with
EDTA and plasma was obtained for analysis by centrifugation at 3000 rpm for 10
minutes. Measurements of enzyme activities were performed by spectrophotometry using
reagent kits from Wiener Lab. ®. The data obtained were analyzed in a Complete
Randomized Design using the InfoStat software version 2020c. The results indicate that
all enzymatic activities are significantly elevated in animals with OPA (P<0.05): 14.50
and 11.70 UI/L for ALT; 104.60 and 65.90 IU/L for ALP; and, 72.30 and 53.10 IU/L for
amylase; in animals with OPA and without OPA, respectively. It is concluded that the
measurement of serum enzymatic activity could help in differentiating sick animals from

healthy ones, depending on the degree of metastasis.

Keywords: Adenomatosis, ALP, ALP, Amylase, Sheep.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El adenocarcinoma pulmonar ovino (APO) (OPA, en inglés) es una enfermedad
cancerigena respiratoria progresiva y contagiosa presente en muchas regiones del mundo.
La causa de la enfermedad es un B-retrovirus denominado Retrovirus Jaagsiekte de las
ovejas (JSRV) (OIE, 2018), en el Peru la enfermedad fue descrita por primera vez en la
sierra central en 1945 con caracteristicas epizodticas y posteriormente diseminada a otras
regiones como producto de intercambios de reproductores mejorados procedentes de
empresas asociativas de la sierra central hacia el sur, donde infectaron a poblaciones de
ovinos criollos (Ellis et al, 1993), hoy en dia la enfermedad estd muy diseminada en el
Peru entero siendo un problema de dificil control o erradicacion, una muestra es el Centro
Experimental Carolina de la UNA-Puno en donde existe una alta prevalencia de la
enfermedad, que a su vez constituye una de las principales causas de mortalidad en ovinos
en dicho centro segun sus registros de mortalidad. Por esta razén, el APO causa grandes

pérdidas econdémicas en los hatos afectados (Sharp y DeMartini, 2003).

El APO tiene un largo periodo de incubacién razon por la cual la enfermedad se
manifiesta clinicamente con mayor frecuencia en ovinos de mas de dos afios de edad y
con un maximo de casos a los 4-8 afios, pero también se han reportado casos
excepcionales en corderos (Sharp y DeMartini, 2003), cabe mencionar que en Puno se
reporté un caso de APO en un cordero criollo de cinco meses de edad en el distrito de

Ayaviri, departamento de Puno (Londofie et al, 2014).

Los signos méas importantes del APO son la dificultad respiratoria progresiva en
particular después del ejercicio, la gravedad de los signos refleja la extension del

desarrollo tumoral en los pulmones, por lo tanto una caracteristica distintiva del APO es

14
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la acumulacidn de liquido en el tracto respiratorio, que da lugar a estertores himedos que
son facilmente detectados por auscultacion, en tal sentido el levantamiento de los cuartos
traseros y el descenso de la cabeza de las ovejas afectadas pueden ocasionar rinorrea de
liqguido mucoide espumoso; por otra parte, la tos y la falta de apetito no son comunes pero
una vez que se evidencian los signos clinicos la pérdida de peso es progresiva y la

enfermedad es mortal en semanas 0 meses (Summers et al, 2002).

Si bien en el APO los 6rganos mas afectados son los pulmones su presencia
provocaria alteraciones en todos los demas 6rganos y tejidos del organismo entero, debido
a deficiencias en el intercambio gaseoso y transporte de oxigeno a los tejidos, entonces
considerando que un organismo multicelular funciona como un sistema que si alguno de
sus componentes (células, 6rganos o tejidos) funciona mal, todo el sistema se ve afectado

(Brooker et al, 2011).

Hay muy poca informacion con respecto a los cambios metabdlicos que ocurren
durante la evolucion de la enfermedad, especificamente en relacion a los cambios
bioquimicos sanguineos que ocurren en el animal afectado, esta es la razon por la cual se
ha disefiado el presente estudio cuyo propdsito es comparar algunos pardmetros
enzimaticos sanguineos de los animales positivos al APO mediante la prueba de

levantamiento de los cuartos traseros versus los negativos a la misma prueba.

La enzimologia es una herramienta clinica poderosa para determinar el dafio que
vienen sufriendo determinados érganos del animal, puesto que muchas de ellas son
organo-especificas. La elevacion de su actividad en el plasma puede ser signo de necrosis
(destruccion celular), aumento de la permeabilidad de membrana, sobreproduccién de
enzimas (por ejemplo, neoplasia), menor eliminacion (por ejemplo, por obstruccion

biliar), y por incremento de células inflamatorias, tal como lo indica Burtis et al (2008).

15

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Los resultados contribuyen con el conocimiento bioquimico de la adenomatosis
pulmonar ovina en relacion a los animales aparentemente sanos, considerando que los
componentes sanguineos son resultado de los cambios metabolicos que ocurren en el

animal.

1.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.1.1. Objetivo general

- Evaluar los cambios en la actividad enzimatica plasmatica que se producen
en el estado avanzado del adenocarcinoma pulmonar ovino (APO) del Centro

Experimental Carolina de la UNA-Puno ubicado a una altitud de 4000 m.

1.1.2. Objetivos especificos

- Determinar la actividad enzimética de la amilasa en plasma sanguineo de
animales de ovinos con y sin APO.

- Determinar la actividad enzimatica de la alanina transaminasa (ALT) en
plasma sanguineo de animales de ovinos cony sin APO.

- Determinar la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina (ALP) en plasma

sanguineo de animales de ovinos con y sin APO.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. El ganado ovino en el Pera y su importancia

El Per( tiene una poblacién ovina de 9 523 198 cabezas (INEI, 2012), las
que se distribuyen en mayor porcentaje en la region sierra seguido de la costa y
por Gltimo la selva. Los principales productos que se obtienen son lana y carne,
ademas la produccién nacional de lana alcanza los 10 946 Tm. y la de produccion

de carne llega a 36 122 Tm. anuales respectivamente (Diaz, 2015).

El ovino es una especie cosmopolita y versatil que se adapta facilmente a
diferentes medios, es por eso que se encuentra difundida en gran parte del mundo,
el 56% de la poblacion de ovinos se encuentra en regiones poco desarrolladas
donde predomina el ovino Mestizo, el cual tiene una Crianza extensiva en
propiedad de pequefios productores con un nivel tecnoldgico bajo a medio y cuya

produccion es destinada para autoconsumo y venta (Diaz y Vilcanqui, 2013).

A nivel de la crianza familiar, predomina el ovino Mestizo, con buena
rusticidad, pero bajos niveles productivos de lana y carne. El sobrepastoreo es un
problema muy comuln en estas crianzas. Los ovinos pueden pastorearse
conjuntamente con los vacunos sin que exista competencia por el alimento, debido
a la diferente forma de aprehension del pasto, los vacunos prefieren los pastos
altos, mientras que los ovinos los pastos bajos, 1o que permite elevar la
productividad de la tierra hasta en un 25% sin afectar la condicion de las pasturas.

Los ovinos aprovechan eficientemente los subproductos de la agricultura

17
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(rastrojos de cosecha) que en su mayoria son alimentos fibrosos que sélo los
rumiantes, como los ovinos, pueden convertir en carne, lana, pieles y leche para

el uso del hombre (Aliaga, 2010).

2.1.2. El adenocarcinoma pulmonar ovino (APO)

Etiologia

El adenocarcinoma o adenomatosis pulmonar ovino (APQO) o también
conocido como Jaagsiekte es un tumor pulmonar transmisible de los ovinos
causado por el retrovirus de la oveja Jaagsiekte (JSRV), este retrovirus JSRV
induce la transformacion neoplésica de las células epiteliales secretoras de los
alveolos y bronquiolos, los tumores resultantes pueden crecer hasta ocupar una
parte significativa del pulmon y el crecimiento tumoral suele ir acompafiado de
una sobreproduccion de liquido en el pulmén, lo que compromete ain mas la
respiracion normal, pudiendo ser el periodo entre la infeccion y la aparicion de los
signos clinicos de varios meses a afios y muchas de las ovejas infectadas con JSSRV
no presentan ningun signo clinico durante su vida, esto permite la propagacién de
APO a otros animales a través del contacto con animales infectados pero

aparentemente normales (Griffiths et al, 2010)

El cancer es el resultado del cambio o transformacion que van a sufrir las
células epiteliales alveolares del tipo 11 y de las células bronquiolares no ciliadas
del pulmén; por otra parte, este retrovirus JSRV tiene un porcentaje bajo de

metastasis en los nddulos linfaticos regionales (Demartini et al, 2003).

Los retrovirus utilizan la trascripcion inversa para crear una copia de DNA
de cadena doble (un provirus) a partir de su genoma de RNA, que se inserta dentro

del genoma de su célula huésped. La transcripciéon inversa se lleva a cabo
18
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utilizando la enzima retrotranscriptasa, que el virus lleva con él dentro de su
envoltura. Una vez que el provirus se integra en el DNA de la célula huésped, se
transcribe utilizando los mecanismos celulares normales, para producir proteinas
y material genético virales. Para que se produzca una infeccion, primero el virus
se fija a la célula huésped en una o varias moléculas receptoras de la superficie
celular. De esta manera, el RNA viral ingresa en la célula huésped y se separa de
la envoltura externa (pérdida de la envoltura) para poder replicarse dentro de la
célula huésped mediante un proceso que requiere enzimas especificas. Los
componentes virales recién sintetizados luego se ensamblan en una particula viral
completa. A continuacion, se produce la muerte de la célula huésped, con
liberacion de nuevos virus capaces de infectar a otras células. Cada paso de la
replicacion viral involucra diferentes enzimas y sustratos. Las consecuencias de la
infeccion viral son muy variables. Muchas infecciones causan enfermedad aguda
tras un periodo de incubacion breve, pero algunas son asintomaticas o causan
sintomas menores y pueden no advertirse salvo en una vision retrospectiva. Las
defensas del huésped logran vencer muchas infecciones virales, pero algunas
permanecen en estado de latencia, y algunas causan enfermedades crénicas

(Kramer, 2020).

Distribucion geografica

La enfermedad del adenocarcinoma pulmonar ovino (APO) es de
distribucion mundial que causa grandes pérdidas econémicas en los paises como
Escocia, Pert y Sudéfrica, siendo descrita en el Perd en el afio 1945 en la sierra
central del pais (Cuba-Caparo6 et al, 1961), posteriormente se fue diseminando a
otras regiones debido principalmente al intercambio de reproductores mejorados

que fueron procedentes de empresas asociativas de la sierra central hacia el sur,
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siendo esta la manera en que se infectaron a poblaciones de ovinos criollos (Ellis
et al, 1993). En el 2014 se reporta un caso de adenocarcinoma pulmonar ovino en
un ovino criollo de 5 meses de edad en el distrito de Ayaviri, departamento de

Puno (Londofie et al, 2014).

El APO es una enfermedad altamente distribuida y ha sido reportada en
paises como Alemania, Holanda, Grecia, Escocia, Suiza, Dinamarca, Chile, Peru,
México, Brasil, Canada, Usa, India, Togo, China, Malasia, Kenya y Sudafrica

(DeMartini et al, 1988).

Morbilidad y mortalidad

En la mayoria de los casos el APO se produce en ovinos mayores a 2 afios
de edad y el pico de incidencia en los animales es de 3 a 4 afios, asi mismo la
enfermedad es rara que se presente en ovinos menores de 7 a 9 meses de edad. Una
vez que se manifiestan los tumores los casos siempre terminan en muerte, en ese
mismo contexto los rebafios que recién se infectan tienen indices altos de
mortalidad y de morbilidad con un 80% de muertes en el rebafio, por lo cual el
virus del JSRV se encuentra presente durante un largo periodo de tiempo. El indice
de pérdida anual generalmente es de 2-5%; no obstante, en algunas granjas se han
reportado pérdidas de hasta un 20%; por lo tanto, la repercusion de las infecciones
es mas elevada que el indice de morbilidad y la mayoria de los ovinos de un rebafio

infectado no desarrolla tumores durante su vida reproductiva (OIE, 2018).

Transmisién

El APO puede ser trasmitido por la via respiratoria a través de los aerosoles
0 micro gotas, debido a que el virus se aloja en los exudados respiratorios de los

ovinos que estan infectadas, asi mismo el virus se puede encontrar también en los
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tumores, liquidos pulmonares, leucocitos de sangre periférica y los 6rganos
linfaticos; mucho antes de que los tumores se formen los virus se pueden encontrar
en las células linforreticulares, también se ha probado la trasmision horizontal en
ovinos de diferentes edades y los neonatos parecen ser especificamente
susceptibles a la infeccion, por otra parte estudios recientes indican que el JSSRV
puede diseminarse por la leche a través del calostro y por ultimo el virus Jaagsiekte
de la oveja no logra sobrevivir por periodos largos en el medio ambiente (Griffiths

etal., 2010).

El APO se transmite principalmente a través de la via respiratoria ya sea en
su forma natural y experimental, ya que es posible que los animales que estan
infectados liberan particulas virales en la respiracion a pesar de que ain no se
hayan desarrollado los sintomas respiratorios, asi mismo en los estadios siguientes
el virus estd sumamente concentrado en las secreciones nasales particularmente
cuando los animales se estan alimentando, ya que es ahi que tienen la cabeza baja

(Talenas, 2017).

Signos clinicos

Los sintomas clinicos en el APO pueden estar ausentes por periodos de
tiempo que varian de meses hasta afios y estos sintomas son vistos solamente en
animales adultos, estos pueden tener un caracter insidioso y ser observados como
un hallazgo intercurrente, en tal sentido las primeras manifestaciones clinicas son
tos e intolerancia al ejercicio, también podemos encontrar abundante secrecion
nasal de exudado acuoso que se observa mejor cuando los animales estan con la
cabeza baja o cuando se tienen los miembros posteriores levantados a nivel de la

cabeza (Driemeier et al., 1998).
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El primer indicador de APO en un rebafio es a menudo un mayor nimero
de muertes en ovinos adultos por neumonia que no responden al tratamiento con
antibidticos, los animales afectados tienen dificultades para respirar especialmente
cuando hacen ejercicio, pudiendo adelgazar rapidamente a pesar de tener un apetito
normal. Un signo patognomonico del APO es la produccién de grandes cantidades
de liquido en el pulmén que es espumoso, claro, lechoso o en ocasiones rosado y
que drena por las fosas nasales del ovino cuando baja la cabeza, agregando a lo
anterior se pueden recolectar hasta 400 ml de liquido por dia de estos animales
mediante la prueba del levantamiento de los cuartos traseros, aunque 10-40 ml de

liquido por dia es mas comin (Cousens et al., 2009).

Una vez que se observan los signos clinicos en el ovino por lo general vive
solo unos pocos dias y puede morir repentinamente después del ejercicio o la
exposicion al frio, a pesar de los signos clinicos unicos en algunos animales
afectados en muchos casos no se observa liquido pulmonar, por lo tanto un
diagnostico definitivo de APO en un animal siempre requiere la identificacion de
los hallazgos macroscopicos e histopatoldgicos caracteristicos mediante un
examen post mortem, ademas el APO ocurre en ovinos domésticos y salvajes y no
afecta a ningln otro ganado excepto a las cabras en las cuales se han descrito casos

naturales solo en animales afectados subclinicamente (De las Heras et al., 2003).

En el diagndstico clinico se debe sospechar de APO si los ovinos presenten
signos respiratorios cronicos, especialmente en animales de 2 a 4 afios de edad con
secrecién espumosa de las fosas nasales; por lo tanto, la prueba de levantamiento
de los cuartos traseros para bajar la cabeza y verificar el exceso de liquido de los
pulmones es un método Util, pero esta prueba no detecta los casos tempranos de la

enfermedad. En el diagndstico diferencial es dificil distinguir el APO con otras
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enfermedades respiratorias, sobre todo en las fases tempranas de la enfermedad
con otras, tales como: neumonia bacteriana, Maedi Visna e infestaciones por

parasitos pulmonares (De las Heras et al., 2003).

Pruebas diagndsticas de APO

La ausencia de anticuerpos especificos de JSRV en ovejas infectadas ha
impedido el uso de pruebas serolégicas para la infeccion y ha obstaculizado
enormemente el desarrollo de ensayos de diagndstico. La PCR en muestras de
sangre se puede emplear para detectar células infectadas con JSRV, pero la
cantidad de células infectadas en sangre es muy baja y, por lo tanto, tales pruebas
no identifican muchos animales infectados. A pesar de la alta tasa de falsos
negativos, las pruebas de PCR son informativas para estudios epidemiolégicos y
para identificar rebafios infectadas, pero no serian adecuadas para analizar
animales individuales con fines de erradicacion o acreditacion. EI método més
exitoso para identificar APO temprano ha sido la prueba de PCR de muestras de
lavado broncoalveolar recolectadas de animales vivos. Sin embargo, la técnica de
muestreo es laboriosa y solo toma muestras de una pequefia regién del pulmon, por

lo que también podrian pasar por alto los primeros casos (Voigt et al., 2007).

El trabajo para desarrollar pruebas preclinicas mejoradas para APO
continlia, ya que existe una clara demanda por parte de los granjeros y veterinarios.
En particular, habria una buena aceptacion de la prueba para confirmar el estado
de enfermedad de las ovejas reproductoras de alto valor, especialmente los
carneros gue se van a introducir en rebafios que de otro modo estarian cerrados. Si
se dispusiera de una prueba de diagndstico confiable y asequible, entonces el

desarrollo de parvadas acreditadas por APO podria proporcionar una ventaja
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econdmica significativa a las parvadas especializadas en el suministro de carneros

reproductores (Griffitths et al, 2010).
2.1.3. El perfil metabdlico

El perfil metabdlico es un conjunto de determinaciones de laboratorio que
permiten la caracterizacion de un individuo o grupo de ellos y tiene por objeto
aportar una ayuda clinica para estudiar la naturaleza de los trastornos metabdlicos,
también ayuda a valorar el estado nutricional y refleja la dinamica metabdlica del

animal (Campos et al., 2007).

En la realizacion de un perfil metabdlico se determinan los diferentes
metabolitos sanguineos relacionados con el estado funcional de las vias
metabdlicas (biotransformacion) las que estan determinadas por el consumo de
nutrientes al seguir diferentes vias después de su ingestion en el organismo, el
estado de estas vias puede verse afectados por los desbalances en el ingreso,
transformacion o egreso de los ingredientes de la racion consumida por los

animales (Hincapie, 2012).

En el ganado ovino se puede hacer perfiles metabélicos en los diferentes
estadios reproductivos o productivos del animal (gestacion, lactancia, antes del
parto, después del parto, etc.) o cuando una combinacion de factores nutricionales

y metabolicos contribuye a menudo al desarrollo de trastornos (Bradford, 2010).

Se conoce dos grandes grupos de indicadores metabolicos: los

convencionales y los no convencionales (Alvarez, 2008):

Metabolitos convencionales: Son las constantes hematogquimicas

comunmente establecidas, tales como: volumen globular aglomerado,
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hemoglobina, glucosa, urea, proteinas totales, albuminas, globulinas, calcio,
fésforo inorganico, magnesio, potasio y sodio, por lo tanto estas variables son las
principales representantes de las vias metabdlicas mas importantes involucradas
con la produccion, sus concentraciones sanguineas en la mayoria de los casos estan
reguladas por el balance entre aporte de la dieta y sus productos o vias de

eliminacion.

Metabolitos no convencionales: Son los indicadores hematoquimicos
incluidos por el médico veterinario de acuerdo con la problematica que se
sospecha, en tal sentido entre estas variables estan los oligoelementos como cobre,
zinc, PBI (proteina ligada al yodo) y tiroxina, también se encuentran algunos
indicadores del funcionamiento hepatico como las transaminasas, la bilirrubina, el

colesterol total, la glutation peroxidasa y los cuerpos cetonicos.

2.1.4. Cambios metabdlicos durante el cancer

En las celulas cancerosas el metabolismo se encuentra sumamente alterado.
A medida que el tumor se expande, supera los limites de difusién de su suministro
de sangre local, lo que conduce a hipoxia y estabilizacion del factor de
transcripcion inducible por hipoxia (HIF). HIF inicia un programa de transcripcion
para solucionar el estrés hipdxico. Por ejemplo, el metabolismo celular se desplaza
hacia la glucolisis por el aumento de la expresion de enzimas glucoliticas,
transportadores de glucosa e inhibidores del metabolismo mitocondrial. Ademas,
HIF estimula la angiogénesis. Estudios recientes han demostrado que también
existe aumento del consumo de glucosa, disminucién de la fosforilacion oxidativa

y produccién de lactato concomitante (Hsu P. & Sabatini D., 2008).
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Aunque los estudios sobre el metabolismo del cancer se han centrado en
gran medida en la energia, las células que se dividen rpidamente tienen diversos
requisitos. Las células en proliferacion requieren no solo ATP, sino también
nucleotidos, acidos grasos, lipidos de membrana y proteinas, y un metabolismo
reprogramado puede servir para apoyar la sintesis de macromoléculas. Estudios
han demostrado que se requieren varios pasos en la sintesis de lipidos e incluso

pueden promover activamente la tumorigénesis (Hatzivassiliou et al., 2005).

Ademas, las células cancerosas también pueden mejorar sus capacidades
biosintéticas al expresar una forma especifica de tumor de piruvato quinasa (PK),
M2-PK. La piruvato quinasa cataliza la tercera reaccion irreversible de la
glucdlisis, la conversion de fosfoenolpiruvato (PEP) en piruvato (Hsu P. &

Sabatini D., 2008).

Las reacciones biosintéticas en la célula cancerosa estan incrementadas lo
que demanda un aumento en la demanda de ATP. La sintesis de lipidos, por
ejemplo, requiere la cooperacion de la glucdlisis, el ciclo de Krebs y la via de la
pentosa fosfato. Como el piruvato debe entrar en las mitocondrias en este caso,
evita la conversion a lactato y, por lo tanto, no puede contribuir al ATP derivado
de la glucolisis. Por esta razon, existe “hambre” de glucosa por las células
cancerosas teniendo que recurrir al uso de otras fuentes de energia, como las grasas
y proteinas. Recientemente, se ha demostrado que la glutamina puede ser
metabolizada por el ciclo del &cido citrico en las células cancerosas y convertirse
en lactato, produciendo NADPH para la biosintesis de lipidos y oxalacetato para

la reposicion de los intermedios del ciclo de Krebs (DeBerardinis et al., 2007).
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2.1.5. Enzimas plasmaticas y marcadores enzimaticos

Aunque todas las células contienen el mismo ADN, no todos los genes se
expresan en todas las células. Solo se sintetizan aquellas proteinas propias de la
funcion celular mientras se suprimen otros genes, de modo que cada tipo de célula
(por ejemplo, hepatocitos o fibras musculares) contiene su propio conjunto de
enzimas que pueden ser utilizadas como marcadores moleculares ("huella digital™).
Normalmente aparecen niveles bajos de todas estas enzimas en el plasma, lo que
refleja el equilibrio entre la liberacion de enzimas durante el recambio celular

normal y su catabolismo o excrecion (Kerr, 2002).

La cantidad total de todas las enzimas en peso en el plasma es inferior a 1
g/L. Sin embargo, los resultados no se expresan como concentraciones sino como
actividades (AE), basicamente una medida de la rapidez con la que la enzima en
la muestra puede convertir el sustrato en producto en las condiciones de ensayo
estandarizadas. La unidad internacional (Ul) de actividad enzimatica se define
como "la cantidad de enzima que, en determinadas condiciones de ensayo,
catalizara la conversion de 1 mmol de sustrato por minuto" (Labandera y

Malarczuk, 2019).

Cada drgano posee una distribucion cuantitativa y cualitativa, hasta cierto
punto, tipica de enzimas dando por resultado un perfil enzimatico, denominado
perfil o patron enzimatico. Asi dentro de los hepatocitos y de los conductos
biliares, el higado también posee una distribucion caracteristica de enzimas con
especificidad gradualmente diversa. Esta especificidad de enzimas hepatobiliares
esenciales es de importancia para la diagnosis de enfermedades hepatobiliares

(Kuntz y Kuntz, 2006).
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Es importante que las mediciones se hagan “en determinadas condiciones
de ensayo"; estas condiciones pueden variar considerablemente entre laboratorios.
La eleccion del sustrato, iniciador, cofactores, tampones, reacciones secundarias
y, en particular, la temperatura afectara el resultado numérico. Por esta razon, al
interpretar los resultados, siempre se deben consultar los valores de referencia

proporcionados por el laboratorio que realizo el analisis (Kerr, 2002).

Alanina aminotransferasas (ALT o GPT)

La transaminacion es un proceso reversible que consiste en la transferencia
del grupo amino desde un aminoacido a un cetodcido. Esta reaccion es de gran
importancia en el metabolismo de aminoécidos y es catalizada por enzimas
Ilamadas transaminasas 0 aminotransferasas, las que se encuentran presentes en la
mayoria de tejidos animales y vegetales (Voet y Voet, 2011). La AST, laALT y la

GGT son ejemplos de transaminasas de interés clinico (Burtis et al, 2008).

Las transaminasas normalmente estdn presentes en el suero en
concentraciones bajas. Estas enzimas se liberan a la sangre en grandes cantidades
cuando hay dafio de la membrana celular hepatica que produce una permeabilidad
incrementada. Cualquier tipo de lesién de la célula hepética puede causar las

elevaciones en las transaminasas séricas (Braunwald et al, 2001).

La ALT es una enzima citoplasmica hepatocelular, con gran concentracion
en el higado y en menor medida en los rifiones, corazén y musculos, por eso un
aumento sérico de ALT es mas especifico de lesion hepética que la AST. La
enzima es exclusivamente citosolica. La vida media de la ALT es
aproximadamente 60 horas (2 a 3 dias) (Burtis et al, 2008). En mucha menor
proporcion, se encuentran actividad de ALT en musculo esquelético, corazén,
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rifidn, pancreas y eritrocitos (en orden decreciente). Cuando hay una lesion de estos
organos la ALT es liberada a la sangre y aparece elevada en los analisis (Balcells,

2001).

El dafio hepatico agudo tiende a producir grandes elevaciones de actividad
ALT, mientras que en el dafio cronico la actividad ALT puede estar normal o
moderadamente incrementada. El grado de incremento en la actividad ALT
correlaciona con el numero de hepatocitos dafiados, el cual puede ser utilizado para

evaluar la extension del dafio hepatico (Fligio et al, 2004).

Los niveles de ALT estdn aumentados en: 1) lesion hepatocelular, 2)
ictericia extrahepatica, a causa de obstruccion biliar, 3) carcinoma hepatico
primario o secundario, 4) cirrosis biliar primaria, 5) hepatitis alcoholica, con un
incremento de 3 veces, y 6) cirrosis alcohodlica con un incremento leve de 1 a 2
veces. En el higado graso secundario a alcoholismo el aumento es muy leve o

puede estar en limites normales. (Balcells, 2001).

Fosfatasa alcalina (ALP)

La fosfatasa alcalina es una enzima de membrana presente en muchas
células, perteneciente al grupo de las metaloproteinas de cinc, su funcion es separar
los grupos fosfato de los ésteres de fosfato organico que se encuentran en la
membrana plasmatica de las células. Actla en las interfaces membranosas, y
funciona mejor en pH alcalino. Se une a las membranas celulares mediante uniones
de glucosil-fosfatidil-inositol. Se encuentra en mayor concentracién en la mucosa
intestinal, y en menor proporcion en la corteza renal, placenta, higado y hueso

(Center, 2007). Es util su determinacion para la evaluacion de patologias
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hepatobiliares, hiperadrenocorticismo, neoplasias y enfermedades

musculoesqueléticas (Willard et al, 2002).

La fosfatasa alcalina (ALP) cataliza la hidrolisis alcalina de una gran
variedad de sustratos naturales y sintéticos. La ALP estd ampliamente distribuida
en el organismo y especialmente asociados con membranas y superficies celulares
de: 1) mucosa del intestino delgado y tubulos proximales del rifion; 2) hueso

(osteoblastos); 3) higado; y 4) placenta (Burtis et al, 2008).

La actividad ALP del suero procede normalmente del higado y el hueso y,
durante el embarazo, de la placenta, s6lo un 14% es de origen renal. El crecimiento
6seo origina una subida de ALP, de modo que es dependiente de la edad,
particularmente en nifios <2 afios y en adolescentes, luego la actividad disminuye

hasta alcanzar los valores del adulto. (Balcells, 2001).

Esta es una de las enzimas mas ampliamente distribuidas en el organismo
animal. Se compone de un grupo de varias isoenzimas que hidrolizan los fosfatos
a un pH alcalino; estos se encuentran especialmente en los huesos (osteoblastos),
el higado y la pared intestinal. El rango de niveles normales es bastante amplio,
hasta 300 IU/L. Los niveles méas altos se encuentran en animales joévenes con alta
actividad oesteoblastica; tras el cierre de las placas de crecimiento epifisarias se
observan niveles bastante mas bajos, en su mayoria de origen hepatico. La ALP es
una enzima que se ve mas seriamente afectada por las diferencias en el método de
medicion, en particular del tampén utilizado. Por lo tanto, sus valores “normales”
variaran ampliamente entre laboratorios y es esencial determinar los niveles

considerados normales en el laboratorio que esté utilizando (Kerr, 2002).
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La produccion y liberacién en suero de la ALP pueden ser inducidas por
diferentes causas como; fisioldgicas: actividad osteoblastica; y patolégicas o
inducidas como: enfermedad hepatobiliar, remodelacién u enfermedad o6sea,
enfermedad muscular, hiperadrenocorticismo, neoplasias y tratamiento con
diferentes drogas como anticonvulsivantes, glucocorticoides y otros (Center,

2007).

Amilasa

La enzima a-amilasa (a-1,4-glucano 4-glucanohidrolasa) es una metalo-
enzima dependiente de calcio que pertenece al grupo de las endoamilasas, las
cuales catalizan la hidrdlisis del almidon mediante la ruptura de enlaces
glucosidicos a-D-(1,4). En rumiantes, la amilasa es producida Unicamente por el
pancreas, interviniendo en la digestion de los carbohidratos de la dieta o de los

residuos carbohidratados microbianos (Lopez, 2022).

La amilasa, producida principalmente en el pancreas exdcrino y en las
glandulas salivales, escinde los enlaces a-1-4 glucosidicos de los polisacéridos
(almidon y glucogeno). Se encuentra elevada en el suero de pacientes con
pancreatitis aguda alcanzando los valores mas elevados entre las 24 y 30 horas
posteriores al ataque, declinando luego para volver a los niveles normales entre las
24 y 48 horas siguientes. También se ve aumentada en este caso la excrecion
urinaria de la enzima, persistiendo la hiperamilasuria 3 a 5 dias, luego de que la
actividad sérica ha alcanzado los niveles normales. También es posible encontrar
valores aumentados en cualquier caso de "abdomen agudo” o intervencidn

quirurgica en regiones proximas al pancreas. La parotiditis bacteriana y paperas se
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asocian también con elevaciones en los niveles de amilasa sérica (Balcells, 2001;

Kerr, 2002).

El principal uso clinico de la AE amilasa, es en el diagnodstico de
pancreatitis necrotizante aguda. Se trata de una enfermedad asociada con una dieta
rica en grasas, la obesidad (y el alcoholismo, en humanos), en la que las enzimas
proteoliticas se escapan de las células y comienzan a autodigerir el 6rgano. El
limite superior normal es aproximadamente 3000 IU/L. Se pueden observar
aumentos ligeros a moderados en otros trastornos abdominales agudos (incluida la

obstruccion intestinal) y en la insuficiencia renal (Kerr, 2002).

2.2. ANTECEDENTES

Se reportd un caso de adenocarcinoma pulmonar ovino en un cordero de cinco
meses de edad procedente del departamento de Puno ubicado en Perd, este cordero a la
inspeccion clinica presentd disnea, pérdida de peso y abundante secrecion pulmonar,
ademas a la necropsia se observaron formaciones nodulares blanco grisaceas en los
I6bulos diafragmaticos y abundante fluido espumoso blanquecino en la trdquea, también
en la superficie de corte de los tumores se visualizaron numerosos micronddulos de
contorno irregular con tendencia a la coalescencia, ademas en el anélisis histologico se
observan las formaciones tumorales, compuestas por células columnares o cuboidales,
también se mostraron aisladas por un estroma fibrosado y rodeadas por alveolos inundados
de macrofagos con citoplasma vacuolar, por otra parte en los bronguios terminales se
observaron pdlipos intraluminales comprometiendo el epitelio bronquiolar, ademas el
analisis molecular del fluido y tejido pulmonar contenian secuencias genéticas del

retrovirus exdgeno del Tipo B productor de la enfermedad, por ello la infeccién retroviral
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con presencia multinodular de lesiones neoplasicas en un cordero corrobora la

susceptibilidad de ovinos criollos a la infeccidn retroviral (Londofie et al, 2014).

Se colectaron muestras de sangre de 97 ovejas sacrificadas (37 machos, 58
hembras), de 4 a 6 meses de edad con el objetivo de determinar algunos parametros
bioquimicos sanguineos, entre ellos: actividades séricas de aspartato aminotransferasa
(AST), gamma-glutamil transferasa (GGT) y fosfatasa alcalina (ALP), y niveles séricos
de bilirrubina total y directa, urea y creatinina. Los valores medios obtenidos fueron: AST
=126 +23.9 U/L; GGT =54.6 + 15.4 U/L; ALP =152 £ 90.7 U/L; bilirrubina total = 0.28
+ 0.10 mg/dL; bilirrubina directa = 0.10 £ 0.04 mg/dL; urea = 41.8 + 10.3 mg/dL;
creatinina = 148 + 0.21 mg/dL. Se concluye que todos los niveles de constituyentes en
suero durante el sacrificio estuvieron dentro de los valores normales para la especie

(Santana et al, 2009).

Se estudi6 12 parametros bioquimicos sanguineos de la raza Xisqueta del Pirineo
de Lleida (Espafia), especie que se caracteriza por su buena adaptacion a las condiciones
de alta montafia pero que por diversos factores econémicos y sociales se encuentra en
peligro de extincion, debido a la inexistencia de estudios previos a nivel hematoldgico y
bioguimico clinico en la raza, se ha propuesto el analisis de 12 pardmetros bioquimicos,

cuyos resultados se muestran en la Tabla 1 (Avellanet et al., 2007).
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Tabla 1

Estadisticos descriptivos de la actividad de algunas enzimas séricas de la raza

Xisqueta.
Parametro Media CVv Rango
ALT (Ul) 21.97 31.19 12-37
AST (UI) 116.48 21.03 66-194
LDH (UI) 1047.86 15.01 676-1341
GGT (Ul) 59.81 29.7 36-102
CK (Ul) 189.56 74.26 50-451

Fuente: Avellanet et al (2007)

Con la finalidad de determinar el dafio hepético causado por la fasciolosis cronica
en bovinos y ovinos de la Microcuenca de Larimayo utilizando marcadores enzimaticos
séricos: aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y v-
glutamiltranspeptidasa (GGT), se estudiaron 30 vacunos y 30 ovinos distribuidos en 15
animales con y 15 sin fasciolosis. Los animales positivos a fasciolosis cronica se
determinaron por el método coproldgico de Stoll Modificado. La actividad enzimética
fue determinada mediante espectrofotometria utilizando kits de Wiener Lab ®. Los
resultados en vacunos para AST fueron de 94.23 'y 60.63 UI/L; para ALT de 12.14y 7.16
UI/L y para GGT de 110.66 y 43.13 UI/L, para los animales positivos y negativos,
respectivamente. En ovinos, para AST 97.13y 66.01 UI/L; para ALT de 9.52 'y 6.38 UI/L
y para GGT de 168.99 y 87.52 UI/L, para los positivos y negativos, respectivamente. En
todos los casos, la actividad enzimética de los animales con fasciolosis cronica son mas
elevadas que en los animales negativos (P<0.05), concluyéndose que hay dafo estructural
y funcional del higado por la presencia de la fasciola, tanto en bovinos y ovinos (Idme,

2015).
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Se determind los parametros bioguimicos enzimaticos (Transaminasa Glutamico
Pirtvica (ALT), Transaminasa Glutdmico Oxalacetico (AST), Fosfatasa Alcalina (ALP),
Gamma Glutamiltransferasa (y-GT), y Lactato Deshidrogenasa (LDH)) en nifios con
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) antes del tratamiento antineoplasico. Se estudiaron
30 nifios con LLA entre 2 'y 15 afios, en diversos Centros Neoplésicos de Lima. La colecta
sanguinea se realiz6 en tubos BD Vacutainer® de tapa color rojo, procesados en el
analizador semiautomatizado BIOTEC® EMP-168, con reactivos enzimaticos de Wiener
Lab Group bajo el método modificado de Szaaz y UV-Optimizado por IFCC, SSCC y
SFBC. Resultados: EI 60% correspondi6 a nifios y el 46,7% corresponde a las edades
entre 2 a 6 afios. Los niveles séricos de AST estuvieron incrementados en el 33,3% en
nifios y el 50% en nifias. Los valores séricos de ALT estuvieron incrementados en el
33,3% de nifios y en el 41,7% de nifias; solamente el 25% de nifias presentaron valores
incrementados de y-GT; la ALP estuvo acrecentada en el 44.4% de nifios y en el 66.7%
de nifias. Por otro lado, los niveles de LDH estuvieron acrecentados en el 55,6% de nifios
y en el 41.7% de nifias. Conclusion: Las pruebas enzimaticas LDH, AST, ALT y ALP se
encuentran aumentados en nifios con LLA con respecto a los valores normales, debido al
sindrome de lisis tumoral caracterizada por alteraciones electroliticas, y como
consecuencia de la destruccion masiva de células tumorales y la liberacién réapida de

grandes cantidades de elementos intracelulares (Moya y Pio, 2015).

Se analizé el perfil metabolomico asociado al cancer de pulmén empleando
muestras bioldgicas procedentes de pacientes con carcinoma epidermoide. Se analiz
perfil metabolico de tejido tumoral de pulmdn, asi como de tejido pulmonar sano del
mismo paciente. Resultados: se observaron alteraciones en la mayoria de los metabolitos
involucrados en el metabolismo de las purinas en carcinomas epidermoides con respecto

al tejido normal de pulmon, ademas de un incremento del precursor ribosa-5-fosfato,
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corroborando el papel crucial que poseen las purinas en el desarrollo y proliferacion

tumoral (Molina, 2016).

Los valores de referencia de los pardmetros bioquimicos en estudio, para la especie

ovina, segun Nufiez y Bouda (2007), se presentan en la tabla 2.

Tabla 2

Valores de referencia de la actividad enzimética de algunas enzimas en ovinos.

Parametro Unidad de medida Valor
ALT Ul/L 0-15
AST Ul/L 70-125
Fosfatasa alcalina uUl(L 50 — 350
CK UI(L 50 — 400
GGT Ul(L <40
Amilasa UI(L 126 — 250

Se estudiaron las enzimas séricas en 377 ovejas aparentemente sanas de tres razas
autoctonas de Etiopia (Menz, Tukur y Wello). Se determind el efecto de la raza, la edad,
el sexo y la estacion del afio sobre los niveles de ALT (o GPT), AST (o GOT), fosfatasa
alcalina (ALP) y fosfatasa acida (AcP). Los niveles medios oscilaron para ALT/GPT 17.2
—17.7 UI/L, para AST/GOT entre 50.4 y 56.6 Ul/, para ALP entre 93.2 y 103.9 UI/L y
para fosfatasa &cida prostética (AcP) entre 2.47-2.56 UI/L. Todos estaban dentro del rango
normal para ovejas en otros lugares. La estacion tuvo influencia significativa sobre todas
las enzimas séricas excepto AcP en la raza Menz. El sexo tuvo un efecto significativo
sobre AST/GOT para Menz y sobre ALP para todas las razas de ovejas, con valores
consistentemente mas altos en machos que en hembras. La edad fue significativa sélo en
la ALP en las razas Menz y Tukur. Los niveles de enzimas séricas de estas razas de ovejas

autoctonas pueden utilizarse como valores de referencia normales para las razas de ovejas
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etiopes adaptadas a una agroecologia y un sistema de produccion similares (Tibbo et al,

2008).

Se estudid la actividad enzimética sérico en 60 mujeres con carcinoma de mama con
metéastasis (CCM) y en 80 mujeres con carcinoma mamario sin metastasis (CSM), entre 24 y 60
afios. En estas pacientes se determing la actividad sérica de las enzimas: fosfatasa alcalina (ALP),
dehidrogenasa lactica (LDH), y- glutamiltranspeptidasa (y-GT), aspartato aminotransferasa
(AST), alanina aminotransferasa (ALT), leucinaminopeptidasa (LAP). 5'-nucleotidasa (5'N),
ceruloplasmina (Cp), colinesterasa (CHE), maltasa acida (MA), fosfohexosaisomerasa (PHI),
amilasa (AMS), isocitrato deshidrogenasa (ICD), B-glucuronidasa (B-gluc) y proteasas acidas
(PAc). En las pacientes con CCM todas las actividades enziméticas estan significativamente
elevadas (p<0.05) en comparacion con las pacientes con CSM, con excepcién de CHE, que

disminuye (Alarcén et al., 2007).

El trabajo para desarrollar pruebas preclinicas mejoradas para APO continua, ya que
existe una clara demanda por parte de los granjeros y veterinarios. En particular, habria
una buena aceptacion de la prueba para confirmar el estado de enfermedad de las ovejas
reproductoras de alto valor, especialmente los carneros que se van a introducir en rebafios
que de otro modo estarian cerrados. Si se dispusiera de una prueba de diagnostico
confiable y asequible, entonces el desarrollo de parvadas acreditadas por APO podria
proporcionar una ventaja econdémica significativa a las parvadas especializadas en el

suministro de carneros reproductores (Griffitths et al, 2010).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

El estudio fue realizado en el Centro Experimental Carolina de la Universidad
Nacional del Altiplano ubicado en el distrito, provincia y departamento de Puno, en las
coordenadas 15°52'11" de Latitud Sur y 70°24'32" de Longitud Oeste, a una altitud de
3900 a 4100 m, en el km 9 de la carretera Puno-Moquegua (SENAMHI, 2016). El clima
es frio y seco, con épocas de estiaje (junio a setiembre) y de lluvias (diciembre a marzo).
El centro tiene una extension de 150 hectareas, con praderas de pastos naturales, base de

la alimentacion de los animales (alpacas, ovinos y vacunos)
3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL
3.2.1. Animales

Para el estudio se utilizaron 20 ovejas hembras adultas de raza Corriedale,
de los cuales 10 fueron positivas a APO a la prueba de levantamiento de los
cuartos traseros (prueba de la “carretilla”) y 10 negativas a la misma prueba y en

aparente buen estado de salud.

El tipo y tamafio de muestreas considerado para el estudio fue al azar y

segun el tipo de muestreo no probabilistico segun criterio.
3.2.2. Materiales y equipos

Material de campo

- Guantes desechables.

- Tubos vacutainer con EDTA y agujas calibre 20G.
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Torundas de algodén.

Alcohol yodado

Bolsa para desechos bioldgicos.
Marcador indeleble

Tiza para marcar al animal

Cuaderno de registro.

Caja refrigerante con hielo y gradillas

Formalina tamponada neutra al 10%

Material de laboratorio

Tubos de ensayo

Papel filtro

Puntas amarillas y azules de micropipeta
Cronometro

Pipetas Pasteur.

Micropipetas y pipetas

Material volumétrico

Bafio de agua

Frasco lavador

Agua destilada

Equipo

Espectrofotémetro
Vortex
Refrigeradora
Centrifugadora

Bafio de agua
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- Congeladora

- CronOmetro

3.3. METODOS

3.3.1. Seleccién de animales

Para seleccionar los animales con APO, se tomaron en cuenta los signos
respiratorios crénicos que mostraban los animales, tales como la dificultad
respiratoria e intolerancia al ejercicio, para luego someterlos a la prueba de
levantamiento de los cuartos traseros (prueba de la “carretilla”); y, si estos
presentaban la emanacion de exudado liquido por los ollares, se les consideraba
positivos al APO. Los animales sin problemas respiratorios, tolerantes al ejercicio
y sin emanacion de exudado a la prueba de la “carretilla” fueron considerados

como negativos a APO.

Para confirmar el diagnostico de APO de los 10 elegidos, dos de ellos
fueron sacrificados para la necropsia correspondiente. Se obtuvieron muestras de
tejido pulmonar y ganglios linfaticos mediastinicos en formal al 10% para realizar
el diagndstico histopatoldgico. Durante la necropsia se tomaron imagenes del
tracto respiratorio, encontrandose pulmones agrandados, maltiples areas grisaceas
duras y acumulacion de liquido mucoide en la cavidad pleural, ademéas presencia

de abundante liquido mucoso en los ductos aéreos.

Después de 48 horas de fijacion en formalina tamponada neutra, las
muestras se procesaron para el examen histopatoldgico. Se hicieron cortes de 4
um y se tifieron con hematoxilina y eosina (HE), encontrandose muchos focos
neopléasicos no encapsulados que se originaban en el revestimiento epitelial
alveolar, transformacion del revestimiento epitelial alveolar en células ctbicas y
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cilindricas, que son signos patognomdnicos del APO. Las imagenes de los

resultados de histopatologia se muestran en el Anexo 01.
3.3.2. Obtencion de sangre, suero y conservacion

De los 20 animales, se obtuvieron muestras sanguineas de la vena cefalica
estando el animal en posicion de sentado y haciendo hemostasia a nivel del brazo
con banda eléstica, previa desinfeccion de la zona con alcohol-yodado. Se
utilizaron agujas y tubos al vacio conteniendo EDTA, colectandose un volumen
aproximado de 3 mL los que fueron rotulados y colocados en termo refrigerado
con hielo para su conservacion y transporte hasta el laboratorio en la ciudad de

Puno.

La obtencién del plasma sanguineo se obtuvo por centrifugacién a 3000
rpm durante 10 minutos, el plasma obtenido se decantd a viales Eppendorf para

Su procesamiento.
3.3.3. Procesamiento de muestras

La determinacién cuantitativa de la actividad de las tres enzimas fue

realizada por técnicas colorimétricas espectrofotométricas.

a)  Alanina aminotransferasa (ALT o GPT)
Técnica: Método UV optimizado (Reitman y Frankel)
Fundamento: La ALT cataliza la siguiente reaccion:

ALT
L-alanina + a-Cetoglutarato  —  Piruvato + L-glutamato
LDH

Piruvato + NADH + H* —  L-lactato + NAD*
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Procedimiento: Los reactivos y el protocolo seguido para la

determinacion de la actividad ALT se encuentra en los anexos.
b) Fosfatasa alcalina (ALP)
Técnica: Método cinético optimizado

Fundamento: La fosfatasa alcalina (ALP o monoéster ortofosfdrico
fosfohidrolasa, EC. 3.1.3.1.) hidroliza al p-nitrofenilfosfato (p-NFF), que
es incoloro, produciendo fosfato y p-nitrofenol a pH alcalino. La
velocidad de aparicion del anion p-nitrofenolato (amarillo) a 405 nm, es

proporcional a la actividad enzimatica de la muestra.

Procedimiento: Los reactivos y el protocolo seguido para la

determinacion de la actividad ALP se encuentra en los anexos.
c) Amilasa
Técnica: Método cinético

Fundamento: La o-amilasa hidroliza el sustrato definido 2-cloro-p-
nitrofenil-a-D-maltotriésido (CNP-G3) para liberar 2-cloro-p-nitrofenol
(CNP), forméandose 2-cloro-nitrofenil-a-D-maltésido  (CNP-G2),
maltotriosa (G3) y glucosa. EI CNP absorbe a 405 nm y la velocidad de
aparicion del color es directamente proporcional a la actividad

enzimatica.

Procedimiento: Los reactivos y el protocolo seguido para la

determinacién de la actividad ALP se encuentra en los anexos.
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se depositaron en una hoja Excel y el analisis estadistico con
el software InfoStat (2020). Para cada variable de respuesta, se reportan estadisticos
descriptivos de tendencia central y de dispersion: media, error estandar de la media (EE),

coeficiente de variacion (CV) y valores extremos (VE).

El analisis de la varianza (ANOVA) fue realizado en un Disefio Completo al Azar

cuyo modelo matematico es:

Yi=u+ai+t e
Donde:
Yij : variable de respuesta.
K : Media general de la variable en estudio
a;i : Efecto de la condicion (con APO y sin APO) (i=1, 2)
&ij - Error experimental (=1, 2, 3 ..., 10)

Antes de someter los datos al ANOVA, se realizaron las pruebas de normalidad
de datos por el método grafico de Q-Q plot y homogeneidad de varianzas (los resultados

se muestran en los anexos).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la actividad enzimética (AE) de las tres enzimas consideradas
en el estudio, correspondientes a los 20 ovinos con y sin APO del C.E. Carolina se

encuentran en el Anexo 02.
4.1. ALANINA TRANSAMINASA (ALT)

En la Tabla 3 se muestra los estadisticos descriptivos de la AE de la alanina

transaminasa en ovinos Corriedale del C.E. Carolina segtn su condicion sanitaria.

Tabla 3

Estadisticos descriptivos de la AE de la alanina transaminasa (ALT) (UI/L) en ovinos

Corriedale con y sin APO del C.E. Carolina.

Valores Extremos

Condicién n Media + E.E. C.V. (%) Min Max
Con APO 10 1450 = 0.86° 18.70 12.00 20.00
Sin APO 10 11.70 + 0.52° 14.00 9.00 14.00

El analisis de varianza (ANVA) y la prueba de Tukey (Anexo 8) indican que existe
diferencia significativa entre los animales con y sin APO, siendo la AE de la ALT,
superior en los animales con APO que los sin APO (P<0.05). El Gréfico 1, ilustra este

resultado.
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Figura 1l
Medias y barras de E.E. para la AE de la ALT (UI/L) en ovinos Corriedale del C.E.

Carolina segun condicion.

15.42-
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Como lo indica Braunwald et al (2001), las transaminasas normalmente estan
presentes en el suero en concentraciones bajas y se liberan a la sangre en grandes
cantidades cuando hay dafio de la membrana celular hepatica que produce una
permeabilidad incrementada, por lo que cualquier tipo de lesion de la célula hepatica
puede causar las elevaciones en las transaminasas séricas (ALT, AST y GGT). Si bien los
animales con APO tienen un mayor nivel de actividad ALT que los sin APO, ambos
valores se encuentran dentro de los limites establecidos para la especie por Kaneko et al
(1997) y Constable et al (2017), lo que conduciria a la hipotesis de que la presencia del
APO, tendria un cierto efecto dafiino sobre el higado. Kerr (2002), apoya esta hipotesis
al sefialar que un aumento de los niveles plasmaticos de una enzima se produce
principalmente debido a dafio, rotura o necrosis de las células del 6rgano o tejido que

contiene esa enzima. Sin embargo, hay que tener en cuenta lo sefialado por Ozgiirimez
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M. & Haeckel R. (2018), que indican que un resultado normal no excluye la presencia de

una enfermedad.

Por otro lado, Burtis et al (2008) y Balcells (2001), precisan que la ALT, ademas
de ser una enzima citoplasmica hepatocelular, también se encuentran en menor
proporcién en musculo esquelético, corazon, rifion, pancreas y eritrocitos (en orden
decreciente). De modo que cuando hay una lesion de estos érganos, la ALT es liberada a
la sangre y aparece elevada en los analisis, lo que también estaria ocurriendo en los

animales con APO del estudio realizado.

Son muy pocos los estudios que relaciona la actividad de algunas enzimas con el
cancer. Por ejemplo, Moyay Pio (2015) midieron la AE de la ALT en nifios con leucemia
linfoblastica aguda antes del tratamiento antineoplasico, encontrando que la AE de la
ALT incrementaron en el 33,3% de nifios y en el 41,7% de nifias, concluyendo que la
actividad de la ALT se encuentran aumentados en nifios con leucemia con respecto a los
valores normales, debido al sindrome de lisis tumoral caracterizada por alteraciones
electroliticas, y como consecuencia de la destruccién masiva de células tumorales y la
liberacion rapida de grandes cantidades de elementos intracelulares. Alarcon et al. (2007),
estudiando la ALT en el cancer de mama en mujeres con metastatis también encontré un

aumento significativo en la actividad de esta enzima en el suero sanguineo.

Molina (2015) analiz6 el perfil metabolomico asociado al cancer de pulmoén
empleando muestras bioldgicas procedentes de pacientes con carcinoma epidermoide. Se
analizo perfil metabdlico de tejido tumoral de pulmén, asi como de tejido pulmonar sano
del mismo paciente. Los resultados muestran alteraciones en la mayoria de los
metabolitos involucrados en el metabolismo de las purinas en carcinomas epidermoides

con respecto al tejido normal de pulmon, ademas de un incremento del precursor ribosa-
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5-fosfato, corroborando el papel crucial que poseen las purinas en el desarrollo y

proliferacion tumoral. Aspecto que también estaria sucediendo en el APO

La AE de la ALT en ovinos Corriedale (con y sin APO) del C.E. Carolina
encontrado en el estudio, se encuentran dentro del rango establecido por varios autores:

0-30 UI/L (Kaneko et al, 1997) y 5-20 UI/L (Constable et al, 2017).

Comparando los resultados de ALT con otros estudios realizados en ovinos, se
tiene el realizado por Avellanet et al (2007), quien estudiando ovinos de la raza Xisqueta
del Pirineo de Lleida (Espafia), encontrd una media de 21,97 UI/L, superior al encontrado
en el presente estudio, lo que podria ser atribuido a la variabilidad bioldgica y a la técnica
de analisis utilizado en su cuantificacion. Al respecto, Ozgiiriimez M. & Haeckel R.
(2018), sefialan que existen diversos factores que repercuten sobre los resultados de
laboratorio, entre ellos la variabilidad bioldgica o fisiolégicas, que incluye a la raza, edad,
sexo, dieta, gestacion, entre otros); a las variaciones medioambientales (ubicacién
geogréfica) como la temperatura y la altitud; y a variaciones analiticas o instrumentales
que corresponden al error analitico debido a los métodos de valoracion. Es por esto, que
cada laboratorio debe contar con intervalos de referencia biol6gicos ajustados a su

realidad.

Tibbo et al (2008, estudiando la ALT en ovinos aparentemente sanos de tres razas
autoctonas de Etiopia (Menz, Tukur y Wello), encontraron medias que oscilan 17.2y 17.7
UI/L, sefalando que se encuentran dentro del rango normal para ovejas de otros lugares.

Valor que es ligeramente superior al encontrado en el presente estudio.
4.2. FOSFATASA ALCALINA (ALP)

En la Tabla 4, se muestra los estadisticos descriptivos de la AE de la fosfatasa

alcanina en ovinos Corriedale del C.E. Carolina segun su condicién sanitaria.
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Tabla 3

Estadisticos descriptivos de la AE de la fosfatasa alcalina (ALP) (UI/L) en ovinos

Corriedale con y sin APO del C.E. Carolina.

Valores Extremos

Condicién n Media + E.E. C.V. (%) Min Max
Con APO 10 104.60 *+ 6.23° 18.80 75.00 126.00
Sin APO 10 65.90 + 3.89° 18.60 46.00 79.00

Al igual que la ALT, el andlisis de varianza y la prueba de Tukey (Anexo 8)
indican que también existe diferencia significativa entre los animales con y sin APO

(P<0.05), siendo superior en los animales con APO. El Grafico 2, ilustra este resultado.

Figura 2
Medias y barras de E.E. para la AE de la ALP (UI/L) en ovinos Corriedale del C.E.

Carolina segun condicion.

112.257

]104.60

98.751

85.254

Medias

71.757

]:65.90

SINAPO CON APO
COND

58.25
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ﬂ. UNIVERSIDAD

El estudio realizado por Moya y Pio (2015) en nifios con leucemia linfoblastica
aguda antes del tratamiento antineoplasico encontraron que la AE de la ALP se
incremento en 44.4% en nifios y en 66.7% en nifias, con respecto a los valores normales.
Esto se deberia, al igual que la ALT, al sindrome de lisis tumoral caracterizada por
alteraciones electroliticas, y como consecuencia de la destruccion masiva de células
tumorales y la liberacion répida de grandes cantidades de elementos intracelulares que se

desarrolla durante el cancer, tal como lo refiere Alarcén et al. (2007),

La AE de la ALP en ovinos Corriedale (cony sin APO) del C.E. Carolina, también
se encuentran dentro del rango establecido por Kaneko et al (1997), Constable et al (2017)
y Kerr (2002): 0-387, 70-390 y 0-300 UI/L, respectivamente. Es importante indicar lo
sefialado por Kerr (2002), quien indica que la ALP es una enzima que se ve mas
seriamente afectada por las diferencias en el método de medicion, en particular del
tampon utilizado. Por lo tanto, sus valores “normales” variaran ampliamente entre
laboratorios y es esencial determinar los niveles considerados normales en el laboratorio
que esté utilizando. Es decir, las diferencias encontradas, ademas de los factores

bioldgicos, se atribuyen al método utilizado en su cuantificacion.

Malchevski A. (1983), estudio la actividad de la fosfatasa alcalina en el suero
sanguineo de ovinos de distintas edades y diferentes estados fisiologicos, encontrando
que la edad es un factor que influye en la actividad de esta enzima, siendo en corderos de
un mes de 310.6 Ul mientras que en ovejas adultas fue de 62.0 Ul. La actividad

encontrada en el presente estudio es similar al de las ovejas adultas sin APO (65.90 Ul).

Tibbo et al (2008), también evalu6 la actividad de la ALP en tres razas de ovinos
autoctonos de Etiopia, encontrando medias que oscilan entre 93.2 y 103.9 UI/L, valores

gue se encuentran proximos al presente estudio.
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4.3. AMILASA

En la Tabla 5 se muestra los estadisticos descriptivos de la AE de la amilasa en

ovinos Corriedale del C.E. Carolina segun su condicién de salud.

Tabla 4

Estadisticos descriptivos de la AE de la amilasa (UI/L) en ovinos Corriedale con y sin

APO del C.E. Carolina.

Valores Extremos

Condicion n Media + E.E. C.V. (%) Min Max
Con APO 10 7230 + 4.38% 19.20 59.00 98.00
Sin APO 10 53.10 + 3.20° 19.00 43.00 69.00

El analisis de varianzas (ANVA) (Anexo 11) indica que existe diferencia
significativa entre los animales con y sin APO (p>0,05), siendo superior en los animales

con APO. El Grafico 1, ilustra este resultado.

Figura 3

Medias y barras de E.E. para la AE de la amilasa (UI/L) en ovinos Corriedale del C.E.

Carolina segun condicion.

77.484
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Kerr (2002) manifiesta que la amilasa esta presente principalmente en el pancreas
y las glandulas salivales y, inusualmente para una molécula de proteina, se excreta por el
rifidn. Su principal uso clinico es en el diagnostico de pancreatitis necrotizante aguda. Se
trata esencialmente de una enfermedad asociada con otros factores como dieta rica en
grasas, obesidad y otras, donde las enzimas proteoliticas se escapan de las células y
comienzan a autodigerir el érgano. En ese sentido, el APO, por el sindrome que lleva
consigo, también seria un factor que conduce a cierta destruccion del pancreas, lo que se

traduce en la mayor AE en animales positivos al APO con respecto a los negativos.

Finalmente, se debe indicar que el presente estudio es el primero que se realiza,
no encontrando reportes similares en la literatura cientifica; sin embargo, los resultados
obtenidos son concordantes con el realizado por Alarcon et al. (2007), quienes estudiaron
la actividad sérica de varias enzimas en mujeres entre 24 y 60 afios con carcinoma de
mama con metastasis, entre ellas: ALT, ALP y amilasa; sus resultados hallados indican
que todas las actividades enzimaticas se encuentran significativamente elevadas (p<0.05).
De este modo, la medicion de la actividad enzimatica sérica podria servir de ayuda para

diferenciar animales sanos de los enfermos, dependiendo del grado de metastasis.
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V.CONCLUSIONES

- La actividad enzimatica de la alanina transaminasa (ALT) en animales con APO

(14.50 UI/L) es superior a los animales sin APO (11.70 UI/L) (P<0.05).

- Laactividad enzimética de la fosfatasa alcalina (ALP) es méas alta en los animales con

APO (104.60 UI/L) que los animales sin APO (104.60 UI/L) (P<0.05).

- Laactividad enzimatica de la amilasa en animales con APO (72.30 UI/L) es superior

a los animales sin APO (53.10 UI/L) (P<0.05).

52

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

V1. RECOMENDACIONES

- Realizar estudios de la actividad de otras enzimas séricas que ayuden a

evidenciar el dafio y la funcion de diversos 6rganos en animales con APO.

- Estudiar otros marcadores bioquimicos y tumorales en el APO.
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ANEXO 1: llustracién 1: 10x

Imagen 1: Alveolos muy ensanchados con presencia de papilas en el centro, neutrofilia'y
piocitos (10x)

lustracion 2: 40x
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Imagen 2: Alveolos muy ensanchados con presencia de papilas en el centro, neutrofilia'y
piocitos (40x)
llustracion 3: 40x

Imagen 3: Papilas y epitelio alveolar revestido por células polimdrficas. En los espacios

alveolares abundancia de macrofagos y linfocitos (40x)

lustracion 4: 40x
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Imagen 4: Alveolos pulmonares con macrofagos (40x)

lustracion 5: 10x

Imagen 5: Fase inicial de una neumonia intersticial (10x)

llustracion 6: 40x
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Imagen 6: Exudado inflamatorio hemorrégico con linfocitos en la zona peribronquiolar
(40x).

llustracion 7: 10x

Imagen 7: Metéstasis de APO (carcinoma pulmonar ovino) en ganglio linfatico hiliar
(10x).

llustracion 8: 40x

Imagen 8: Ganglio linfatico hiliar con presencia de células tumorales malignas
(neumaocitos) (40x).
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ANEXO 2: Resultados de la actividad enzimatica en suero sanguineo de ovinos

Corriedale del C.E. Carolina segun condicion de salud

Alanina Fosfatasa alcalina

Amilasa transaminasa (ALT) (ALP)
CONDICION (UI/L) (UI/L) (UI/L)
CON APO 60.0 14.0 126.0
CON APO 72.0 19.0 89.0
CON APO 65.0 14.0 85.0
CON APO 66.0 13.0 126.0
CON APO 66.0 13.0 92.0
CON APO 96.0 13.0 120.0
CON APO 66.0 14.0 118.0
CON APO 59.0 12.0 123.0
CON APO 98.0 20.0 92.0
CON APO 75.0 13.0 75.0
SIN APO 69.0 9.0 53.0
SIN APO 43.0 14.0 55.0
SIN APO 60.0 10.0 46.0
SIN APO 49.0 13.0 75.0
SIN APO 47.0 12.0 79.0
SIN APO 45.0 11.0 79.0
SIN APO 69.0 11.0 71.0
SIN APO 47.0 11.0 77.0
SIN APO 44.0 14.0 56.0
SIN APO 58.0 12.0 68.0
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ANEXO 3: Prueba de normalidad Q-Q plot (prueba de Shapiro-Francia) para ALT en

ovinos Corriedale del C.E. Carolina

Cuantiles observados(RE ALT)

2581 n=20r=0.931 (REALT) ®

1.46+

0.331

-0.791

-1.924 f T T T T
-1.92 -0.79 0.33 1.46 2.58

Cuantiles de una Normal(-1.1102E-016,1.0526)

R>0,94. Por lo tanto, tiene distribucién normal

ANEXO 4: Prueba de homogeneidad de varianzas para para ALT en ovinos Corriedale

del C.E. Carolina

REALT

278
[ ]
[ ]
1.72
[ ]
0661 o
[ ]
[ ]
-040{ ®
° [ ]
° [ ]
-1'46- T T T T Li
11.56 12.33 13.10 13.87 14.64
PRED ALT
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ANEXO 5: Andlisis de la varianzay prueba de Tukey para para ALT en ovinos Corriedale

del C.E. Carolina

R?
30

Variable N Ccv

20 0.

R? Aj
0.26 17.13

ALT

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 39.20 1 39.20 7.79 0.0121
COND 39.20 1 39.20 7.79 0.0121
Error 90.60 18 5.03
Total 129.80 19
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.10791
Error: 5.0333 gl: 18

COND Medias n E.E.

SIN APO 11.70 10 0.71 A
CON APO 14.50 10 0.71 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

15.421
14.50
14.26
w
R
D 13.104
=
11.944 11.70
10.78 . . .
SINAPO CONAPO
COND
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Independent Samples T-Test
t df p
ALT 2.791 18 0.012

Note. Student's t-test.

Descriptive Statistics

ALT

CON APOSIN APO
Valid 10 10
Mean 14500 11.700
Std. Error of Mean 0.860 0.517
Coefficient of variation 0.187 0.140
Minimum 12.000  9.000
Maximum 20.000  14.000
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ANEXO 6: Prueba de normalidad Q-Q plot (prueba de Shapiro-Francia) para ALP en

ovinos Corriedale del C.E. Carolina

1.924 n=20r=0.962 (REALP)

0.96+

0.00A1

-0.961

Cuantiles observados(RE ALP)

-1.924 1 T T T T
-1.92 -0.96 0.00 0.96 1.92

Cuantiles de una Normal(3.5527E-016,1.0526)

R>0,94. Por lo tanto, tiene distribucién normal

ANEXO 7: Prueba de homogeneidad de varianzas para ALP en ovinos Corriedale del

C.E. Carolina

1.541
[ ]
[ ]
®
[ ] [ ]
0641 o
[ ]
[ ]
o
|
< 026
o
]
[ ] [ ]
®
16 o o
[ ]
-2'06-| T T T Li
63.97 74.61 85.25 95.89 106.53

PRED ALP
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ANEXO 8: Andlisis de la varianza y prueba de Tukey para ALP en ovinos Corriedale del

C.E. Carolina
Variable N R? R? Aj CV
ALP 20 0.61 0.59 19.26

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7488.45 1 7488.45 27.78 0.0001
COND 7488.45 1 7488.45 27.78 0.0001
Error 4851.30 18 269.52
Total 12339.75 19

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=15.42474
Error: 269.5167 gl: 18

COND Medias n E.E.
SIN APO 65.90 10 5.19 A
CON APO 104.60 10 5.19 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

112.251
104.60
98.751
0
£
g 8525
=
71.754
65.90
58.25 T T T
SINAPO CON APO
COND
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Independent Samples T-Test

ALP 5.271 18 <.001s

Note. Student's t-test.

a Levene's test is significant (p < .05), suggesting a violation of the equal variance

assumption

Descriptive Statistics

ALP

CON APOSIN APO
Valid 10 10
Mean 104.600 65.900
Std. Error of Mean 6.229 3.886
Coefficient of variation 0.188 0.186
Minimum 75.000  46.000
Maximum 126.000  79.000
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ANEXO 9: Prueba de normalidad Q-Q plot (prueba de Shapiro-Francia) para amilasa en

ovinos Corriedale del C.E. Carolina

2.237 n=20r=0.927 (REAMILASA) . ®

1.204

0.16-

-0.881

Cuantiles observados(RE AMILASA)

-1.924 f T T T T
-1.92 -0.88 0.16 1.20 223

Cuantiles de una Normal(3.3307E-016,1.0526)

R>0,92. Por lo tanto, tiene distribucién normal

ANEXO 10: Prueba de homogeneidad de varianzas para para amilasa en ovinos

Corriedale del C.E. Carolina

2.404
°
[
1477 o
&
3 .
E 0.544 .
W [}
o ®
-0391 @
e s
s
-1 '33- T T T T T
52.14 57.42 62.70 67.98 73.26

PRED AMILASA
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ANEXO 11: Andlisis de la varianza y prueba de Tukey para para amilasa en ovinos

Corriedale del C.E. Carolina

Variable N R? R? Aj CV
AMILASA 20 0.41 0.38 19.35

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1843.20 1 1843.20 12.52 0.0023
COND 1843.20 1 1843.20 12.52 0.0023
Error 2649.00 18 147.17
Total 4492.20 19

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=11.39803
Error: 147.1667 gl: 18

COND Medias n E.E.
SIN APO 53.10 10 3.84 A
CON APO 72.30 10 3.84 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

77.481
72.30
70.09
w
R
D 6270
=
55.31 53,10
47.92 . . .
SINAPO CONAPO
COND
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Independent Samples T-Test
t df p
AMILASA 3.539 18 0.002

Note. Student's t-test.

Descriptive Statistics

AMILASA

CON APOSIN APO
Valid 10 10
Mean 72.300 53.100
Std. Error of Mean 4.384 3.195
Coefficient of variation 0.192 0.190
Minimum 59.000 43.000
Maximum 98.000  69.000

CORRELACIONES

Pearson's Correlations
Variable AMILASA ALT ALP
1. AMILASA Pearson's r —

p-value —

2. ALT Pearson's r 0430 —
p-value 0.058 —

3. ALP Pearson's r 0.381 0.295 —
p-value 0.098 0.207 —
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ANEXO 12: Medidas resumen de parametros hematoldgicos

Serie Roja

CONDICION Variable n Media E.E. Ccv Min Max
CON APO RBC 10 12.42 0.29 9.03 10.41 14.24
CON APO HGB 10 15.47 0.30 7.53 12.30 16.80
CON APO HCT 10 36.81 0.56 5.91 33.80 40.14
SIN APO RBC 10 12.71 0.17 5.18 11.55 13.74
SIN APO HGB 10 15.69 0.27 6.65 14.20 17.40
SIN APO HCT 10 37.04 0.69 7.19 31.43 40.61

RBC = Recuento de gldébulos rojos (x101?)

HGB = Hemoglobina (g/dL)

HCT = Hematocrito (%)

Serie Blanca

CONDICION Variable n Media E.E. Ccv Min Max
.58 15.32 11.48 18.51
.96 5.05 68.10 82.60
.01 7.56 0.40 0.60

E
0
0
0
CON APO SNEU 10 25.87 0.96 14.44 16.80 31.40
0
0
0
0

CON APO WBC 10 14.63
CON APO SLYM 10 73.65
CON APO $MON 10 0.50
SIN APO WBC 10 10.43 0.52 19.18 7.85 14.33
.76 3.75 73.90 82.80
.02 16.19 0.40 0.70
.75 13.89 16.80 25.50

SIN APO SLYM 10 78.46
SIN APO SMON 10 0.49
SIN APO SNEU 10 21.03

WBC = Recuento de gldébulos blancos (x109)
LYM = Linfocitos
MON = Monocitos
NEU = Neutrdéfilos
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PROTOCOLOS

®

LIHEP. LIGUIDA

GPT(ALT) EI[[I

Metodo UV optimizade (IFCC) para la determinacion de
alanina aminotransferasa (GPT/ALT) en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

La alanina aminctransferasa (ALT o GPT) es una enzima
urdlocular {m-:lplasrnatm}wya mayor actividad se localiza
en & tejido hepatico. La destruccion o cambio de |:-ermaab|—
lidad de las membranas celulares provoca ks liberacion de
ALT ala circulacion sanguinea.

Los mayores aumentos de actividad ALT en suero, s pro-
ducen como consecuencia de alteraciones hepsticas. En
el caso de hepatilis virales, & sumento de ALT preceds 3
la aparicion de ictericia, alcanzando wn maxime luego de ks
observacion de dicho sintoma. Si los valores permanecen
elevados luego de @ semanas, debe pensarse en |a posioi-
lidad de una hepatilis activa o en el comierzo de una hepa-
fifis cronica, por ko gue es de uiilidad las determinaciones
serizdas de ks enzima.

La determinacion de ALT adquiers importancia diagnostica
cuando sus wabores se comparan con los die ofras enzimas
de similar origen tisular, permitiende aai completar & perfl
erzimatico de drganos coma &l higado.

Utilizar los reacives guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratonio de analisis clinicos.

Todos kos reactivos y las muesiras deben descartarse de
acuerde a la nomativa bocal vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTD

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. Una vez
abierios, no deben permanecer fuera del refrigerador por
pericdos prolongados. Evitar contaminaciones.

Reactivo inico {premezclado): estable 2 meses en refrige-
rador (2-105C) a partir de la fecha de su preparacion.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Cuando el espectrofotdmetro ha sido llevado a cero con
agua destilada, lecturas de absorbancia del Reactive unico
infericres a 0,800 D.0. o superiores a 1,600 0.0, (a 340 nm}
son indicio de deteriors del misma.

FUNDAMENTOS DEL METODO

Basado en el siguiente esquema reaccionanie: MUESTRA
GPT Suero o plasma

L-alanina + 2-oxoglutarato ——s- pinuvato + L-glutamato a) Recoleccion: se debe ohiener de la manera usual.
LDH b) Aditivos: en caso de que ks muestra a uiilizar sea plas-

pirvvate + MADH + H* ———— = | Jactato £ MAD*

REACTIVOS PROVISTOS

A Reactivo A soludidn de buffer TRIS pH 7.5 contenienda
L-alanina.

B. Reactivo B: solucion conteniendo 2-oxoglutarato, nico-
tinamida adenina dnuclectido redudido (NADH) y lactato
deshidrogenasa (LDOH).

Concentraciones finabes

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivos Provistos: listos para usar. Estos pueden usarse
separados o como Reactivo dnico, mezclando 4 panes de
Reactiva A con 1 parte de Reactivo B (e: 4 ml Reactivo A
+ 1 ml Reactivo B).

PRECAUCIONES
Los reactivos son para uso diagndstios ™in witro™

ma, se pusede usar heparinag o EDTA coma anticoagulantes.

c) Sustancias interferentes conocidas:

- Las rmuestras proverienies de padgentes hemodializados o
can hipovitaminosis o patologias asociadas con deficienca
de pindowal fosfato producen valores falsamenie disminudos.

- Mo se observaninierferencias por bilmubina hasta 25 mgidl,
nil triglicéndos hasta 1000 mg/d. La hemoglobing interfiers
significativamente aumentande los resultados, & partir de
hemolisis moderada, debido 3 la presencia de GPT en los
entrocios.

Referirse a Ia bibliografia de Young para los efectos de las

drogas en el presente metoda.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: I3

GPT en suerc es estable hasts 3 dias en refrigerador, sin

apregado de consenantes. No congelar.

MATERIAL REQUERIDO {no provista)

- Espectrofotometro.

- Micropipetas y pipetas capaces de medi los volumenes
indicados.

- Bano de agua a la temperstura indicada en el procedi-
miento @ Seguir.

- Crondmetro.

SEAIINGM 02 p L2
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CONDICIONES DE REACCION VALORES DE REFERENCIA

- Longitud de onda: 340 nm Temperatura 259Cr 30eCr IreC

-Temperatura de reaccion: 25, 30 0 37C. Verlos VALORES Hombres hasta 22 Ul hasta 28 U hasta 41 LA
DE REFERENCIA comespondientes 3 cada temperatura. Mujsres hasta 17 W1 hasta 22U hasta 21 L

- Tiermipa de reaccion: 4 minutos 1 Calculados

- Violumen de rmuestra: 100 ul
Los valimenes de Muestra y de Reactivo pueden variarse
proporcicnalments, sin que varien los factores de calculo,

PROCEDIMIENTO

A) 30 6 3TC
I- TECHICA CON REACTIVO UNICO
En una cubeta mantenida a 30-37-C, colocar.

Mezclar inmediatamente v disparar simulianeamen-
te & crondmetro. Esperar 80 segundos y leer la
absarbancia inicial (ver LIMITACIONES DEL PRO-
CEDIMIENTO) y luego a los 1, 2 y 3 minuios de |3
primera lectura. Determinar |3 diferencia promedio
de absorbancialmin (AAMmin), restando cada lectura
de la anterior y promediando los valores. Utilizar este
promedio para los calcubos.

- TECHICA COMN REACTIVOS SEPARADOS
En una cubeta mantenida a 30-37C, colocar:

Reactivo &

0.80ml

Mezclar inmediatamente y disparar simulianeamen-
te & crondmetro. Esperar 90 segundos y leer la
absorbancia inicial (ver LIMITACIONES DEL PRO-
CEDIMIENTO) v luego a bos 1, 2 y 3 minuios de [a
primera lectura. Determinar |3 diferencia promedio
de absorbancialmin {AAfmin), restando cada lectura
de la anterior y promediando los valores. Utilizar este
promedio para los caloulos.

B) 25C
Emplear 250 ul de Muestra siguiendo el procedimienta
indicado en A).

CALCULO DE LOS RESULTADOS

GPT (M) = AAdmin x factor

En cada caso debera emplearse el factor de caloulo co-
rrespondiente de acuerdo a la temperatura de reaccion
selecoionada:

factor, e, = 1.748

factor,,,.., = 794

Se recomienda gue cada laboratorio establezca sus propios
walores de referencia.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
GPT {UN) 5 0017 = GPT {ukat)

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Pracesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol 5-E 2 niveles) con actividades conoccidas de
GPT. con cada determinacicn.

Reactivo dnico 1.0ml
Preincubar unas minutos. Luego agregar: LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Muestra 100 il \er Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA

Absorbancia inicial baja: cuandouna vez gl zuerola
primera lectura (tiernpo 0) es inferior 2 0,900 0.0, estando el
Reactivo B en condiciones, indica una muestra con muy alta
actividad de GPT (gue consume el MADH ain antes de esta
lectura) o con una concentracion de cefoacidos endogenos
particularments elevada. En este caso, repetir |3 determina-
cidn con muestra diluida con solucin feiolbgcs y muliplicar
&l resultado por la dilusion efectuada.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando simultaneamente replica-
dos de una misma muestra, se cbiiens:

Hivel 0.5 C\
Muestra 100 wl 43,35 LA +1,31 LA 3.02%
Preincubar unos minutos. Luego agregar: 118,70 £2,18U1 1.82%
Reactivo B 0.20ml b} Sensibilidad: el minimo cambio de actividad detectable

de GOT gue puade distinguirse de cen es da 2 1L

¢ Rango dinamico: &l rango Uil de leciura se extiends hasta
0,345 addman (a 340 nm). Si ks AAMmin es superior 3 0,345,
se debe repefir |a determinacion con muestra diluida (1:5
& 1:10) con aoluckn fisioldgica, comglendo loa resultados
segun & facior de dilucidn empleado.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion consulte el manual
del usuario del analizadar en wso.

PRESENTACION

100 mi: - 4 x 20 ml Reactivo A
-2 x 10 ml Reactivo B

(Cad. 1008812)

180 mi: - 4 x 36 ml Reactivo A
-4 x & ml Reactivo B

(Céd. 1008112}

200 ik - 4 x 40 ml Reactivo A
- 1 x40 ml Reactivo B
(Cad. 17E2380)
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250 mi: - 4 x 50 ml Reactive A
-4 x 12,5 ml Reactivo B
(Cod. 1008322)

250 mi: - 4 x 50 ml Reactive A
-4 x 12,5 ml Reactivo B
(Cod. 1008263)

250 mi: - 4 x 50 ml Reactive A
-4 x 12,5 ml Reactivo B
{Cod. 1009620)

250 mi: - 4 x 50 ml Reactive A
-4 x 12,5 ml Reactivo B
(Cod. 1000828)
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siMeOLOS
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LINEA LIGUIDA

ALP 405

Método cinético optimizade (DGKC y SSCC) a 405 nm,
para la determinacion de fosfatasa alcalina

SIGHIFICACION CLINICA

La fosfatasa alcaling es una enzima ampliamente distribuida
en el organismo. Hidroliza kos moncésteres del dcido oro-
fosfonico en medio alcaling.

En el adulto prowiene en parte del higado (fraccion termoesta-
[ode) y en parte del hueso, sistema reficuloendotelial y vascu-
lar (fraccion termclabil), dando lugar a distintas isoenzimas.
La actividad serica de fosfatasa abealina dsea, en condi-
ciones normales, alcanza su mayor actividad en los nifos
en edad de crecimiento (llegando a triplicar bos niveles
del adulio) debido a que esta ispenzima se localiza en los
osteoblastos (relacionados con la calcificacion y fomacidn
de estructuras dsess). También es fisiolbdgco e swmento
que 5= produce al final del primer rimestre del embaraso, a
expensas oz |3 isoenzima placentaria que en este periodo
alcanza niveles maximos (aproximadaments el doble de los
valores normales).

Entre las paiologias que afectan la actividad sérica de fos-
fatasa alcaling, se pueden citar: carcinomas metastasicos
en higado y en hueso (productores de enzima), colestasis
biliar, fandmenos osteoblasticos, trastomos de malabsorcion
acompafados de lesiones ulcernsas (donde kB deficiencia
de vitamina D produce osteomalacia con & consecuents
aurmento de fosfatasa akealing osea) e incluso lesiones en
vias de reparacion tabes como infarto agudo de miccardic,
infarto pulmonar o renal.

FUNDAMENTOS DEL METODO

La fosfatasa alcaling (ALP o monoéster orofosfonico fosfohi-
dralasa, EC. 3.1.3.1.) hidroliza al p-nitrofenilfosfato (p-NFF),
que s incoloro, produciendo fosfato y p-nitrofenol a pH
alcaling. La velocidad de aparicion del anion p-nitrofenalato
{amarillz) a 405 nm, es proporcional a la actividad enzimatica
de la muestra.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucién de buffer DEA (distanolamina),
conteniendo sales de magnesio.

B. Reactivo B: solucion conteniendo p-nitrofenil fosfato
{p-MFF).

Reactiva A con 1 parte de Reactive B (). 4 ml Reactivo A
+ 1 ml Reactivo B).

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Cuando &l espectrofotametro es llevado a cero con agua
destilada, lecturas de absorbancia del Reactivo Unico (pre-
mezclado) superiores a 0.800 D.0. son indicio de deteron
del mismo.

PRECAUCIONES

Los reactivas son para uso diagndstics "in vitra™.
LUtilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en & laboratono de quimica dinica.

Todes kos reactivas y las muestras deben descanarse de
acuerdo a la normativa bocal vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10=C))
hasta la fecha de vencimients indicada en la caj@. Una vez
absertos, no deben permanecer destapados y fuera del refri-
gerador por periodos profongados. Evitar contaminaciones.
Reactive nico (premezdado): estable 1 mes en refrigera-
dor (2-10°C) a partir de la fecha de su preparacion.

MUESTRA

Suero o plasma heparinizado

a) Recoleccion: se debe obtener suero de la manera usual.

b) Aditives: en caso de gue la muestra a emgplear sea plas-

ma, debe usarse hegarina como anficoagulante.

c) Sustancias interferentes conocidas:

- Mo se observan interferencias por bilimubina hasta 18 mgidl,
lipidos hasta 1000 mgidl de trighoéridos, ni heparina hasta
50 LAl

- Hemdlisis moderadas (hasta 200 mgldl) no producen in-
tesferencias pero hemalisis muy intensas pueden producir
variaciones en los resultados.

Refesirse a ks biblografia de Young para los efecios de las

drogas en el presente método.

Concentraciones finales d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento:
DEA S, 1.0 mald emplear suero preferentemente fresco. En caso de no
0,5 mmald efectuarse el ensayo dentro de las 8 horas posteriores a su

10 mmaldl obtencidn, la muestra debe conservarse congelada (-20°C).

INSTRUCCIONES PARA SU USD
Reactives Provistos: lstos para usar. Estos pueden usarse
separados o coma Reactivo Unico, mezclands 4 partes de

MATERIAL REGQUERIDO {no provista)
- Espectrofotometra.
- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indicados.
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- Cubetas espectrofotométricas de caras paralelas.
- Bafio de agua a |a temperatura de reaccion sekeccicnada.
- Cronometra.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 405 nm

=T tura de reaccion: 25, 300 37C. Verlos VALORES
DE REFEREMCIA comespondientes a cada temperatura.

- Tiempo de reaccién: 3 minutos y 20 segundos

- Volumen de muestra: 10 ul Temperatura 25C 3eC AT
Loz vollmenes de muestra y de Reactivo pusden variarse Valores en
proporcionalments, sin gue se altsren los factores de caleulo. sdultos (L) 40-180 45213 B5-300

PROCEDIMIENTO |

TECHICA COM REACTIVO UNICO
En una cubeta manienida a la temperatura de reaccion
selecoionada colocar:

Mezcdar inmediataments y disparar simultaneaments el
croncmetro. Esperar 20 segundos v beer la absorbancia
inicial. Registrar |Ia absorbancia luego de 1, 2 y 3 minutos
de la primera lectura. Determinar la diferencia promedio
de Absorbancialmin (AAfmin), restando cadalecturadela
antesiory promediando los valones. Utilizar este promedio

para kos caloulos.

CALCULD DE LOS RESULTADOS
Fosfatasa alcaling (L) a 405 nm = AfJmin x 5.480

PROCEDIMIENTO Nl

TECHICA CON REACTIVOS SEPARADOS
En una cub=eta manienida a la temperatura de reaccion
seleccionada colocar:

Mezclar inmediataments y disparar simultaneaments el
croncmetro. Esperar 20 segundos v beer la absorbancia

CALCULOD DE LOS RESULTADOS
Fosfatasa alcaling (L) a 405 nm = AfJmin x 8.812

* Marca regizrrada de Ciba Corning Disgnosncs

Reactivo dnico 1,0 ml Temperatura 280 30 AT
:mn'c:mr res inuies, Luegs sgregar o Emﬁﬁ:ﬁﬂ hasta 400 | hasta 450 | hasta 845
uestra U

80

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un matenial de control de calidad
(Standatrol 5-E 2 niveles) con actividades conocidas de
fosfatasa alcaling, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA
En adultos normales (edades entre 20 vy 60 afos) se cbser-
van los siguientes ranpos:

Diebido al proceso ostecclastico, |a isoenzima osea se en-
cuenira aumentada en ka ninez y adolescendia (hasta kos 18
anos, aprodmadamente) proporcionando valones de fosfata-
53 akealina mas elevados que en los adultos. En condiciones
normales se consideran bos siguientes valores limites:

La IFCC recomienda que cada laboratonio establezca sus
progpios valores de referencia eligiendo grupos de personas
en base a criterios establecidos, acorde con el contexto de
su poblacion.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
ALP (L) x 0,017 = ALP {ukatl)

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRAL

Los anticoagulantes comunes (les como EDTA disodico,
oxalato, cibrato o fluomne) producen inhibicidn de La actividad
de fosfatasa alcalina.

El reactivo puede colorearse en presencia de trazas de
soluciones de limpieza a base de hipoclonto. Asegurarse
de enjuagar abundantemente con agua desmineralizada
todo el matenal que pueda estar en contacto con hipoclonto,
incluyendo las agujas y conexiones de los analizadores,
cuando s2 emplea la técnica automatica.

Reactivo A 1,0 mi

Muestra 10ul PERFORMANCE

Praincuba inutos. Lu - Los ensayos fueron realizados en analizador Express Plus™
n-:a..l 1 unes mind =40 sqregar a) Reproducibilidad: procesando de acuerdo al documento

Reactivo B 0.25 ml

EP15-A del CLSI (ex-MCCLS), se obtuvo lo sigulente:
Precision intraensayo

inicial. Registrar |3 absorbancia kuego o 1, 2 y 3 minutos 1';‘5'31 . Efm 2':2-1"'%

de |a primera lectura. Determinar la diferencia promedio 247 LN =26 07 %

de Absorbancialfmin (AAfmin), restando cadalecturadela '

anteriory promedianda los valores. Utilizar este promedio Precision total

para los caloulos. Nivel DS. cV.
11aua 28N 24%
T +3.2 M 08%

b) Linealidad: |z reaccion es lineal hasta 1.500 LN, Para

BEIIIOSMS 2 p 212

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

valores supeniores debe repetirse la determinacion, previa
dluﬂpn del sueno 150 1/10 con mnmagm. Caorregir
los calculos multiplicandeo por el factor de dilucion empleado.
c} Limite de deteccion: el mirémo cambio de actividad de-
tectable de ALP que puede distinguirse de ceroes de 18 UL

PARAMETROS PARA ANALIFADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion consulte el manual
del usuano del analizader en uso.

PRESENTACION

90 ml (Cod. 1008110):
-2 x 36 ml Reactiva A
-2 x 8 ml Reactiva B
100 mil (Cad. 1361402):
-4« 20 mil Reactiva A
-1x 20 ml Reactiva B

100 mi (Cod. 1008241):
-4 x 20 i Reactivo A
-1x 20 ml Reactiva B

100 mi (Cad. 1000809):
-4« 20 mil Reactiva A
-2 x 10 ml Reactiva B

125 mil (Codl. 1008301)c
- 5x 20 ml Reactivo A
-2 x 12,5 ml Reactive B

200 mi {Cod. 1361403):
-4 w40 il Reactivo A
-1 x40 ml Reactiva B

200 mi (Gl 1008802):
- B = 20 ml Reactivo A
-2 x 20 ml Reactiva B

200 mi {Cod. 1000008):
- B = 20 mil Reactiva A
-2 x 20 ml Reactiva B
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simBOLOS
Les siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de
reactivos para diagnostics de Wiener lab.

previstos
peor I3 DiFecttva Europea 8/78 CE o8 procuctes santtanios
para el dlagnastica n vitr"

TN Representants auborizade n la Comunidad Europea

c Este producho cumple con los requenmientos

LUisa diagnastico Tin witrs™

Contenido suficients para <n> snsayos
Fecha de caduckdad

Limite de temperalura (corsendar a)
No congelar

Rlesga biolgico

Walumen despues de la reconstfiuckin
Comenido

Nimem de lobe

Elaborado por

Nochva

Comosive f Causico

Iritante

Consultar Instrucciones oe uso
Callbrador

Coninod

Confrol Positive

Control Negativa
Mimen de cataiogo

B EcoorE] | ex~nag
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q3

LINEA LiGUIDA

Amilasa 405

Maétodo cinético a 405 nm para la determinacion da
amllasa en susrg, plasma u orina. Sustrato CNPG3

SIGHIFICACION CLINICA

La amilasa, producida principalmente en &l pancreas exd-
cring y en |35 glandulas salvales, escinde 106 enlaces e-1-4
glucosidicos de los pollsacandos (almidon y glucogena).
Se encuentra elevada en el suero de paclentes con pan-
creatitls aguda alcanzando 1o valares mas elevados entre
las 24 y 30 horas postenores al atague, declinando luego
para walver @ los niveles normales entre 135 24 y 48 haras
slgulentes.

Tamolén se ve aumentada en esie caso |a excreckin urinana
de I3 enzima, persistiendo 1a hiperamiliasuria 3 3 5 dias, luego
de que la acthvidad serca ha alcanzada bos nivekes narmales.
Tamilén es posltle encontrar valores aumentados en cualk
quier cast de "abdomen agude” o Intervenclin quinirgica en
reglones praximas al pancreas.

La parotiditis bactenana y paperas s2 asoclan tamiolén con
elevaciones en las niveles de amillasa sérkca.

FUNDAMENTOS DEL METODO

L3 m-amitasa hidroliza &l susirabe definids 2-cloro-p-nitrodeni-
e-D-malioiridsida (CHP-G 3) para iberar 2-cloro-p-nitralenal
(CHPF), formandase Z-cloro-nitnafeni-a-D-malosics (CNP-
G2). maltatriasa (G3) y glucosa. El GNP absorbe a 405 nm y i3
velocidad de aparician oel color e direciamente progondional
a la acilvidad enzimatica.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: soluclon contenlenda CHP-G3 2,25 mmoi,
clomuro de calclo 5 mmoll, clonuno de sodlo 70 mmaold, Hocla-
nabe de potasia 900 mmall y buller MES pH 8, 100 mmalil.

INSTRUCCIONES PARA SU USD
Reactive A: llsto para usar.

PRECAUCIONES

Ell Reactvo A &5 para ust diagnostico "In vire™.

El Reactive A es iritante. H318: Provoca imilacion ocular
grave. P262: Evilar &l conkacho con las ojos, la piel o la ropa.
P305 + F351 + P338: EM CASO DE CONTACTD CON LOS
OJ0S: Erjuagar cuidadosamente con agua duranbe vanos
minulos. Duikar ks lenbes de conlacis, & leva v resulta Bl
Seguir enjuagando. P302 + P35Z: EN CAS0 DE CONTACTOD
CON LA PIEL: Lavar con agua y jabon abundantes. PZ80:
Lbewar guanbesiprendasipafashndscars de proleccin.
Utllizar lo5 reacives guardanda 135 precauciones habtuales
e irabajn en o aboratorio de andlisis clinioos.

Todos o6 reacivos y 1as muesiras deben descararse de
acuerdo @ la normathva lacal vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivo Provisto: estable en refrigerador (2-10°C) hasta
la fecha de vengimientn indicada en la caja.

INDICIDE DE INESTABILIDAD O DETERIORD DE LOE
REACTIVOS

El Reaciivo A puede presentar una coloraclon amarllienta
que nd afecta su uncionamienio.

Cuando el especirofolémelro ha sido levado a céng con
agua destllada, 135 leciuras de absorbancla del Reactvo A
superiones & 0,500 D.0. (a 405 nm) sen indicio de delenion
del mismo.

MUESTRA
Suero, plasma heparinizado u orina

usual. Separar el suery del coaguio ko mas rapldaments
posiole. En caso de usar plasma éste debe ser hepannizado.
Si se emplea orina, |a deferminacion puede slecluans &n

a) Recolecclon: sl s= ullliza suera, obiener de la manm‘ ‘ ‘”

una muestra de arina acaslonal.

o) Aditives: en caso oe usar plasma, debe uillizarse hepa-
rina para su obtenclin. 51 62 Wsa onna ver d).

¢) Sustancias Interferentes conocidas: no & COEENER
nlerferencias por bilirubing hasta 22 mgidl (220 mgi),
nemagiatina hasta 180 mo/dl, tiglcérntos hasta 1400 mgidl
{14 g}, ril heparina hasta 50 Lm.

En el caso de ofna na debe agregarse acido clorhignco
COMD conservadar.

Referirse a la bibliografia de Young para los efechos de las
drogas en e presente meétoda.

d) Establlidad & Instrucclones de aimacenamiento: en
suero la amiiasa es estable durante una semana a tempe-
ratura amblemnte (5l 52 evita Ia contaminaclen bacterdana) o
varios meses refrigerada.

En orina, &l I3 muestra no 52 procesa en el dia, a5 conve-
niente ajustar el pH aprosdmadaments a 7 (con hidrdaddo de
sodio) dado que &l pH dcido inacliva la enzima imeversible-
merle. ApH 7 puede consarvarse refrigerada por lo menas
10 dias sin pérdida oe acividad, sl no existe contaminacion
pacteriana.

MATERIAL REQUERIDO (no pravista)

= Espescirololdrneing.

- Migrapipetas y pipatas para meds s vollmenss indicados.
- Cubetas especirofolomélicas de caras paralelas.

- Bafio oe agua a la temperatura de reacclon seleccionada.
- Crongmetro.
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CONDICIONES DE REACCIHIN

= Longitud de onda: 405 nm

- Termperalura de reaccion: 25, 30 & 37C
= Tiempa dé resccian: 2 minulos

PROCEDIMIENTO

A) 35-30°C

En ura cubeta manienilda a la temperatura selecclonada,
colocar:

Raactiva A 2mil
Preincubar 3-4 minulos. Lisgs agregar

Musstra 100 ul

Mezrlar inmediatamente v leer absorbancia luego de 1
¥ 2 minubos. Deberminar la diferencia enire la segunda
¥ la primera lectura. Utlizar este valar para los caboulos.
Se pueden disminulr proporcionalmernte ks volimenes
usando 1 ml de Reactive Ay 50 ul de Muestra,

B) 37=C

Comola acividad 3 esta temperatura es mayor, emplear
50 ul de Muesira. Seguir el procadimisnto Segun A).

Se pueden disminulr (o6 volomenes usanda 1 ml de
Reactiva A y 20 ul de Muesira,

CALCULD DE LOS RESULTADOS
Amllasa (U = afdmin x facior

Temperalura | Reackivo A Muesira Factor
300 2mil 100 ul 1628

= 1 mil 50 ul 1.628
2mi S0 3178

T 1 mil 20ul 3.953

“los factores astdn caleulsdos de acuerdo a ka siguiente
Tarmula general:
VT

Facior® —M

VM xbxe, X107
donde:
VT valurnen lotal
Wh: volumen de muesira
b psds Gplics
[ Coeficiente de absorividad milimalar ded CHNP
107 faclor de conversidn (atsortivicdad milimolar a micramalar)

METCODO DE CONTROL DE CALIDAD

5l la muesira a ensayar es GUEnD, procesar 2 niveles de un
materal ge controd de calldad (Standatrol 5-E 2 niveles)con
acilvigades conoclidas de amllasa, con cada determinackn.

VALORES DE REFEREMCIA

Temperatura 5C nc arc
Suera hasta B2 A 100 125Ua
Orina ocasional hasta™ 455 LA 20U 8sbua
* Calculadas

** Eslos valores de referencia & obluvienon de una poblacién
5ana (n = 40), de ambos GEX0E, COn edackes comprenddas
entre 17y 40 afles, con una deta mixta normal, sin siniomas
de enfermedad aparenis.

Se recombenda que cada laboratorio establerca sUs proglos
valores de referencia.

COMVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA 51
Amilasa (U} x 0,017 = Amilasa {ukat)

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIEMTO

Ver Sustancias inlederanies conocidas an MUESTRA.

No plpetear con k3 boca.

Constiuye una causa de resullado emoned 13 contaminackin
del Reaclivo A con salva, dada la elevada achvidad amilasica
de la misma. En tal caso, descariar el Reactvo.

Evitar el contacio con elementos de goma (tapones, conira-
tapas) que oeteroran el Reactva AL

PERFORMANCE
8) Reproducipllldad: procesands simultaneaments repll-
cados de una MISrE mueslsa en un mismo dia se oblisne:

Mivel D.5. cM
F1un = 0,978 UA 1.9 %
467 LA + 2139 LA 048 %

b} Sansibilidad; depende del foldrmetro empleado, En es-
pectrofoldmetro a 405 nm oon cubetas decaras paralelas de
1 &m die eEpeSar, para un AAMmin de 0,001 & minimas camibio
de actividad deteciable sera de 4 LN (a 37°C).

¢} Linealidad: la reacclon es lineal hasta una actividad de
amllasa de 2000 L. Para valores superiores, usar muestra
dllubda con solucion salina, repetir 1a determinacion y mut-
plicar &l resultade por el Fackor de dilucidn.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para |as Instrucclones de programachkin consulte &l manual
del usuarky del anallzador en wso.

PRESENTACION

- 1x 37 mi (Cod. 1008142)
- 3% 10 mi (Cad. 1621404)
- 3% 10 i (Cad. 1002326)
- 4x 20 mi (Cod. 1009243)
-4 x 20 mi (Cad. 1009603)
- 4x 20 mi (Cod. 1009910}
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FOTOGRAFIAS
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Foto 1: Centro Experimental Carolina
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Foto 2: Prueba del levantamiento de los cuartos traseros
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Foto 4: Secrecion de las fosas nasales
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Foto 5: Desinfeccion y extraccion de sangre
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Foto 6: Secrecion espumosa en la sangria
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Foto 7: Pulmon de ovino con APO

89

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



. UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Foto 8: Secrecion espumosa en traguea de ovino con APO
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ANEXO 13: Declaracion jurada de autenticidad

< ¥ | Universidad Nacional Vicerrectorado et Repositorio
7 del Altiplano Punc de Investigacion w3 | Institucional
‘ —-—

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS

Por el presente documento, Yo Dautp Haeino BELIZALLD RBezrLizacgio :
identificado con DNI__4092 72 18 ¢n mi condicion de egresado de:

Escucla Profesional, O] Programa de Segunda Especialidad, O Programa de Macstria o Doctorado

MEDWKInNA VETE RinAIA [ D ooccniA

informo que he claborado el/la & Tesis o O Trabajo de Investigacién denominada:
“ OACTWOAD BUZiHATICA SANGUINEA Ex EL

ADEWD cp o (nvoMA  Pulrniowdr outdo (APo) (&L ENTRO

EypERinEN 1AL (AroLind DE LA UuA—Puno (4 coo MsN.H)"

Es un tema original.

Declaro que ¢l presente trabajo de tesis es elabarado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante inslituciones académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de ofros autores han sido debidamentc identificadas cn ¢l trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré come suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales © Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo ¢l contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquicr error u omision en ¢l documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposicioncs legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto 2 las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Cddigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso

Pumo. £V de HAYS del 2024

< 2 -
9‘& ﬂ__,_'-f’ —
/7FIRMA (obligatoria) Huella
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ANEXO 14: Autorizacion para el deposito de tesis o trabajo de investigacion en el

Repositorio Institucional

del Altiplana Puno 3 | de Investigacién — ::1 Institucional

AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Por el presente documento, Yo DAavie Hpeivo Bar t2deio BzrLizaeio
identificado con DNI__ 409232 (8 cn mi condicién de cgresado de:

Allla
'm." Universidad Nacional 0 Viceirectorado ‘ Repositario
f

= Escuela Profesional, O Programa de Segunda Especialidad, OO Programa de Maestria o0 Doctorado

HEOlctnva VeETEginARtd Y e
informo que he elaborado el/la @ Tesis o O Trabajo de Investigacién denominada:

)

« AzTiIVw0AO EnR i gATLCA SAAbUinE A En EL
ADZ mo cA e Climo A Pucro~A’ OUIWs /Apo) 02 L (EANTRO
ExpE e inEn7aL (ARoLing DE LA UNA-Puno (4,000 H sN.ﬁ.) s

para la obtencién de DGrado, @ Titulo Profesional o CJ Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser ¢l legitimo, Gmico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones cn general (en adelante, los “Contenidos™) que seran incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contraseiia,
restriccidn o medida tecnolégica de proteccién, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacidn alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en cl Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en ¢l Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacién de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
apligue cn relacién con sus Repositorios Institucionales, Autorizo cxpresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendré la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacién alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio: en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Repiiblica del Perl
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geografica alguna y de manera indefin.da, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenides, & incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del piblico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirigual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: hitps: Ycreativecommaons org/licenses/by-nc-sa‘4.0/

En sefial de conformidad, suscribo el presente documento.
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