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Resumen

Se evaluaron las concentraciones sanguineas de cortisol, glucosa y la relacion neutrdéfilo: linfocito (N: L) en 15 equinos
Fina Sangre de Carrera (FSC) sometidos a dos tipos de ejercicio, distribuidos segln tipo de trabajo realizado, en 3
grupos de 5 animales cada uno, Grupo I: control, sin ejercicio, Grupo Il: galope de 1000 metros y Grupo IlI: trabajo
competitivo, galope de 600 metros seguido de 400 metros a velocidad supramaximal. De cada animal se extrajeron 2
muestras de sangre, antes del ejercicio (TO) y a las 2 horas post ejercicio (T1). Se determinaron las concentraciones
plasméticas de cortisol (RIA), glucosa (espectrofotometria por técnica enzimatica), y se realizé un recuento leucocitario
(contador hematoldgico automatico). Los valores se expresaron mediante media y D.E. Las variaciones por efecto del
tiempo, grupo e interaccién grupo por tiempo, se determinaron con ANDEVA con un intervalo de confianza de 95% y
nivel de significancia de p<0,05.La intensidad del ejercicio fue la suficiente para generar un aumento significativo de la
glicemia en los Gr. Il y Il al T1; solo el grupo Il fue significativamente mayor al grupo | al T1. La concentracion
plasmaética de cortisol dentro de grupo, presenté una disminucion significativa para el T1 del Gr. I, respecto de su TO.
La relacion N:L, entre grupos al TO el Gr. 11 fue significativamente mayor que los otros grupos; al comparar los valores
dentro de grupo, mostraron una disminucién significativa en el Gr. Il. La mayor concentracién basal de cortisol y la
mayor relacion N: L fue en el grupo Il. EI tener un mayor descenso del cortisol plasmatico y de la relacion N: L en T1
respecto de TO, refleja que la intensidad del ejercicio al que fue sometido es inferior al del grupo 1ll. Los resultados
descritos permitirian concluir que la respuesta del organismo al ejercicio fisico tiene directa relacion con el tipo de
trabajo al cual es sometido el animal y la adaptacién de éste al entrenamiento.
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1. Introduccién el organismo, las que actdan para reducir el efecto de la

tension producida por los factores de estrés fisioldgicos
El entrenamiento de caballos deportivos implica la asociados al ejercicio. Adicionalmente a estas
utilizacién de ejercicios periédicos que inducen una modificaciones fisicas, ocurren cambios bioquimicos y

multitud de adaptaciones fisiolégicas y anatémicas en hematolégicos que reflejan el nivel de esfuerzo y
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adaptacion que presenta el ejemplar en respuesta al
trabajo al que se ve enfrentado. Todas estas respuestas
son un intento del organismo por mantener su
homeostasis y 6ptimo rendimiento, las cuales pueden
ser cuantificadas a modo de prever un sobre
entrenamiento que perjudique el futuro rendimiento del
atleta (Reinartz y Echeverri, 2007; Ferraz et al., 2010;
Piccione et al., 2010; Barra, 2007).

Si bien es cierto que el ejercicio constituye en si una
situacion de estrés, no debe transformarse en un estado
de diestrés, ya que de ser asi llevara a dafio e incluso a
una eventual invalidez atlética del ejemplar. Lo
anterior es posible de evitar con un adecuado nivel de
entrenamiento, que debe guiarse por el principio de
sobrecarga de trabajo, compuesto por la triada
intensidad, duracion y frecuencia, considerando que la
exigencia a la cual se someta el animal no supere sus
reales capacidades atléticas (Barra, 2007; Ferraz et al.,
2010; Piccione et al.2010).

La respuesta al estrés es modulada por el sistema
nervioso auténomo y el hipotdlamo, por este motivo se
logra explicar la influencia que existe sobre los
sistemas respiratorio, vascular y hormonal, entre otros.
Una serie de hormonas son las encargadas de regular la
funcién de la adenohipdéfisis, para que ésta a su vez
libere hormona adreno- cortico- trépica (ACTH) y
actle sobre la glandula adrenal estimulando la sintesis
y liberacion de cortisol; lo que a su vez produce un
aumento en las concentraciones de glucosa sanguinea,
e incremento en la relacion neutréfilo: linfocito,
cursando con neutrofilia y linfopenia. (Reinartz y
Echeverri, 2007; Rojas, 2010; Werner y Gallo, 2009;
Romero et al., 2011). El estrés afecta en direcciones
opuestas el nimero de neutrdéfilos y el de linfocitos, lo
que permite utilizar la relacién neutrdfilo: linfocito
como una de las formas para medir la respuesta al
estrés, pudiendo ser relacionado con la dimensién del
estresor y con la concentracion de glucocorticoides
circulantes (Romero et al., 2011).

En la hipica nacional existen diferentes formas de
entrenamiento, la mayoria de las cuales se realizan en
forma empirica y son propias muchas veces de
conocimiento exclusivo de cada entrenador. Dado que
en general en nuestro medio existe poco conocimiento
con respecto a cémo éstas afectan al caballo, se hace
necesario estudiar diferentes sistemas de entrenamiento
y evaluar el efecto de estos en algunas variables como

son la glicemia, cortisol y la relaciéon Neutrofilo:
Linfocito (N:L) que tienen directa relacién con el estrés
que implica el tipo de ejercicio al que se exponen
durante su preparacion atlética, previo a enfrentar
futuras competencias.

2. Materiales y métodos

El presente estudio se realiz6 en 15 equinos de raza
Fina Sangre de Carrera (FSC), ubicados en un centro
de entrenamiento de la region metropolitana. La edad
de los animales fluctué entre los dos y tres afios. Los
ejemplares fueron distribuidos en tres grupos
experimentales de cinco ejemplares clinicamente sanos
cada uno, entendiendo como tales aquéllos que
mostraron sus parametros fisiolégicos dentro de los
rangos normales para la especie, raza y edad, como asi
mismo sus examenes de sangre (hemograma y perfil
bioguimico), siendo descartados aquellos caballos que
no cumplian con estos requisitos. Todos los ejemplares
fueron sometidos a igual manejo alimentario tanto en
tipo, cantidad y frecuencia, siendo alimentados
posterior a la toma de la segunda muestra de sangre.
Los grupos experimentales quedaron conformados,
segln el tipo de trabajo que realizaban, de la siguiente
manera: Grupo I, control, integrado por equinos que no
se encontraban en ejercicio en los ultimos 60 dias, por
no estar aun incorporados al plan de trabajo del corral.
Grupo 1l, animales con trabajo de galope parejo de
1000 metros. Grupo 11, animales con trabajo de galope
de 600 metros y en forma inmediata y continua
velocidad supramaximal de 400 metros. Todos los
animales fueron ejercitados en cancha de arena.

Cada grupo corresponde a un tipo de trabajo por cual
deben pasar los ejemplares durante su entrenamiento
deportivo, partiendo por el grupo I, seguido del grupo
Il y finalmente el grupo Ill. La determinacion del tipo
de trabajo que debe realizar el animal esta dada por el
desempefio y adaptacion observada por el preparador
fisico, siendo el mismo para todos los ejemplares y la
cual es de exclusivo conocimiento de este Ultimo. Cabe
destacar que cada uno de los grupos fue formado al
azar de la poblacion de equinos que clasificaban para
cada distribucion.

Para la obtencién de muestras, para cada equino se
consideraron 2 tiempos: un Tiempo 0 (TO) a las 8:00
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am pre entrenamiento y un Tiempo 1 (T1) a las 11:00
am (2 horas post ejercicio). Los mismos horarios de los
tiempos TO y T1 fueron respetados para el grupo
control, que no realizaba ejercicio. La toma de
muestras fue llevada a cabo mediante venopuncion
yugular, extrayendo 10 mL de sangre en cada ocasion
(TOy T1) en un lapso no mayor a 15 segundos, a
modo de reducir o evitar al maximo posibles cambios
inducidos por el estrés de la puncion. Segin la
medicién a realizar, la muestra de 10 mL de sangre de
cada animal fue distribuida y manejada de la siguiente
manera para su posterior analisis:

Glicemia: Se destinaron 2 mL de sangre a un tubo
graduado con fluoruro de sodio, el cual fue
centrifugado a 1325 g por un tiempo de 15 minutos,
para la posterior extraccion de plasma. El plasma
extraido se traspaso a un tubo Eppendorf®, que debido
a la distancia con el laboratorio fue ubicado en una
gradilla y puesto en un “cooler”, con “ice packs”
manteniendo una cadena de frio (0-4°C) para su
traslado y pronto analisis.

Cortisol: Se utilizaron 4 mL depositados en un tubo
graduado con EDTA, siendo centrifugado antes de una
hora a 1325 g durante 15 minutos, para luego extraer el
plasma y traspasarlo en partes iguales a dos tubos
Eppendorf®, a modo de muestra y contra muestra,
posteriormente ubicados en una gradilla y colocados en
un “cooler” con “ice packs” para mantener una cadena
de frio (0-4°C) durante su traslado y finalmente
congelados (-20+2°C) en el laboratorio para su
posterior analisis.

Relacion Neutrdfilo: Linfocito (N: L): De los 10 mL
totales de sangre, 4 mL se traspasaron a un tubo
graduado con EDTA, el que fue ubicado en una
gradilla y puesto en un “cooler” con “ice packs” para
su traslado posterior y andlisis en el laboratorio.

2.1. Analisis de muestras para las variables
sanguineas.

El analisis de las muestras se llevd a cabo en los
laboratorios de Bioquimica Clinica y de Fisiologia
ubicados en las dependencias de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile.

Glicemia: fue analizada utilizando el espectrofotometro
Microlab 100 (Merck®), por medio de un sistema
enzimatico, mediante el método de punto final,
utilizando el reactivo Glucosa Liquiform (Labtest®).

Cortisol: La concentracidon plasmatica de cortisol fue
determinada mediante radioinmunoanalisis (RIA)
utilizando  reactivos  (Coat-a-Count; Siemens
Healthcare Diagnostics Inc. Los Angeles CA) y técnica
previamente validada para su uso en equinos.
Relacion Neutréfilo:  Linfocito: Se llevd a cabo
mediante contador hematolégico automatico Abacus
Junior Vet (Amilab®).
2.2. Andlisis estadistico
Se disefiaron modelos mixtos para describir la
variacion de glicemia (GL), cortisol promedio (CP) y
relacion neutréfilo: linfocito (N: L), utilizando la
identificacion del animal como efecto aleatorio y como
efectos fijos el grupo y tiempo de medicion.

Vijk = B+ G + T + GTy; + ajj + ek
Donde:
Vij =ijk-ésima medicion de GL/CP/NL, N~ (g, 6%).
u = Promedio de GL/CP/NL.
G; = Efecto fijo del i-ésimo grupo. Donde i = control,
galope, trabajo competitivo.
T; = Efecto fijo del j-ésimo horario. Donde j = Tiempo
0, Tiempo 1.
GHj; = Efecto fijo de la interaccion del i-ésimo grupo
con el j-ésimo horario.
aj;x = Efecto animal aleatorio de la ijk-ésima medicion
de GL/CP/NL, N~(0, 62).
ejx = Efecto residual aleatorio de la ijk-ésima
medicion de GL/CP/NL, N~(0, 62).

Se realizaron andlisis de varianza (ANDEVA) para
realizar inferencia estadistica sobre los efectos fijos de
los modelos mixtos utilizados para cada variable
dependiente, utilizando el software Infostat®. Con ello
se determind si existian diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre los promedios de los
grupos, de los tiempos de medicion y de las
interacciones grupo-tiempo de medicion.

Se realizaron pruebas de comparaciones multiples de
Tukey en todos los efectos fijos del modelo de
ANDEVA. De esta manera, se determiné qué parejas
de promedios dentro del efecto grupo, tiempo de
medicién e interaccion grupo-tiempo de medicion,
presentaban diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre si
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3.Resultados

3.1. Incidencia de diarrea y mortalidad

En la tabla N° I se presentan los valores de la media y
desviacién estandar (D.E) para la variable glicemia,
cortisol y relaciéon N: L obtenidos en los grupos I, 1l 'y
Il al TOy T1. Se observa que para las interacciones de
la variable glicemia, los valores en el T1 presentaron
diferencias significativas entre el grupo | y Ill, siendo
mayor el valor de este Ultimo; las medias de los grupos
Iy Il en el T1, post ejercicio, aumentaron en
comparacion a sus respectivos valores basales.
Respecto a las interacciones de la variable cortisol, los
ejemplares del grupo Il, que se encuentran en un tipo
de ejercicio intermedio, presentaron un valor superior
al observado en el grupo 1 y 111 en el TO; en el grupo II,
dentro de grupo, se observd una disminucién
significativa al T1, post ejercicio. Finalmente las
interacciones para la relacion N: L muestran que para
el TO existieron diferencias significativas entre el grupo
Il y los otros grupos, siendo mayor el valor del grupo
Il; para el T1 los grupos Il y Ill presentan valores
significativamente mayores con respecto al grupo I; en
el grupo Il, dentro de grupo, se observd una
disminucion significativa al T1 post ejercicio.

Variables .

Grupo (n=5) Tiempo Glicemia (mg/dL)

Cortisol promedio (ug/dL) Relacién N : L.
Media D.E.

Media D.E. Media D.E.

I 0 95,00°" 14,49

827% 515 1,54 ° 0,18

I 1 9440 ® 564

7,38% 543 150% 0,28

I 0 92,60 * 3,01

10,25 ¢ 3,05 3,04 ¢ 0,48

[l 1 102,20 712

394 * 086 2,39°¢ 0,26

" 0 98,40 ** 6,84

7,61 3 247 1,77 2° 0,79

11 1 111,20° 15,71

448 * 138 2,22°° 0,80

Tabla 1 Medias con una letra en com(n, no presentan
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
para la interaccion.EIl grupo control no realiza ejercicio,

pero respeta Tiempo de medicién del grupo galope y
trabajo competitivo.

4.Discusion

La glicemia para los grupos experimentales de equinos
abordados en este estudio reflejé que so6lo los grupos Il
y Il presentaron un aumento de glucosa sanguinea
estadisticamente significativo (p<0,05) en el T1. Este
resultado no coincide con el estudio realizado por
GOmez et al.(2004), quienes no encontraron diferencias
significativas (p>0,05) en esta variable ya que
trabajaron con animales que fueron sometidos a un
gjercicio de menor intensidad. La razon de esta
diferencia podria radicar en que para producir un
aumento significativo de la glicemia se requiere de un
ejercicio que lleve a un nivel de estrés suficiente para
producir la liberacion de catecolaminas y
glucocorticoides que desencadene como respuesta la
activacion de la glicogenolisis y gluconeogénesis
responsables de hiperglicemia (Rojas, 2010; Romero et

al., 2011).
Las concentraciones de glucosa plasmatica en el T1
muestran que el grupo I, que realizé la mayor

intensidad de ejercicio, fue significativamente mayor al
grupo I, lo cual no se observd al realizar la misma
comparacion con el grupo |1, quienes fueron sometidos
a una intensidad intermedia y por lo tanto menor de
exigencia. Esto podria explicarse por el efecto
intensidad del trabajo a la que se enfrentan ambos
grupos experimentales, lo cual se describe y tiene
relacion con el grado de actividad simpética; quedando
en evidencia que se requiere una intensidad suficiente,
como la realizada por el grupo Ill, para incrementar
significativamente la glicemia (McGowan y Hogdson,
2013; Gordon et al, 2007). Ademas considerando la
fisiologia del animal, la mayor intensidad de ejercicio
sumado al poco suministro de oxigeno, inicia la
respuesta primaria del organismo en cuanto a
abastecimiento energético se refiere. Esta respuesta
consiste en la transformacion de glucdgeno,
almacenado en higado y mdsculos, en glucosa
mediante glicogendlisis (Mckeever y Gordon, 2008a).
Lo anterior coincide con los resultados del estudio
realizado por Yoo et al. (2007), quienes trabajaron con
caballos de carrera enfrentados a diferentes distancias,
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demostrando que se requirié un trabajo a velocidad
supramaximal para producir una respuesta significativa
en la glicemia. Otros autores sefialan (McKeever et al.,
2013) que el aumento en la intensidad del ejercicio y el
mayor nivel de entrenamiento tienen directa relacion
con el aumento de la liberacion de glucagon a
circulacion sanguinea y el aumento de la sensibilidad
de su respuesta, mejorando su capacidad de movilizar
glucosa durante el trabajo deportivo. Asi mismo
(Mckeever y Gordon, 2008a; Mckeever y Gordon,
2008b; Rivero y Piercy, 2014) sostienen que la
concentracion de glucosa plasmatica no presenta un
aumento sostenido en el tiempo; siendo éste, en la
medida que se prolonga el ejercicio, parcial y
gradualmente reemplazado por el aporte energético
proveniente de los &cidos grasos no esterificados,
permitiendo que éste sea sostenible en una segunda
fase mas aerobica. Resultaria interesante de evaluar en
futuros estudios estos aspectos y donde se considere la
realizacion de trabajos progresivamente mayores en
intensidad.

Las medias de la variable cortisol observadas en el TO
para los grupos que realizaron ejercicio en este estudio,
presentaron un mayor valor para el grupo Il, que se
encuentra en un tipo de trabajo de inferior intensidad
en relacion al del grupo Ill. Este resultado es
concordante con lo descrito por Mircean et al., (2008),
quienes estudiaron animales con diferentes niveles de
preparacion fisica y sometidos a intensidades de trabajo
similares a las de nuestros ejemplares experimentales.
Sus resultados muestran que animales con mejor
rendimiento y con un mayor nivel de preparacion
presentan menores concentraciones de cortisol respecto
de aquellos con bajos rendimientos y menos
entrenados. Esta situacion que refleja lo descrito en
diversos estudios, expone el cambio del eje
Hipot&lamo-pituitaria-adrenal ~ (HPA)  frente  al
entrenamiento, caracterizado por la disminucién de
sensibilidad de la glandula adrenal frente a la ACTH y
la disminucion de sensibilidad de la glandula pituitaria
frente a los glucocorticoides. Asi, los ejemplares mas
entrenados presentan mayores valores de ACTH y
menores valores de cortisol, explicando de esta manera
el orden decreciente en la concentracion de cortisol
desde el menos al mas entrenado (De Graaf-Roelfsema
etal., 2007).

Los datos obtenidos post ejercicio (T1), coinciden con
lo descrito por Schmidt et al. (2010), quienes
trabajaron con equinos de salto, con un nivel de
intensidad de ejercicio similar al cual fue sometido el
grupo experimental Il. En ambos estudios se observo
una disminucion en la concentracion de cortisol
plasmético en la medicion realizada a las 2 horas post
actividad  fisica. ~ Estos  resultados  podrian
correlacionarse con otros hallazgos que indican que el
“peak” de cortisol ocurre entre los 5 a 30 minutos post
ejercicio y tiene una vida media de 70-100 minutos
(Zobba et al., 2011; Rojas, 2010), explicando de esta
manera el descenso encontrado.

Con respecto a la relacién N: L el grupo Il presentd una
disminucion significativa post ejercicio; lo que se
condice con el estudio realizado por Zobba et al.
(2011), quienes trabajaron con equinos sometidos a una
intensidad similar a la de este grupo, observando la
misma tendencia registrada en nuestro estudio. Estos
valores, en virtud del cambio en la proporcién de
células en el “pool” circulante, podria ser ocasionado
por el estrés producto del ejercicio, correspondiendo
asi a una pseudo- leucocitosis (Krumrych, 2006). El
resultado observado en el grupo 1, podria deberse a la
liberacion de catecolaminas, donde el principal
aumento estaria ocasionado por el nimero de linfocitos
que pasan a la sangre periférica; lo que probablemente
refleja la liberacion de grandes cantidades de éstos a
circulacién. Se describe que esto ocurre en asociacién
con la movilizacién del deposito de eritrocitos durante
la contraccion esplénica y, en menor medida, por los
que provienen de la médula 6sea y ganglios linfaticos
(Kingston, 2004; Krumrych, 2006; Piccione et al.,
2007; Mckeever y Gordon, 2008c).

Al relacionar las diferentes variables de los grupos Il y
Il en el TO, podemos observar como los ejemplares
que llevan mayor tiempo de entrenamiento (grupo I11)
Yy, que ya han pasado por el tipo de ejercicio realizado
por el grupo Il, presentan un menor valor de cortisol
junto a un menor valor de relacién N:L. Esta situacion
se explica por la ya mencionada alteracion del eje
HPA, en donde se plantea, segiin Cayado et al. (2006),
que el nivel de respuesta que induce el ejercicio sobre
el eje HPA es inversamente proporcional al nivel de
entrenamiento que tenga el ejemplar. Lo anterior
también explicaria que el mayor valor de cortisol
observado se encuentre en el grupo Il, lo que a su vez
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se traduce en una mayor relacion N:L, ya que a mayor
concentracion de cortisol, mayor es la cantidad de
neutrdfilos y menor la de linfocitos (Islas et al., 2007).

5. Conclusiones

Como conclusiones podemos sefialar que, el tipo de
ejercicio realizado en ambos grupos de animales
experimentales fue suficiente para producir una
respuesta reflejada en el aumento de la glicemia post
trabajo. Asi mismo, se observé que a menor nivel de
entrenamiento mayor fue la concentracion basal de
cortisol y de la relacion N:L., sin embargo a menor
intensidad de ejercicio, mayor fue la disminucion de
cortisol y de la relacion N:L post trabajo
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