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RESUMEN

Se busca determinar el efecto de la ingesta y del sexo sobre las
concentraciones séricas de la glucosa, colesterol, acidos grasos
no esterificados (AGNE), proteinas totales, albiimina, insulina,
cortisol, tiroxina (T4) y hormona estimulante de la tiroides
(TSH) en caninos Cocker Spaniel (4 hembras y 3 machos). El
sangrado se realiza cada hora desde 2 horas pre-ingesta hasta 9
horas post-ingesta. La determinacion de metabolitos se realiza
en suero por espectrofotometria y la hormonal por radioinmu-
noanalisis. La ingesta provoca una disminucion en las concen-
traciones séricas de los acidos grasos y aumento de la insulina
(P<0.0001 para ambas variables), mientras que no afecta las de
colesterol. Dos horas post-ingesta los niveles de albumina dis-
minuyen. Las concentraciones de T4 aumentan al momento de
la ingesta y se mantienen elevadas por 4 horas. Las hembras
presentan mayores concentraciones de colesterol (2.4+0.07 vs
1.9+£0.08 g/L, P<0.05) y tienden a presentar mayores concen-
traciones de insulina (11.9+1.6 vs 8.0+1.8 pUl/ml, P=0.12) y
cortisol (2.29+0.11 vs 1.99+0.13 pg/dL, P=0.08) que los ma-
chos. La ingesta y el sexo modifican las concentraciones séricas
de algunos de los metabolitos y hormonas estudiadas, demos-
trandose asi la influencia que el momento de sangrado y el géne-
ro tienen al momento de validar resultados.
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SUMMARY

Food Intake and gender effects on serum levels of glucose,
cholesterol, non-sterified fatty acids (NEFA), protein, albumin,
insulin, cortisol, thyroxin (T4) and thyroid stimulating hormone
(TSH) are investigated in Cocker Spaniel dogs (4 females, 3
males). Blood sampling is performed hourly from 2 hours before
to 9 hours after intake. Determination of metabolites and
hormones are performed by espectrophotometry and
radioimmunoanalysis respectively. Intake affects NEFA and
insulin concentrations, while it has no effect on cholesterol.
Albumin concentration decreases 2 hs post intake. T4
concentrations incrase at intake and remain high for 4 hours.
Females present higher cholesterol (2.40+£0.07 vs 1.91+
0.08 g/L, P<0.05), and tend to present higher insulin (11.9£1.6
vs 8.0£1.8 uUIl/ml, P=0.12) and cortisol (2.29+0.11 vs 1.99+
0.13 pg/dL, P=0.08) concentrations than males, respectively.
Food intake and sex affect serum concentrations of some
metabolites and hormones, demonstrating that they should be
taken into account when a sample is taken for diagnosis.
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INTRODUCCION

Los niveles séricos de glucosa, coleste-
rol, insulina y otros metabolitos depen-
den entre otros factores, de la composi-
cion quimica de la dieta, del estado fisico
del animal (estrés) y de la hora del dia en
que se toma la muestra (Kraft y col.,
1994; Nguyen y col., 1998). Los proto-
colos de extraccion para cada metabolito
estan bien especificados en humanos y si
bien existen algunos trabajos en perro, el
veterinario frecuentemente extrae la mues-
tra sin considerar algunos aspectos que
pueden incidir en el resultado, tales como
la hora de toma de muestra o el momento
respecto a la ingesta, entre otros factores.

No hemos encontrado trabajos en los cua-
les se haya realizado una determinacion
completa de perfiles metabdlicos y en-
décrinos en perros sanos. Algunos estu-
dios presentan unicamente las variacio-
nes de glucosa, colesterol e insulina post-
prandiales (Kraft y col., 1994; Treiber y
col., 2005). Ademas, en la mayoria de los
ensayos, los sangrados se realizan a las 2
y 4 horas post-ingesta, desconociendo las
variaciones metabolicas y enddcrinas
posteriores esperables en caninos como
resultado de que éstos ingieren su comida
una vez al dia. Hoh y col., (2006) obser-
varon que la concentracion plasmatica de
tiroxina (T4) presenta variaciones a lo
largo del dia, siendo mayor entre las 11:00

y las 14:00 h. No hemos encontrado re-
portes sobre los efectos de la ingesta en
las concentraciones de las hormonas men-
cionadas anteriormente.

Por otro lado, existen escasos reportes
respecto del efecto del sexo sobre la con-
centracion de metabolitos y hormonas.
Las concentraciones de colesterol son mas
altas en hembras que en machos caninos
(Kaspar y Norris, 1977; Pessina y col.,
2009). Para otras especies (humanos, ru-
miantes) se encontrd un efecto del sexo
sobre las concentraciones basales de cor-
tisol (Woods y col., 2003), pero en pe-
rros no se ha encontrado un efecto del
mismo (Reimers y col., 1990; Pessina y
col., 2009). En el mismo sentido, no se
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encontro efecto del sexo sobre las con-
centraciones de T4 (Reimers y col.,
1990).

La importancia de conocer las variacio-
nes fisioldgicas de hormonas y metaboli-
tos en relacion con la ingesta y el género,
radica en poder determinar los rangos fi-
sioldgicos que permitan posteriormente
evaluar muestras de animales con dife-
rentes patologias. El objetivo de este es-
tudio es determinar si existen variaciones
post-prandiales y de género (machos vs
hembras) en las concentraciones plasma-
ticas de metabolitos y hormonas que se
utilizan frecuentemente en el diagndstico
de numerosas patologias.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio experimental

El estudio se realizé en Unidad Experi-
mental de Nutricién Canina del Departa-
mento de Nutricion de la Facultad de Ve-
terinaria y el protocolo experimental fue
aprobado por la Comisién Honoraria de
Experimentacion Animal de la Universi-
dad de la Republica, Uruguay. Se utiliza-
ron siete perros Cocker Spaniel adultos
sanos entre 6 y 9 afios (3 machos y 4
hembras), con un peso de 11,9+0,7 kg
(XDS). Los perros se mantuvieron en jau-
las individuales y fueron alimentados a
las 9:00 am diariamente con 27 g
MS/kg®7/d de un alimento comercial
(Excellent, Purina, Nestlé, Bs. As., Ar-
gentina; 22 % proteina bruta, 10 % ex-
tracto etéreo, 4 % fibra bruta 'y 8 % ceni-
zas), teniendo libre disponibilidad al agua
de bebida. Previo a las determinaciones
los animales tuvieron un periodo de adap-
tacion a la dieta y a las condiciones expe-
rimentales de siete dias. La extraccion de
las muestras de sangre se realizéd median-
te venopuncion de la vena safena, de ma-
nera seriada cada hora, comenzando
2 horas antes de la ingesta, hasta 9 horas
después de la misma. Las muestras de
sangre fueron centrifugadas a 1500 rpm
por 15 minutos y el suero se almaceno a
-20 °C hasta la realizacion de los ensa-
yos. Las concentraciones de glucosa, co-
lesterol, insulina y cortisol fueron deter-
minadas en todas las muestras, mientras
que el resto de los metabolitos y hormo-
nas fueron determinadas cada dos horas
debido a que el suero no fue suficiente
para las restantes determinaciones.

Determinacion de metabolitos

Los métodos de analisis y los kits usados
para la determinacion de metabolitos rea-
lizada en el Laboratorio de Técnicas Nu-
cleares, Facultad de Veterinaria, Univer-
sidad de la Republica, Uruguay, fueron:
Glucosa mediante el método GOD (glu-
cosa oxidasa) POD (peroxidasa) 4 AF
(4-aminofenazona) (Wiener lab, Rosario-
Argentina); Colesterol por el método
CHOD-PAP (Wiener Lab 861231904,
Rosario, Argentina), Proteinas Totales
por la Reaccion de Biuret (Wiener Lab
864102502); Albtimina por Verde de Bro-
mocresol (Wiener Lab 861250000) y Aci-
dos grasos no esterificados (AGNE) por
el método ACS-ACOD (Wako Chemicals,
994-75409, Los Angeles, USA). Todas las
determinaciones se realizaron en un so6lo
ensayo. Los coeficientes de variacion (CV)
intraensayo para los controles Standatrol
y A-plus (Wiener Lab) para todos los
metabolitos fueron menoresa 10y 12 %
respectivamente. Las concentraciones de
todos los metabolitos analizados fueron
procesadas por espectrofotometria (Pho-
tometer, BTS-305, Biosystems).

Determinacion hormonal

Las determinaciones hormonales se reali-
zaron en el Laboratorio de Técnicas Nu-
cleares, Facultad de Veterinaria, Univer-
sidad de la Republica, Uruguay. La deter-
minacion de insulina en plasma se realizo
por radioinmunoanalisis (RIA) en fase
solida utilizando un kit comercial DPC
(Diagnostic Product Corporation, Los
Angeles, USA). La sensibilidad del ensa-
yo fue de 1,6 pUI/mL. Todas las deter-
minaciones se realizaron en un solo ensa-
yo y el CV intraensayo del control (15
pUI/mL) fue de 5.7%.

Las concentraciones de cortisol se deter-
minaron por un RIA en fase sélida utili-
zando kits DPC. La sensibilidad del en-
sayo fue de 0.35 pg/dL. Los CV intraen-
sayo para controles bajos (1.0 pg/dL) y
medios (5.0 ng/dL ) fueron 3.4 % y
5.3 %, respectivamente.

La T4 se determind por RIA en fase soli-
da y la hormona estimulante de la tiroi-
des (TSH) por un ensayo inmunoradio-
métrico (IRMA) utilizando kits comer-
ciales DPC. La sensibilidad del ensayo
de T4 fue de 0.36 mg/dL. Los CV intraen-
sayo para T4 fueron de 7.5 % para el
control bajo (0.64 mg/dL) y 4.6 % para el

control alto (1.7 mg/dL). La sensibilidad
del ensayo de TSH fue de 0.02 ng/mL.
Los CV intraensayo para TSH fueron de
10.6 % para el control bajo (0.26 ng/mL)
y 8.2 % para el control alto (2.9 ng/mL).

Analisis estadistico

El analisis de medidas repetidas en el tiem-
po fue utilizado para todas las variables,
mediante un procedimiento mixto (PROC
MIXED de SAS®™ Statical Analysis Sys-
tem, SAS Institute Inc., Cary, NC,USA
2000), que incluyd como efectos fijos
sexo y hora de sangrado y la interaccion
entre ambos. Los datos se presentan
como promedios minimos cuadrados y los
errores estandares. Las diferencias se con-
sideraron significativas cuando P<0.05.

RESULTADOS

Concentraciones de metabolitos

En la Tabla 1 se resumen los efectos del
sexo, hora de muestreo y su interaccion
sobre las concentraciones de los diferen-
tes metabolitos. Las concentraciones de
glucosa fueron afectadas inicamente por
la hora de muestreo respecto a la ingesta.
A pesar de que las concentraciones de glu-
cosa disminuyeron a las 3 y 5 horas post-
ingesta, no se observaron grandes varia-
ciones (Figura 1 A).

Las concentraciones de colesterol estu-
vieron afectadas por el sexo: las hembras
tuvieron mayores concentraciones de co-
lesterol que los machos (2.4+0.07 vs
1.94+0.08 g/L, P<0.0001), pero no se ob-
servo efecto de la hora de muestreo
(Figura 1 B).

La hora del muestreo de sangre afecto la
concentracion de AGNE (P<0.0001),
pero no hubo efecto del sexo ni de la inte-
raccion. Se observé un descenso signifi-
cativo en la concentracion de AGNE des-
de la hora de ingesta hasta la hora 6 post-
ingesta (0.66 vs 0.19 mM, P<0.0001),
observandose un aumento significativo a
la hora 8 (0.19 vs 0.44 mM, P <0.0001;
Figura 1 C).

Las concentraciones de albumina tendie-
ron a ser afectadas por la hora de mues-
treo (P=0.06) y no estuvieron afectadas
por el sexo ni por la interaccidon entre
sexo*hora (Tabla 1). Las concentracio-
nes de albiimina disminuyeron significa-
tivamente después de la ingesta durante
el periodo evaluado (P<0.05; Figura 1 E).
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Figura 1. Concentraciones de glucosa (A), colesterol (B), acidos grasos (AGNE, C),
proteinas plasmaticas totales (D), albumina (E) y insulina (F) en plasma de
7 perros Cocker Spaniel sanos machos y hembras antes y después de la
ingesta. Los asteriscos indican diferencias entre género, P < 0.05.

Las concentraciones de proteinas totales
estuvieron positivamente correlacionadas
con las de glucosa (r=0.37, P=0.03, n=35)
y con las de insulina (r=0.40, P=0.01,
n=35).

Concentraciones hormonales

Las concentraciones plasmaticas de in-
sulina estuvieron afectadas por la hora
de muestreo de sangre (P<0.0001). Se
observo un aumento en las concentracio-
nes de insulina a la hora post-ingesta (0.39
vs 11.6 pUI/ml, P<0.0001), presentando

el pico maximo 3 horas post-ingesta (24.8
pUI/ml, P<0.0001). A partir de esta hora
los niveles descendieron manteniéndose
superiores a los niveles pre-ingesta por 5
horas (Figura 1 F). Las hembras tendie-
ron a presentar mayores niveles de insu-
lina que los machos (11.941.6 vs 8.0+1.8
mUI/ml, P=0.128), y esta diferencia fue
significativa a las 3 horas post-ingesta
(40+5.5 vs 9.6+3.4 mUI/ml, P=0.0007).

Las concentraciones de cortisol estuvie-
ron afectadas por la hora de muestreo
(Figura 2 A) y tendieron a ser mayores en

las hembras que en los machos
(2.29+£0.11 vs 1.99+0.13 pg/dL,
P=0.083). Las hembras presentaron ma-
yores niveles en el momento de la ingesta
(hora 0) y una hora después (P<0.05).
Independientemente del género, los nive-
les de cortisol aumentaron una hora post-
ingesta, pero volvieron a niveles basales
a las dos horas post-ingesta (Figura 2 A).
Un nuevo aumento se observo a las 4
horas post-ingesta para luego disminuir
hacia el final del experimento. Las con-
centraciones de cortisol estuvieron po-
sitivamente correlacionadas con las de
colesterol (r=0.23, P<0.05, n=79).

Las concentraciones de T4 fueron afecta-
das por la hora de muestreo (P=0.0045)
y no se observo efecto del sexo ni de la
interaccion sexo*hora (Cuadro 1). Las
concentraciones de T4 aumentaron al mo-
mento de la ingesta y se mantuvieron al-
tas hasta las 4 horas posteriores a la mis-
ma; los niveles disminuyeron a las 6 ho-
ras post-ingesta (Figura 2 B). Las con-
centraciones de T4 estuvieron positiva-
mente correlacionadas con las de insulina
(r=0.35, P=0.03, n=35).

En contraste, las concentraciones de TSH
no fueron afectadas ni por sexo ni por la
hora, pero se encontr6 una tendencia a la
interaccion entre ambos (P=0.15). Mien-
tras que los niveles de TSH en las hem-
bras aumentaron a las 6 hs post-ingesta
comparado con los niveles pre-ingesta
(P=0.03); en los machos los niveles ten-
dieron a disminuir a las 6 hs post-ingesta
respecto de las concentraciones a las 2 hs
post-ingesta (P=0.14; Figura 2 C).

DISCUSION

En este estudio se demostrd que atun den-
tro de los rangos normales existen varia-
ciones de acuerdo con la hora de mues-
treo post-ingesta y al género en determi-
nados parametros metabolicos y endo-
crinos. Si bien este trabajo confirma ha-
llazgos previos o esperables de la fluc-
tuacion de metabolitos y hormonas res-
pecto de la ingesta, es el primero en de-
terminarlo para tiroxina y cortisol. Uno
de los hallazgos mas interesantes y origi-
nales del estudio son las concentraciones
mas altas de insulina y cortisol encontra-
das en las hembras, que se afladen a re-
portes en el mismo sentido respecto a lo
que sucede con las concentraciones de co-
lesterol.
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Figura 2. Concentraciones de cortisol (A), tiroxina (B) y TSH (C) en
plasma de 7 perros Cocker Spaniel sanos machos y hembras
antes y después de la ingesta. Los asteriscos indican diferencias

entre género, P < 0.05.

Cabe sefialar que todos los valores obser-
vados en este estudio para metabolitos y
hormonas se encontraron dentro de los
rangos fisiologicos normales descritos en
la bibliografia para perros adultos sanos
(Farver, 1997).

En este estudio, no se encontraron varia-
ciones relevantes de la glucosa sanguinea.
Por el contrario, Nyugen y col., (1998) y
Brambillasca y col., (2010) demostraron
importantes cambios en la glicemia de-
pendiendo del tipo de ingesta entre los
15 a 60 minutos post-ingesta. Por la me-
todologia de muestreo no podemos ase-
verar que no existieron cambios previos
en los niveles de glucosa (es decir, cam-

bios rapidos post-ingesta antes de la hora),
pero los niveles encontrados a la hora y
dos horas post-ingesta no se modificaron
a diferencia de lo reportado por Nyugen
y col., (1998) y Brambillasca y col.,
(2010). Es sabido que la glicemia esta fi-
namente regulada, por lo que no se espe-
raban grandes variaciones de la misma.
Es interesante sefialar que la concentra-
cion mas baja de glucosa se encontro a las
3 horas post-ingesta conjuntamente con
los niveles mas elevados de insulina, lo
que concuerda con el rol estimulante de
ésta favoreciendo el transporte de gluco-
sa hacia la célula. Por otro lado, la ingesta
estimula rapidamente la secrecion de in-

sulina por parte de los islotes pancreati-
cos provocando un aumento importante
y sostenido en el tiempo, como ha sido
comunicado previamente (Wolever y col.,
1998). Ishioka y col., (2005) observaron
niveles de insulina mas altos entre las 2 y
5 horas post-ingesta, lo que concuerda
con los resultados de nuestro estudio.

La disminucion en la concentracion de
AGNE desde la hora de la ingesta hasta
las 4 y 6 h post-ingesta, podria explicar-
se por el ingreso de nuevos nutrientes al
organismo y una disminucion de la lip6li-
sis. Por otro lado, se encontrd un aumen-
to a la hora 8 post-ingesta, el cual podria
deberse a que se han consumido las reser-
vas energéticas de primera eleccion (glu-
cogeno hepatico) y se activan los meca-
nismos lipoliticos para consumir la grasa
almacenada. Este aumento en acidos gra-
sos fue consistente con la disminucion
encontrada en las concentraciones de in-
sulina. En contraposicion, Bertolucci y
col., (2008) no encontraron cambios en la
concentracion de AGNE post-ingesta,
pero si reportaron aumentos en las con-
centraciones de colesterol a las 7 horas
luego de la misma. Esto se contradice con
lo reportado en el presente trabajo en
donde las concentraciones de colesterol
no variaron post-ingesta. Metodologias
diferentes y/o tipos de dieta podrian ser
la causa de estas contradicciones entre
trabajos.

No hemos encontrado reportes en la bi-
bliografia respecto de variaciones de las
concentraciones post-ingesta de albumi-
na en caninos. Siendo que la albumina re-
presenta alrededor de un 50% de las pro-
teinas totales, hubiera sido esperable una
variacion conjunta de ambas variables y
no hemos encontrado una explicacion
para este hallazgo. La correlacion encon-
trada entre proteinas plasmaticas e insu-
lina reafirma el rol anabolico de esta hor-
mona que estimula la sintesis de macro-
moléculas en general.

El aumento de tiroxina post-ingesta es
consistente con reportes en los cuales se
demostré que la hormona liberadora de
tirotropina (TRH) esta modulada por la
ingesta en otras especies (Popovic y
Duntas, 2005). La correlacion positiva
encontrada entre insulina y T4, sostiene
la hipotesis de que la insulina acttia cen-
tralmente como sefial de disponibilidad
de energia promoviendo la secrecion de
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Cuadro 1. Valores de P para los efectos fijos considerados para los metabolitos y hormonas estudiados.

Sexo Hora Sexo*Hora
Glucosa NS *k NS
Colesterol *kok NS NS
AGNE NS Hkk NS
Proteinas totales NS 0.14 NS
Albimina NS 0.06 NS
Insulina 0.128 *H* NS
Cortisol 0.083 ** NS
T4 NS *k NS
TSH NS NS 0.15

AGNE = acidos grasos no esterificados; T4 = Tiroxina; TSH = Hormona estimulante de la tiroides. NS = no significativo, ** =

P<0.01 y *** = P<0.001.

TRH como ha sido sugerido previamente
en roedores (McCarty, 1995). A su vez,
el aumento de T4 correspondiente aumen-
ta la tasa metabolica y la respiracion ce-
lular.

Los niveles de colesterol variaron de
acuerdo al sexo, presentando las hembras
niveles mas altos. Esto es consistente con
trabajos previos en diferentes razas cani-
nas de otros laboratorios (Kaspar y No-
rris, 1977; Barrie y col., 1993) y el nues-
tro propio (Pessina y col., 2009); siendo
la diferencia entre un 15 —20 % mayor en
las hembras. No hemos encontrado otros
trabajos respecto al efecto del sexo sobre
las concentraciones de metabolitos en
caninos.

El efecto del género en las concentracio-
nes hormonales fue uno de los hallazgos
mas interesantes de este trabajo. En el
presente estudio hemos encontrado que
los niveles de cortisol tendieron a ser
mayores en las hembras que en los ma-
chos; observandose esta diferencia en el
momento de la ingesta y una hora des-
pués de la misma. En un trabajo reciente
(Pessina y col., 2009), no hemos encon-
trado efecto del género en los niveles ba-
sales de cortisol, pero la respuesta al test
de estimulacién con ACTH - en términos
de concentraciones de cortisol - es signi-
ficativamente mayor en las hembras que

en los machos. Se debe destacar que en el
presente experimento, las mayores con-
centraciones de cortisol encontradas en
las hembras fueron asociadas a la ingesta;
lo que sugiere que es la respuesta a la
ACTH endbgena liberada por el estrés del
manejo (alimentacion). Es decir, ambos
experimentos sugieren una respuesta di-
ferencial de género a la ACTH. Una de las
razones que explicarian este hallazgo, es
que las concentraciones del precursor del
cortisol - el colesterol - son mas altas en
hembras que en machos, como ha sido
reportado previamente (Pessina y col.,
2009). La correlacion positiva entre cor-
tisol y colesterol sostiene esta hipdtesis.
No hemos encontrado otro trabajo en ca-
ninos que fundamente dicho efecto, aun-
que en otras especies (humanos, rumian-
tes) se demostro que las concentraciones
de leptina (hormona peptidica secretada
principalmente por el tejido adiposo) son
mayores en hembras que en machos y esto
se asoci6 con una distribucion diferencial
de la grasa acorde al sexo (Woods y col.,
2003; Ishioka y col., 2007).

En el mismo sentido, las concentraciones
de insulina fueron mayores en las hem-
bras a las 3 horas post-ingesta y no tene-
mos una explicacion evidente para este
hallazgo. En ovejas se encontrd que los
niveles de insulina aumentaban alrededor

del estro asociados a los altos niveles de
estradiol- 173 (Sosay col., 2006). En ra-
tas, se ha demostrado que los estrogenos
aumentan la secrecion pancreatica de in-
sulina (Nadal y col., 1998; Morimoto y
col., 2001), por lo que podria sugerirse
una posible influencia de los estrogenos
sobre los niveles de insulina en las perras
del presente trabajo, aunque con nues-
tros datos no disponemos de elementos
para demostrarlo.

CONCLUSION

Resumiendo, en este estudio se demos-
tré que en perros adultos sanos determi-
nados parametros metabolicos varian de
acuerdo al sexo y a la hora de muestreo
tras la ingesta. Los hallazgos son consis-
tentes en seflalar que de existir diferen-
cias acorde al género, las hembras pre-
sentan mayores concentraciones de hor-
monas y metabolitos en general. Estos
resultados deberian tenerse en cuenta a la
hora de elegir un protocolo de muestreo
adecuado para determinar algunos para-
metros sanguineos que puedan estar in-
fluenciados por dichos factores. Dado que
en el presente estudio se observaron fluc-
tuaciones post-ingesta, se sugiere que en
la medida de lo posible, dicho muestreo
se realice en ayunas o lejos de la comida.
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