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1.-INTRODUCCION, OBJETIVOS, HIPOTESIS Y BENEFICIOS DE LA INVESTIGACION

1.1.-INTRODUCCION

En hembras reproductivas de diversas especies no gestantes se ha mostrado que
los componentes del sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), prorenina
(PROREN), renina (REN), angiotensina-Il (ANG-II) y aldosterona (ALD) se expresan en
organos reproductivos, como utero (Hagemann, 1997; Hurley y cols., 2009) y ovarios
(Hagemann, 1997; Del Pilar y cols., 2009; Feitosa y cols., 2010; Sneeringer y cols., 2011).
Durante el ciclo estral, la expresibn de tales componentes esta relacionada
estrechamente con funciones reproductivas especificas que abarcan foliculogénesis
(Schauser y cols., 2001), maduracién ovocitaria (Haulica y cols., 1988; Costa y cols.,
2003; Pountain y cols., 2010), ovulacion (Brunswig-Spickenheier y Mukhopadhyay, 2003;
Costa y cols., 2003; Ferreira y cols., 2007; Pereira y cols., 2009; Pountain y cols., 2010;
Sneeringer y cols., 2011), atresia folicular (Mukhopadhyay y Brunswing-Spickenheier,
1996; Brunswig-Spickenheier y Mukhopadhyay, 2003), desarrollo del cuerpo luteo vy
luteolisis (Schauser y cols., 2001; Brunswig-Spickenheier y Mukhopadhyay, 2003; Herr y
cols., 2010; Sneeringer y cols., 2011), esteroidogénesis (Hagemann y cols., 1993; Del
Pilar y cols., 2009; Herr y cols., 2010), angiogénesis (Del Pilar y cols., 2009) y expresion
de determinadas sustancias vasoactivas (Sneeringer y cols., 2011).

Estas funciones a nivel ovéarico derivan concretamente de la expresién de los
componentes del SRAA a nivel de las células de la granulosa y de la teca del foliculo
preovulatorio. Debido a que las células de la granulosa expresan PROREN y REN, la
elevacion de las concentraciones de REN tras el pico de LH sugiere un papel
determinante del SRA en el desarrollo y maduracion folicular (Hagemann y cols., 1994;
Yoshimura y cols., 1994). Asimismo, en las células tecales la expresion de PROREN,
REN y ANG:-II se relaciona con procesos fisiologicos como neovascularizacién folicular,
regulacion de la sintesis de estrogenos y progesterona (P4) y la ovulacién (Le Gall y cols.,
1993; Ferreira y cols., 2007; Herr y cols., 2008; Gongalves y cols., 2010). Ademas, en los
foliculos ovaricos se han aislado elevados niveles de ALD y su precursor, corticosterona.
Ambas hormonas, unidas a la proliferacién de receptores para la ALD a nivel del ovocito,
sugieren un papel crucial sobre el desarrollo ovocitario (Sneeringer y cols., 2011).

La mayoria de las funciones atribuidas al SRAA durante el ciclo estral derivan de
la expresion de receptores AT2 a nivel de las células de la granulosa y de la teca. La
ANG-II es un potente vasoconstrictor, y su funcion en el ovario se relaciona con la

modulacion del flujo sanguineo ovarico en el proceso ovulatorio. Durante el periodo de
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crecimiento folicular los capilares proliferan alrededor del antro folicular y tras el pico de
LH, el flujo sanguineo se incrementa principalmente a nivel de los vasos de los foliculos
destinados a ovular (Mitsube y cols., 2003). Asimismo, determinados péptidos derivados
de la ANG-Il, como la ANG (1-7) podrian estimular la produccién de precursores
androgénicos a nivel de las células tecales, que posteriormente seran convertidos a
estradiol a nivel de las células de la granulosa bajo la accién de la ANG-II (Pereira y cols.,
2008; Vaz-Silva y cols., 2009).

Por otro lado, la expresion intrafolicular de REN y ANG-II ejerce un papel
preponderante sobre la angiogénesis y neovascularizacion necesarios para la correcta
funcionalidad del cuerpo luteo (CL) y la sintesis de P4 (Schauser y cols., 2001; Herr y
cols., 2008). Finalmente, el SRAA participa en procesos relacionados con atresia folicular.
Asi, en un foliculo en proceso de atresia se produce incremento intrafolicular de
PROREN, REN y receptores AT2 para la ANG-II. Tanto la PROREN como la REN actuan
disminuyendo el flujo sanguineo a los foliculos menos desarrollados, degenerando
posteriormente (Schultze y cols., 1989; Le Gall y cols., 1993; Mukhopadhyay y Brunswing-
Spickenheier, 1996).

De forma genérica, los acontecimientos fisiolégicos en los que participa el SRAA
durante el ciclo estral vienen dados por modificaciones especificas de sus componentes.
Asi, existen gran cantidad de investigaciones realizadas en la mujer, que describen un
incremento de actividad plasmatica de la REN (APR) (Sundsfiord y Aakvaag, 1970;
Sundsfjord, 1971; Katz y Romfh, 1972; Sundsfjord y Aakvaag, 1972; Sealey y cols., 1985;
1987; Magness y Rosenfeld, 1989; Magness, 1993; Sealey y cols., 1994; Chapman y
cols., 1997; Miller y cols., 1999; Chidambaram y cols., 2002; Ounis-Skali y cols., 2006),
ANG-II (Sundsfjord y Aakvaag, 1970; Robertson y cols., 1971; Magness, 1993; Sealey y
cols., 1994; Chapman y cols., 1997; Miller y cols., 1999; Spaanderman y cols., 2000;
Chidambaram y cols., 2002; Ounis-Skali y cols., 2006; Szmuilowicz y cols., 2006) y
secrecion de ALD (Skinner y cols., 1969; Robertson y cols., 1971; Katz y Romfh, 1972;
Sundsfijord y Aakvaag, 1973; Oelkers y cols., 1974; Michelakis y cols., 1975; Frolich y
cols., 1976; Wambach e Higgins, 1978; Sealey y cols., 1985; 1987; Chapman y cols.,
1997; Spaanderman y cols., 2000; Chidambaram y cols., 2002; Ounis-Skali y cols., 2006;
Szmuilowicz y cols., 2006) durante la fase luteal, respecto a la fase folicular del ciclo
estral.

Se hipotetiza que la secrecién de P4 por parte del CL durante la fase luteal es la
fuente primordial de REN y ALD (Michelakis y cols., 1975). Los elevados niveles de P4
mantenidos durante el periodo luteal inducen incremento del flujo plasmatico renal, de la

filtracion glomerular y natriuresis. Este efecto natriurético estimula de forma
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compensatoria la sintesis y liberacion de REN, ANG-Il y ALD (Sundsfjord y Aakvaag,
1970, 1972; 1973; Sundsfjord, 1971; Katz y Romfh, 1972; Oelkers y cols., 1991, Sealey y
cols., 1994; Oelkers, 1996, Chapman y cols., 1997; Hirshoren y cols., 2002; Nakamura y
cols., 2009). No obstante, esta idea no es defendida por todos los autores (Szmuilowicz y
cols., 2006), sugiriendo que la sintesis de ALD puede ser independiente de los efectos de
la REN y ANG-II a nivel ovarico.

Otro de los acontecimientos fisiolégicos que caracterizan el ciclo estral en relacion
a la dinamica de los componentes del SRAA en la mujer viene determinado por el
incremento preovulatorio de REN, PROREN (Sealey y cols., 1987; Loret de Mola y cols.,
1999), ANG-Il (Weir y cols., 1976) y ALD (Sundsfijord y Aakvaag, 1970; 1973; Frolich y
cols., 1976; Weir y cols., 1976). En animales de experimentacion (Howard y cols., 1988;
De Vito y cols., 1988; 1989) y babuinos (Harewood y cols., 1996) se han descrito
mecanismos similares. Dentro de los mecanismos potencialmente relacionados con dicha
respuesta se describen el efecto estimulador de los estrégenos sobre la sintesis de
angiotensindgeno (AOGEN) (Gordon y cols., 1992), variaciones hemodinamicas y del flujo
sanguineo renal, modificaciones de las concentraciones de sodio (Na) a nivel de la
macula densa y alteraciones en la actividad simpatica local (Chidambaram y cols., 2002;
Szmuilowicz y cols.2006; Sealy y Laragh, 2011). No obstante, en babuinos esta respuesta
se ha relacionado con ciertas modificaciones de los volumenes de distribucién de los

fluidos peritoneal y plasmatico durante el ciclo estral (Harewood y cols., 1996).

Entre otros factores inductores de elevacion pre u ovulatoria de REN, ANG-Il y
ALD se citan, la corticotropina (ACTH) y el valor hematocrito (HTO). El cortisol (CORT)
bajo el estimulo de la ACTH podria contribuir al pico preovulatorio de ARP y ALD, ya que
se trata del factor regulador primordial de la sintesis de ALD (Chidambaram y cols., 2002;
Pecheére-Bertschi y cols., 2002; Szmuilowicz y cols., 2006). En humanos y animales de
experimentacion la administracién de REN o ANG-II aumenta el nivel de eritropoyetina
(EPO), potente estimulador humoral de la eritropoyesis (Fried y cols, 1982; Freudenthaler
y cols, 1999).

Hasta la actualidad, las aportaciones cientificas que evaltan la dinamica de los
componentes del SRAA en relacion a la fisiologia hormonal de la yegua son muy escasas
y fragmentarias, considerando de forma aislada determinados periodos dentro del ciclo
reproductor (Broughton Pipkin y cols., 1982; 1984; Forhead y cols., 2000) y mas
extensamente a lo largo del periodo gestacional en la yegua PRE (Satué y cols., 2007;
Domingo, 2008; Satué y Domingo, 2008, a, b; Domingo y Satué, 2008; Satué y Domingo,
2010, a, b; Satué y Domingo, 2011, a, b). Estos ultimos estudios confirmaron que el
incremento de actividad del SRAA durante la gestacidén, podria estar relacionado con
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determinadas respuestas metabodlicas y hormonales que contribuyen al control de la
homeostasis en yeguas gestantes.

En conocimiento de los autores, no existe ningun estudio de investigacion hasta la
actualidad en el que se especifique claramente la dindmica que experimentan los
componentes del SRAA a lo largo del ciclo estral en la yegua. Debido a la implicacion de
la REN, ANG-Il y ALD en procesos fisiologicos durante el ciclo estral como, desarrollo
folicular, ovulacion, establecimiento y funcionalidad del CL, principalmente, se requiere de
un profundo conocimiento de las fluctuaciones fisiol6gicas ciclicas normales que
experimenta el SRAA durante este periodo, asi como las interrelaciones que se producen
entre sus componentes y las hormonas dominantes en cada fase del ciclo. La existencia
de un modelo de funcionalidad del SRAA en yeguas fisiologicamente normales podra ser
aplicada posteriormente a otros modelos patolégicos de tipo reproductivo. Determinados
procesos patologicos de origen diverso que habitualmente se producen en yeguas
durante la temporada reproductiva y que alteran el patrén normal de ciclicidad y fertilidad,
tal vez pudiesen estar relacionados con cambios en la expresion y la actividad de algunos
de los componentes del SRAA. Este estudio experimental representa el primer examen
laboratorial sobre la dinamica de los componentes del SRAA y su interrelacion con
determinadas hormonas y parametros relacionados con el equilibrio hidroelectrolitico en
la yegua PRE durante el ciclo estral.

1.2.-OBJETIVOS

En base al desconocimiento de los mecanismos implicados en el mantenimiento
de la homeostasis hidroelectrolitica y acido-béasica relacionadas con el SRAA vy las
interacciones con las hormonas reproductivas durante el ciclo estral en la yegua, los

objetivos que se han perseguido en la presente investigacidén son los siguientes:

PRIMERO. Establecer valores de referencia de las concentraciones de renina,
angiotensina |, aldosterona, estradiol-17p3, progesterona, cortisol, valor hematécrito y
electrolitos, sodio, potasio y cloro en yeguas reproductivas ciclicas PRE. El
establecimiento de valores de referencia deberia ser un requisito previo a la toma de
decisiones clinicas, en relacidén a las complicaciones patolégicas que pueden ponerse de
manifiesto en yeguas reproductoras durante el ciclo estral.

SEGUNDO. Analizar si el ciclo estral en la yegua PRE induce modificaciones en
las dinamicas de los componentes del SRAA, renina, angiotensina Il y aldosterona, al
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igual que acontece en otras especies animales. A nivel practico, resulta de vital
importancia al clinico de équidos conocer el modelo de referencia sobre el perfil hormonal
y sanguineo que experimenta la yegua sana, ya que la instauraciéon de patologias de

diverso origen, podrian manifestar variaciones substanciales en sus dinamicas.

TERCERO. Verificar si la liberacion de estradiol-17p, progesterona, cortisol asi
como el valor hematécrito y las concentraciones de sodio, potasio y cloro estan
implicados fisiologicamente en las modificaciones que experimentan los componentes del
SRAA a lo largo del ciclo estral en la yegua PRE. La influencia de parametros
directamente relacionados con el mantenimiento del equilibrio hidroelectrolitico podria
ayudar a dilucidar qué mecanismos estan relacionados con la actividad del SRAA en
yeguas ciclicas.

1.3.-HIPOTESIS

En base a estos antecedentes, las hip6tesis que se han emitido para la realizacion

del presente trabajo de investigacién han sido las siguientes:

PRIMERA.- Que el ciclo estral condicionaria modificaciones importantes en
diversos parametros hematolégicos, bioquimicos y hormonales, que podrian justificar la

creacion de rangos de referencia especificos para yeguas PRE no gestantes.

SEGUNDA.- Que el ciclo estral induciria hiperactividad del SRAA al igual que
ocurre en otras especies, y que en el origen en dichos cambios podrian estar
involucradas las hormonas dominantes en cada fase del ciclo, estradiol y progesterona y

otras hormonas, como el cortisol.

TERCERA.- Que diversos factores hematolégicos y bioquimicos de naturaleza no
hormonal, como el valor hematocrito y las concentraciones plasmaticas de electrolitos
(sodio, potasio y cloro) podrian estar implicados en las modificaciones de la actividad del

SRAA durante el ciclo estral.
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1.4.-BENEFICIOS DERIVADOS DE LA INVESTIGACION

Los beneficios que podrian derivarse de la presente investigacién podrian ser
clasificados en dos categorias, cientificos y clinicos:

1.4.1.-CIENTiIFICOS

El presente trabajo de investigacién representa el primer estudio realizado sobre la
dindmica del SRAA en la yegua PRE en relacién al ciclo estral. Resulta primordial para el
veterinario clinico de équidos conocer la direccion y magnitud de las modificaciones de
los componentes del SRAA vy las interrelaciones con las hormonas reproductivas, al
proporcionar una ayuda practica para el diagnéstico de patologias que podrian cursar con
hallazgos hematolégicos, bioquimicos y hormonales similares. Ademas, se podrian
establecer rangos de referencia mas estrechos para yeguas PRE en diferentes momentos
del ciclo reproductor.

1.4.2.-CLINICOS

El conocimiento de la funcionalidad del SRAA asi como de los farmacos y vias de
bloqueo ayudaran a prevenir y resolver gran cantidad de patologias que se producen en
la actualidad en équidos, como fallo cardiaco, renal, hipertension y laminitis, relacionadas
con los efectos perjudiciales presores de la ANG-II. El mal pronéstico que presentan este
tipo de procesos justifica la creacidn, el ensayo, y la utilizacion de nuevos farmacos
(Davis y cols., 2002; Gehlen y cols., 2003; Gardner y cols., 2004; Luciani y cols., 2007;
Sleeper y cols., 2008; Chen y cols., 2010).
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2.-REVISION BIBLIOGRAFICA

El objetivo de la presente investigacién ha sido analizar la evolucién de los
componentes del SRAA y su interrelacion con los niveles de estrogenos, progesterona,
cortisol, y otros parametros relacionados con el equilibrio hidroelectrolitico, como
hematocrito y electrolitos a lo largo del ciclo estral en la yegua. A tal fin, la revisién
bibliografica se ha estructurado en tres apartados. En el primero de ellos se describe la
fisiologia reproductiva en la yegua, considerando los mecanismos neuroendocrinos que
controlan la actividad reproductiva, estacionalidad y ciclo estral. En este mismo apartado
se hace especial referencia a aspectos relacionados con el desarrollo folicular y
ovulacion, establecimiento y desarrollo del cuerpo liteo, que seran los responsables de
las modificaciones endocrinoldgicas, del tracto reproductor y comportamentales que rigen
especificamente la fase folicular y luteinica del ciclo estral en esta especie. En el segundo
apartado se aborda la descripcién y las funciones especificas de los componentes del
SRAA, cortisol, valor hematocrito y electrolitos, sodio, potasio y cloro, mas concretamente
relacionados con la reproduccién. En el tercer y ultimo apartado se exponen los
antecedentes bibliogréaficos relacionados con el ciclo estral, en relacion a los parametros

anteriormente descritos en distintas especies animales.

2.1.-FISIOLOGIA DEL CICLO ESTRAL EN LA YEGUA

2.1.1.-MECANISMOS NEUROENDOCRINOS QUE CONTROLAN LA ACTIVIDAD
REPRODUCTIVA EN LA YEGUA

Desde el punto de vista reproductivo la yegua se define como una hembra
poliéstrica estacional de dia largo o fototrépica positiva, en la cual la actividad
reproductiva esta regulada directamente por el fotoperiodo. Los fotoreceptores de la
retina captan la informacién del estimulo luminoso y la transforman en impulso nervioso.
El impulso nervioso es transportado a través del nervio éptico al nucleo supraquiasmatico
y posteriormente, al ganglio cervical superior. Este Ultimo posee terminaciones
neuronales adrenérgicas que llegan a la glandula pineal, lugar donde se libera el
neurotransmisor serotonina. A través de la serotonina N-acetiltransferasa la serotonina es
transformada en N-acetilserotonina, también denominada normelatonina. La
normelatonina junto con la N-acetilserotonina o-metiltransferasa (ASMT) intervienen en la

sintesis de melatonina (Haimov y Lavie, 1995).

La melatonina se libera durante las horas de oscuridad, siguiendo un patréon de
secrecidon inversamente proporcional a la cantidad de horas luz. Como resultado de la

mayor exposicion al fotoperiodo en las estaciones de primavera y verano, la secrecioén de
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melatonina disminuye, lo cual a su vez favorece la liberacién del factor liberador de
gonadotropinas (GnRH) a nivel hipotalamico. La GnRH entra en el sistema vascular portal
hipotalamico hipofisario, y de ahi es transportada a la adenohipoéfisis (Cunningham y
Klein, 2009), lugar en el que se sintetizan las hormonas foliculo estimulante (FSH) y
luteinizante (LH). Ambas gonadotropinas son vehiculadas via sanguinea hasta el ovario,
lugar en el que ejercen especificamente sus funciones (Alexander e Irvine, 1993; Irvine y
Alexander, 1993). La FSH actia a nivel de las células de la granulosa del foliculo
preovulatorio favoreciendo el crecimiento, maduracién folicular y la sintesis de
estrégenos. A nivel de las células de la teca, la LH participa en la maduracién ovocitaria,
ovulacion, establecimiento, desarrollo y mantenimiento del CL, asi como en la sintesis de
P4. Ambos esteroides ovaricos controlan el EHH mediante mecanismos de
retroalimentacién, determinando asi el ciclo estral en la yegua (Sharp y Davis, 1993;
Evans y cols., 2011; Velez y cols., 2012).

2.1.2.-ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA

Los cambios en la duracion del fotoperiodo determinan la estacionalidad
reproductiva en la yegua, estableciéndose un ciclo reproductivo de caracter circanual
integrado a su vez por cuatro periodos que difieren endocrino y fisiolégicamente: periodo
de transicién primaveral, estacion ovulatoria o estacidn de cria, transicion otonal y anestro
invernal (Crowell-Davis, 2007; Aurich, 2011).

El periodo de transicién primaveral se pone de manifiesto tras el anestro invernal a

inicios de primavera debido al incremento del nimero de horas de luz o fotoperiodo, y
culmina tras un periodo de 2 meses, con el inicio de la actividad reproductiva regular y
fértil caracteristica de la estacion ovulatoria. Aunque este periodo presenta gran
variabilidad interindividual tanto en caracteristicas como en duracidn, las yeguas
muestran un patrén de actividad sexual erratico, caracterizado por la presencia de celos
duraderos e irregulares (Aurich, 2011).

El incremento de FSH al inicio de este periodo origina oleadas foliculares
menores, caracterizadas por el desarrollo de diversos foliculos de 6 y 21 mm de diametro,
que regresan simultdneamente, en ausencia de un foliculo dominante (Ginther y cols.,
2004, a, b). Las bajas concentraciones de estradiol-173 (E2) e inhibina debido a la
ausencia de foliculo preovulatorio inhiben al mismo tiempo el feedback negativo sobre la
FSH, por lo que los niveles de dicha gonadotropina permanecen aumentados. Sin
embargo, la deficiencia estacional de LH resulta en bajas concentraciones de E2, inhibina

y otros factores presentes en el liquido folicular como, el factor de crecimiento insulinico
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tipo 1 (IGF-1), conduciendo al fallo ovulatorio. Por este motivo, a la palpacién rectal o
examen ecografico es frecuente la aparicion de diversos foliculos antrales pequefios, de
tamano similar (20-30 mm) en el ovario (Sharp y Davis, 1993). El final de este periodo
debido a la influencia del fotoperiodo, describe oleadas foliculares mayores que
desarrollan un conjunto de foliculos, que si bien, la mayoria regresa, uno de ellos alcanza
un tamano superior a los demas. Las concentraciones crecientes de E2 por parte del
foliculo preovulatorio inducen la oleada provulatoria de LH, que culmina con la aparicion
de la primera ovulacion, que indicara el inicio de la estacion ovulatoria, momento en el

que comienza la actividad ciclica fértil (Aurich, 2011).

La estacion ovulatoria o estacion de cria se extiende desde abril a septiembre en

el hemisferio norte y de octubre a marzo en el hemisferio sur. EI comienzo de la etapa
reproductiva sucede cuando el numero de horas de luz es suficiente para suprimir el
reflejo inhibitorio inducido por la melatonina sobre la liberacién de GnRH. La secrecién de
GnRH es continua, con pulsos cada hora en estro y cada dos horas en diestro. Por cada
ciclo estral pueden producirse una o dos oleadas foliculares mayores en virtud del patrén
uni o bimodal de secreciéon de FSH. El patron bimodal ocurre mas especificamente al
inicio de la estacion ovulatoria, mientras que a mediados o finales de este periodo se
establece un patron unimodal (Ginther, 1992; Pierson, 1992). A diferencia del periodo de
transicion, caracterizado por oleadas foliculares menores, en la estacion reproductiva se
desarrollan oleadas foliculares mayores, que conducen a la formacién de un foliculo
dominante. La influencia de estos patrones hormonales condiciona cierta variabilidad a la
duracion de los ciclos, siendo mas duraderos al inicio (meses de abril 0 mayo) que a
finales de la estacion reproductiva (junio o julio). Se ha hipotetizado que la finalidad de la
estacionalidad reproductiva es garantizar que los nacimientos ocurran en la época del
ano mas favorable, en virtud de las condiciones ambientales de temperatura vy
disponibilidad de alimentos, para el correcto desarrollo del neonato (Crowell-Davis, 2007;
Aurich, 2011).

Las elevadas temperaturas, asi como la disminucién de la influencia del
fotoperiodo a finales de verano, favorecen el inicio del periodo de transicion otofial, que

en el hemisferio norte comprende los meses de octubre a diciembre. Ambos factores
ambientales implican una serie de cambios paulatinos destinados a terminar
temporalmente con la activacién de foliculos antrales y el proceso ovulatorio. La FSH
vuelve a presentar un patron bimodal, como al inicio de la temporada reproductiva, con
una frecuencia de secrecion de un pulso cada dos dias, por lo que el didmetro del foliculo
de mayor tamano disminuye gradualmente a medida que avanza éste periodo y con él la
sintesis de E2 (Irvine y cols., 2000. Este declive de estrogenos inhibe el pico preovulatorio
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de LH, que culmina con la ausencia de crecimiento folicular y la detencién de la ovulacién

a inicios de invierno (Turner y cols., 1979; Crowell-Davis, 2007).

La pérdida de capacidad para ciclar en las yeguas en anestro viene dada por la
escasa influencia del fotoperiodo sobre los niveles de gonadotropinas, que comprende los
meses de diciembre, enero y mediados de febrero en el hemisferio norte. El aumento del
numero de horas de oscuridad durante el invierno favorece la liberacion de elevadas
concentraciones de melatonina, bloqueando al mismo tiempo el EHHG. En este caso la
secrecion de GnRH se produce de forma pulsatil, con amplitud y frecuencia muy bajas,
resultando insuficiente para estimular la secrecién de gonadotropinas, FSH y LH
(Alexander e Irvine, 1991). A la palpacién rectal, los ovarios se aprecian pequenos y
duros debido a la ausencia de foliculos de tamaro superior a 15 mm. El Utero pierde tono
muscular y se vuelve flacido. A veces, se prefiere denominar a esta etapa anovulatoria y
no anestro, ya que algunas yeguas presentan signos de celo debido a la liberacién de
estrégenos por parte de las glandulas adrenales (Aurich, 2011).

Adiccionalmente, dichos patrones estacionales pueden modificarse en virtud de
una de gran diversidad de factores como, temperatura, latitud, region geografica, raza,
edad, estado fisiolégico, presencia de estrés y enfermedades, condicion corporal,
alimentacion, etc. (Davies Morel y cols., 2010; Vecchi y cols., 2010).

2.1.3.-CICLO ESTRAL

El ciclo estral se define cronolégicamente como el periodo de tiempo comprendido
entre dos ovulaciones consecutivas. La duracion aproximada oscila entre 18 y 22 dias,
considerando como media un periodo de 21 dias (Bergfelt, 2000; Ginther y cols., 2008).
La nomenclatura actual establece que el ciclo estral esta integrado por dos fases
perfectamente diferenciadas: estro o fase folicular y diestro o fase luteinica. Estas fases
se caracterizan por modificaciones internas de los 6rganos sexuales y del sistema
glandular, asi como alteraciones comportamentales en base a los patrones de E2 y P4
dominantes en cada una de ellas, respectivamente (Crowell-Davis, 2007; Aurich, 2011).

2.1.3.1.-ESTRO O FASE FOLICULAR

El estro, calor o fase folicular se caracteriza por la presencia de foliculos en
diversos estadios de desarrollo e incremento simultaneo de la secrecién de E2. Tiene una
duracién media aproximada de 5 a 7 dias, con una variabilidad de 3 a 9 dias, relacionada
con la estaciéon del afo. Asi, el estro se alarga en otofio (7-10 dias) y se acorta
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considerablemente, a finales de primavera e inicios de verano (4-5 dias). Durante este
periodo la yegua es sexualmente receptiva al semental, el tracto genital esta preparado
para la recepcién y transporte de espermatozoides y culmina finalmente con la ovulacién
(Squires, 1993; Crowell-Davis, 2007; Ginther y cols., 2008).

2.1.3.1.1.-DINAMICA OVARICA: PATRON DE CRECIMIENTO FOLICULAR Y
OVULACION

El desarrollo folicular ovéarico es un proceso dindmico complejo, caracterizado por
la proliferacion y diferenciacion marcadas de las células foliculares, proporcionando un
ambiente 6ptimo para la maduracién del ovocito y su preparacion para la fertilizacion tras
la ovulacion (Armstrong y Webb, 1997). El desarrollo folicular viene dado por el
crecimiento sincrénico de oleadas foliculares, conformadas por cohortes de foliculos que
son seleccionados para crecer a partir de la reserva de foliculos “en reposo”. Entre los
foliculos reclutados en cada oleada se establece una competencia por la dominancia, en
la cual un solo foliculo de la cohorte adquiere el desarrollo competente que le permitird
seguir creciendo, al tiempo que sus companeros sufriran atresia. La regulacion de cada
oleada y seleccion folicular implica interacciones entre las gonadotropinas circulantes y
determinados factores intrafoliculares, garantizando que cada foliculo sea estimulado
adecuadamente, para crecer o retroceder en cualquier etapa de desarrollo (McMeen,
2002).

A nivel experimental, la aparicibn de una oleada folicular se define como el
crecimiento o emergencia simultanea de un numero variable de foliculos inferiores a 6 a
13 mm de diametro (Ginther y Bergfelt, 1993; Ginther y cols., 2001). En la yegua estas
oleadas foliculares se clasifican dependiendo de su capacidad para desarrollar el foliculo
dominante (oleadas principales) o si por el contrario, sélo generan foliculos de pequefo
tamano (oleadas menores). Asi, las oleadas principales o0 mayores originan varios
foliculos subordinados y uno o varios foliculos dominantes, mientras que en las oleadas
menores, el foliculo de mayor tamafo no supera los 30 mm de diametro y posteriormente
regresa (Ginther, 2000; Donadeu y Ginther 2002; Ginther y cols., 2004, a, b).

Durante cada ciclo se producen 1 o 2 oleadas foliculares mayores, diferenciadas
segun el momento de su aparicién en primarias y secundarias. La oleada mayor primaria
ocurre hacia la mitad del diestro, en la cual el foliculo dominante ovula al final o cercano
al final del estro. La oleada mayor secundaria precede a la anterior y emerge durante el
final del estro o muy a inicios del diestro. De forma genérica, se producen dos oleadas
foliculares anovulatorias seguidas de una oleada ovulatoria durante el ciclo (Ginther,
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1990; Irvine y cols., 2000). Existen profundas diferencias en el patrén de oleadas
foliculares a nivel de raza en équidos. Asi, mientras que en yeguas Quarter Horse y ponis
usualmente se desarrolla una oleada principal en diestro tardio, que culmina con la
ovulacion durante el estro, en yeguas PSI se produce una oleada secundaria en diestro
temprano, en la cua el foliculo dominante puede llegar a ovular, transformarse en

hemorragico o bien regresar (Ginther 2000; Stabenfeldt y cols., 2010).

Pierson (1992) describi6 la importancia de la participacion de las gonadotropinas
FSH y LH en el desarrollo folicular. Los foliculos antrales adquieren receptores para la
FSH y LH a nivel de las membranas de las células de la granulosa y de la teca,
respectivamente. Las células tecales bajo el predominio de la LH sintetizan andrégenos,
que posteriormente seran aromatizados a estrogenos a nivel de las células de la
granulosa, previamente estimuladas por la FSH. El aumento de las concentraciones de
estrégenos estimula la secreciébn de LH, que a su vez induce mayor sintesis de
estrégenos. Dicho aumento progresivo de estrégenos también promueve la aparicién de
receptores LH en las células de la granulosa, lo cual facilita la transicion de la etapa antral
al estadio preovulatorio, momento en el que el ovocito alcanzara el estadio final de

maduracion.

A los 6 dias del inicio de la oleada mayor se produce la desviacién, mecanismo
que refleja la tasa de crecimiento folicular que diferencia el tamarno del foliculo
preovulatorio (22,5 mm), respecto al de los foliculos subordinados (19 mm) (Gastal y
cols., 1997; Watson y cols., 2002; Ginther y cols., 2004). La desviacion se relaciona con la
secrecion de inhibina (Donadeu y Ginther, 2002) y con la IGF-1 (Ginther y cols., 2002;
2004). Concretamente, la inhibina reduce la secrecion de FSH a niveles basales,
imposibilitando a los foliculos subordinados proseguir su desarrollo (Ginther y Bergfelt,
1993; Ginther, 2000). Sin embargo, el foliculo dominante continda creciendo a una tasa
constante de 2-3 mm por dia, hasta alcanzar un tamafo de 40 mm en respuesta a la
mayor sensibilidad a la FSH. Como se ha expresado previamente, en este estadio de
desarrollo, las células de la granulosa también desarrollan receptores para la LH,
necesarios para la maduracion final del ovocito y la ovulacién tras la oleada preovulatoria
de LH (Gastal y cols., 1999; 2000).

El diametro maximo del foliculo ovulatorio generalmente fluctia entre 40-45 mm
en diversas razas equinas como, Quarter Horse, Arabes, PSI y PRE (Vivo y cols., 1992;
Vinuesa y Vivo, 1993; Bergfelt y Adams, 2007), aunque el rango puede ser muy superior
(30 a 70 mm) (Bergfelt y Adams, 2007; Aurich, 2011). No obstante, en razas de peso
inferior a 350 kg o0 de poca alzada el diametro suele ser inferior (35-40 mm) (Driancourt y
Palmer, 1984; Davies Morel y cols., 2010). Asimismo, se han establecido diferencias en
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tamarno en relacion a la estacion o presencia de ovulaciones multiples. Asi, los foliculos
alcanzan un tamano 5-8 mm superior en primavera que en verano u otofio y son 4 a 9
mm inferiores en ovulaciones multiples respecto a las ovulaciones simples (Bergfelt y
Adams, 2007; Davies Morel y cols., 2010).

Las maximas concentraciones estrogénicas secretadas por las células de la
granulosa del foliculo preovulatorio también inducen la aparicibn de manifestaciones
comportamentales tipicas de celo y del aparato reproductor, encargadas de garantizar la
recepcion, transporte de espermatozoides y fertilizacién del ovocito (Bergfelt, 2000;
Crowell-Davis, 2007). Tras la oleada preovulatoria de LH, la ovulacién ocurre de forma
espontdnea 24 a 48 horas antes de la finalizacion de la fase folicular. El proceso
ovulatorio trae consigo la rapida evacuacién del ovocito y liquido folicular tras la
dehiscencia folicular a nivel de la fosa de ovulacién. Una vez concluida la ovulacién, las
concentraciones de E2 retornan a niveles basales, finalizando al mismo tiempo el
comportamiento estral en la yegua (Ginther y cols., 2001; Youngquist y Threlfall, 2007;
Donadeu y Pedersen, 2008; Gastal, 2009; Stabenfeldt y cols., 2010; Gastal, 2011, a).

2.1.3.1.2.-MODIFICACIONES COMPORTAMENTALES Y DEL TRACTO
RESPRODUCTOR DURANTE EL ESTRO EN LA YEGUA

El predominio estrogénico durante la fase folicular (fase proliferativa) es el
responsable de las modificaciones comportamentales y del tracto reproductor durante el
celo en la yegua. Entre los signos externos de celo se describen, inquietud e irritabilidad,
busqueda del semental, elevacion lateral de la cola, micciones frecuentes, secrecidén
mucosa, centelleo vulvar y eversion del clitoris. Entre otros signos de celo también
destacan relajacion de la cabeza y musculos faciales, descenso de la pelvis y separacion
de las extremidades posteriores para atender y acomodar al pene en el momento de la
copula (Bergfelt, 2000; Crowell-Davis, 2007).

Al examen colposcopico puede detectarse incremento del diametro longitudinal de
la vulva, congestion y edematizacién de las mucosas vulvar y vaginal (Bergfelt, 2000;
Crowell-Davis, 2007, Samper y Pycock, 2007). El cuello uterino se encuentra abierto,
relajado, flacido y edematoso, observandose la salida de mucus de consistencia fluida
(Bergfelt, 2000; Crowell-Davis, 2007). El incremento de vascularizacién bajo la
dominancia estrogénica origina ausencia de tono en cuello, cuerpo y cuernos uterinos,
detectables mediante palpacion rectal. El crecimiento folicular se hace detectable por el
aumento de tamano y tono ovarico (Samper y Pycock, 2007), que durante la semana
previa a la ovulacién aumenta de forma lineal a 2,7 mm por dia (Ginther, 1992). No
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obstante, 24-48h antes de la ovulacion éste puede perder tonicidad y detener su
crecimiento, hecho que ocurre en un elevado porcentaje de yeguas (40%) (Palmer y
Driancourt, 1980; Ginther, 1992). El tono uterino no presenta modificaciones especificas
hacia el momento de la ovulacién (Bergfelt, 2000; Crowell-Davis, 2007), si bien, el colapso
de la pared folicular tras la ruptura puede ser identificado como una depresiéon en la
superficie ovarica (Samper, 2008).

El examen ecografico del cuerpo y cuernos uterinos manifiesta un patron
heterogéneo caracteristico alternante que comprende zonas ecogénicas e
hipoecogénicas, intimamente relacionado con el incremento de estrogenos (Pycock y
cols., 1995). Las zonas ecogénicas corresponden a las porciones internas de los pliegues
endometriales, mientras que las porciones no ecogénicas son indicativas de la existencia
de edema a nivel de la submucosa. De forma ocasional puede aparecer escasa cantidad
de fluido libre intrauterino de caracter fisioldgico. En poneis y yeguas de diversas razas
como Appaloosa, Quarter Horse, PSI, Dutch Warmblood, Standardbred, los pliegues
endometriales se hacen visibles 7-8 dias previos, aumentando progresivamente el dia de
la ovulacion. A nivel de los cuernos uterinos son caracteristicas las imagenes ecograficas
en forma de “rueda de carro” relacionadas con la presencia de edema e hipertrofia de los
pliegues endometriales (Hayes y cols., 1985). Mediante control ecografico también puede
detectarse miocontractibilidad del cuello, cuerpo, cuernos y trompas uterinas durante el
periodo estral (Bergfelt, 2000; Crowell-Davis, 2007). Tras la dehiscencia folicular,
desaparece el edema endometrial y los pliegues se hacen indetectables (Ginther y
Pierson, 1984; Hayes y cols., 1985; McKinnon y cols., 1987; Ginther, 1992; Pycock y
cols., 1995).

La ecografia del ovario revela un numero variable de foliculos de consistencia
anecogénica, que pueden variar en tamano segun el momento del desarrollo (Bergfelt,
2000; Bragg Wever y cols., 2002; Crowell-Davis, 2007; Samper y Pycock, 2007; Ginther y
cols., 2008). El foliculo preovulatorio exhibe modificaciones morfolégicas pronunciadas,
variando de forma esférica a cénica o de pera en el 84% de los periodos preovulatorios,
mientras que los foliculos restantes mantienen la forma esférica (Ginther, 1992). El
colapso de la pared folicular tras la ruptura también puede ser detectado mediante
ecografia como un area irregular hiperecogénica en la cortical del ovario (Samper, 2008).

2.1.3.2.-DIESTRO O FASE LUTEINICA

El diestro o fase luteinica se inicia en el momento de la ovulacién con la formacion

del CL, 6rgano encargado de la sintesis de progesterona. A diferencia de la fase folicular,
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la insensibilidad del CL al fotoperiodo hace que la duracién de este periodo sea mas
constante. De hecho, la mayoria de investigaciones estiman una duracion media de 14-15
dias, aunque puede ser mas duradera a mediados de verano (16 dias) que en primavera
u otofio (13 dias) (Crowell-Davis, 2007; Ginther y cols., 2008).

2.1.3.2.1.-ESTABLECIMIENTO DEL CUERPO LUTEO

La desorganizacion de la pared folicular tras la ovulacion permite a los vasos
sanguineos y fibroblastos invadir la cavidad folicular. La luteinizacion comprende cambios
estructurales y funcionales de las células de la granulosa, que en principio fueron
productoras de E2, transformandose posteriormente en células luteales, secretoras de
P4. De hecho, las células luteinicas derivan de la accion de la LH sobre las células de la
granulosa, que comienzan a sintetizar P4. La P4 se mantiene elevada a partir del dia 5
post ovulacion hasta la finalizacién del diestro y ejerce funciones especificas relacionadas
con la preparacion del endometrio para aceptar y mantener la gestacién, desarrollo de las
glandulas endometriales e inhibicibn de la contractilidad miometrial (Youngquist y
Threlfall, 2007).

Se han descrito dos tipos de CL en relacion a la presencia o0 no de coagulo
sanguineo central. En un elevado porcentaje de casos (50-70%) en el lugar de la
ovulacion se desarrolla un coagulo central rodeado de tejido luteal. Este tipo de condicién
morfologica luteal se define como cuerpo hemorragico. La cavidad comienza a llenarse de
trasudado, fibrina y sangre durante las primeras 24 horas, alcanzando el tamafio maximo
a los 3 dias. Alrededor del 5° dia post-ovulacion, los CLs que desarrollan cavidad central
suelen tener un tamano significativamente superior (32,8 mm) a los que carecen de ella
(26,0 mm). La proporcién del didmetro maximo del CL es del 65 a 80% respecto al
tamano del foliculo preovulatorio y posee una pared externa de 4-7 mm de espesor,
correspondiente a la porcion de tejido luteinizado. Al igual que sucede con el tamafo, la
textura también se modifica en funcién del tipo de CL. Mientras que los CL que
desarrollan cavidad central son mas densos, los que no la presentan suelen ser mas
esponjosos (Dickson y Fraser, 2000). De forma genérica, el ratio tejido luteal no luteal del
cuerpo hemorragico es minimo durante el diestro temprano y maximo hacia la mitad del
diestro. Estos acontecimientos se relacionan con la disminucion gradual de fluidos como
resultado de la produccidn y organizacion de tejido conectivo asociado con el mecanismo
de la coagulaciéon (Berfelt y Ginther, 1992; Ginther, 1995). Cabe destacar que la
formacién de un tipo u otro de CL es un acontecimiento al azar. De hecho, la repetibilidad
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de la morfologia luteal no siempre se detecta en ovulaciones subsecuentes (Ginther,
1992; Berfelt y Ginther, 1992; 1995).

Adicionalmente, los niveles de P4 sostenidos durante el diestro reducen la
frecuencia e intensidad de los pulsos de GnRH mediante mecanismo feedback. No
obstante, debido a que los pulsos de FSH son superiores a los de LH, se desarrolla una
nueva oleada folicular durante este periodo. A nivel experimental, se han realizado cortes
seccionales en el ovario hacia la mitad del diestro, observandose alternancia de CL y
foliculos en diversos estadios de desarrollo, que pueden llegar a alcanzar un tamafno
variable (2 a 30 mm) o regresar. En ausencia de gestacion la finalizacién de la fase
luteinica culmina con la lisis del CL inducida por la PGF2a de origen endometrial y
descenso de las concentraciones de P4 (Crowell-Davis, 2007; Ginther y cols., 2008). La
regresion del CL implica una serie de acontecimientos estructurales y funcionales
caracterizados por la disminucién de la vascularizacién, incremento de tejido conectivo,

hialinizacién, fibrosis y atrofia (Samper, 2008).

2.1.3.2.2.-MODIFICACIONES COMPORTAMENTALES Y DEL TRACTO
RESPRODUCTOR DURANTE EL DIESTRO EN LA YEGUA

Durante el diestro (fase secretora) el dominio de la P4 induce modificaciones
comportamentales y en los genitales tubulares caracterizados por la pérdida de edema y
conducta de celo, caracteristicos de la fase folicular. Durante este periodo son frecuentes
los reflejos de vocalizacion en la yegua y agresiones o coceo para evitar el acercamiento

del semental (Crowell-Davis, 2007).

Mediante examen colposcépico las mucosas vulvar, vaginal y del cuello uterino
aparecen pdlidas, secas, con escasa cantidad de mucus de apariencia viscosa. El
diametro longitudinal de la vulva se acorta y el cuello uterino aparece cerrado, palido y
central (Ginther y cols., 2008; Crowell-Davis, 2007).

A la palpacién rectal el cuello, cuerpo y cuernos uterinos aparecen firmes,
tubulares y estrechos, si bien el tono uterino es mas discreto que durante la gestacion.
Aunque es dificil de explorar, el CL podria palpable durante los primeros dias post-
ovulacion, si bien, los foliculos en desarrollo (de diametro inferior a 25 mm) no serian
identificables (Samper, 2008).

Mediante control ecografico se evidencia un patrdn homogéneo, caracterizado por
la pérdida de prominencia de los pliegues endometriales y escasa cantidad de fluido
intrauterino (Ginther y Pierson, 1984; Montavon, 1994; Plata-Madrid y cols., 1994).
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Mientras que el tejido luteal se identifica hipoecogénico, la ecogenicidad se incrementa en
el tejido conectivo del estroma ovarico. A pesar de que el diametro del cuerpo
hemorragico es superior al del CL sin cavidad central, la proporcién de tejido luteal es
similar en ambos tipos (Ginther y Pierson, 1984, Berfelt y Ginther, 1992; Montavon, 1994;
Plata-Madrid y cols., 1994; Ginther, 1995). El patron de ecogenicidad varia segun el
periodo de crecimiento o desarrollo y regresion del CL, ya que esta inversamente
relacionado con el grado de vascularizacion (Ginther, 1995; Bergfelt y Adams, 2007).
Ademas, estas modificaciones en el patron de ecotextura endometrial y luteal estan
relacionadas estrechamente con los niveles de P4 (Arruda y cols., 2001; Ferreira-Diaz y
cols., 2006). Asi, el incremento progresivo de P4 que caracteriza el diestro temprano se
asocia con aumento del diametro y vascularizacion luteal y descenso de la ecogenicidad.
Las maximas concentraciones de P4 que definen la mitad del diestro se relacionan con
didmetro y vascularizacién maximos y minima ecogenicidad. La regresion del CL y el
descenso de P4 se corresponden estructuralmente con la disminucion del area luteal y
vascularizacién e incremento de la ecogenicidad. La glandula litea es visible
ecograficamente hasta el dia 17 del ciclo (Burris, 1999). Dichos cambios estructurales
preceden a las variaciones funcionales durante el periodo de maduracién y regresiéon de
la glandula lutea (Bergfelt y cols., 1998; Bollwein y cols., 2002; Bergfelt y Adams, 2007;
Ginther, 2011).

2.1.3.3.-ASPECTOS ENDOCRINOLOGICOS RELACIONADOS CON EL CICLO
ESTRAL EN LA YEGUA

Los acontecimientos fisiolégicos que tienen lugar durante el ciclo estral estan
regulados por la interrelacion coordinada de diversas hormonas y factores liberadores
como GnRH, FSH, LH, E2, P4 y PGF2a, entre otros (Cunningham y Klein, 2009). A
continuacion se describen las modificaciones mas notables que experimentan cada uno

de ellos y su implicacién fisioldgica durante el ciclo estral en la yegua.

2.1.3.3.1.-FACTOR LIBERADOR DE GONADOTROPINAS

Como se ha expresado previamente, el incremento del fotoperiodo durante las
estaciones de primavera y verano provoca disminucién de la secrecion de melatonina.
Esta sefial influye positivamente sobre los pulsos de liberacion de GnRH hipotalamica,
que a su vez controla la liberacion diferencial de gonadotropinas (Ginther, 1992). De
forma genérica, los pulsos de GnRH que se producen cada 45 min originan
predominantemente secrecion de LH, mientras que los que se establecen cada 6 h
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estimulan la secrecion preferencial de FSH. La elevada frecuencia de pulsos de GnRH (2
pulsos por hora) durante el estro favorece el incremento de LH y disminuye la FSH,
mientras que la disminucion de la frecuencia a 2 pulsos por dia origina aumento de FSH e
inhibicion de LH (Alexander e Irvine, 1993). Estos acontecimientos endocrinos permiten la
aparicién de las oleadas de crecimiento folicular, la sintesis de E2 y la ovulacion durante
el estro, y aparicién del CL unido a la liberaciéon de P4 durante el diestro (Youngquist y
Threlfall, 2007).

2.1.3.3.2.-HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE

Como se ha expresado previamente, la FSH describe dos tipos de patrones de
secrecion durante el ciclo estral en la yegua: uni o bimodal. El patrén bimodal se produce
frecuentemente durante el periodo de transicién primaveral y estacion ovulatoria. El
primer pico de FSH aparece entre el dia 8 y el 14 del ciclo, momento en el cual el foliculo
de mayor tamano alcanza un diametro de 13 mm (Gastal y cols., 2000). Este primer
aumento precede al inicio de la desviacion y se relaciona con la sintesis creciente de
inhibina por parte del foliculo de mayor tamano (Ginther y cols., 2004; 2005; Medan y
cols., 2004; Kenny y Woodruff, 2006) y persiste hasta que el foliculo prevoulatorio alcanza
un didmetro de 22 mm. El segundo pico de FSH comienza el dia 15 del ciclo y se hace
necesario para completar el desarrollo del foliculo preovulatorio (Ginther y Bergfelt, 1993;
Gastal y cols., 2000, Medan y cols., 2004). A diferencia del patron bimodal, el primer pico
de FSH estaria ausente en el patrén unimodal (Alexander y cols., 1993). En este ultimo
patron los niveles permanecen bajos durante el estro, se elevan en momentos cercanos a

la ovulacién, manteniéndose incrementados durante el diestro (Medan y cols., 2004).

La FSH también interviene en la aparicion de receptores para la LH a nivel del
foliculo preovulatorio (/rvine y Alexander, 1993; Reichert, 1994). Al inicio del crecimiento
folicular, los bajos niveles de estradiol ejercen un efecto feedback negativo sobre el EHH,
controlando la liberacién tonica o basal de gonadotropinas. Este mecanismo controla el
crecimiento folicular y la sintesis de E2 de forma continua, evitando la sobreestimulacion
ovérica. Tras el periodo de crecimiento folicular, una vez seleccionado el foliculo
dominante, los niveles de E2 e inhibina se incrementan significativamente. Dicha
elevacion de E2 es la responsable de las modificaciones caracteristicas del aparato
genital y de los signos de celo durante el estro. Asimismo, esta respuesta ejerce un efecto
feedback positivo sobre el EHH, favoreciendo la aparicion de la oleada preovulatoria de
LH, necesaria para que se desencadene la ovulacién. Adicionalmente, los efectos
estimulatorios del E2 sobre la LH unidos a la accion inhibitoria de la inhibina sobre la FSH
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crean el microambiente ideal para la maduracion final del ovocito, inhibiendo el desarrollo

de foliculos inmaduros (Bergfelt, 2000).

2.1.3.3.3.-HORMONA LUTEINIZANTE

Los niveles de LH incrementan gradualmente desde el dia -5 hasta el dia de la
ovulacion, momento en el que alcanza el pico maximo (Evans y cols., 1979; Aurich,
2011). Como se ha citado con anterioridad, la oleada preovulatoria se produce como
consecuencia del mecanismo feedback positivo ejercido por las concentraciones de E2
secretadas por las células de la granulosa del foliculo preovulatorio a nivel
adenohipofisario. No obstante, el pico de E2 se alcanza 2 dias antes que el de LH.
Durante el diestro la LH se libera de forma pulsatil, con una frecuencia de 1,4 pulsos cada
24 horas y una duracion de 20-40 minutos a nivel central o 2-4 h por pulso a nivel
periférico (Pantke y cols., 1991), por lo que la secrecion de P4 es mantenida por niveles
basales de LH. El declive de LH al final del diestro se produce como consecuencia del
efecto combinado de la disminucién del feedback positivo ejercido por los estrogenos y el
resurgimiento del feedback negativo inducido por la P4 sobre el EHH. Esta gonadotropina
no solo participa en el desarrollo y maduracién de los foliculos primarios sino también en
el desarrollo y mantenimiento adecuado del CL durante el periodo luteal (Ginther y cols.,
2004; 2005; 2008; Gastal, 2009).

Se ha hipotetizado que la persistencia de elevados niveles de LH tras la ovulacién
podria inducir la presencia de ovulaciones diestrales, que pueden tener lugar 3-5 dias
después de la primera. No obstante, estas ovulaciones no suelen acompanarse de signos
de celo, hecho relacionado con los efectos supresores de la P4 sobre el comportamiento
estral (Hughes y cols., 1985; Youngquist y Threlfall, 2007).

2.1.3.3.4.-ESTRADIOL-17

La capacidad de sintesis de estrogenos es dependiente del efecto de la FSH
sobre las células de la granulosa. En ausencia de P4, los estrogenos comienzan a ser
secretados activamente por parte del foliculo preovulatorio 5-7 dias antes de la ovulacion.
Este acontecimiento coincide con el momento de la desviacién, alcanza el pico maximo
dos dias previos a la ovulacion (Amer y cols., 2008; Ginther y cols., 2008; Gastal y cols.,
2009), y sera responsable de la liberacion preovulatoria de LH. Tras la ovulacién, los
niveles comienzan a disminuir paulatinamente a partir de las 48 h, alcanzando niveles
basales hacia el 5° dia post-ovulacién (Bergfelt y cols., 2001; Ginther y cols., 2004, 2005;
Gouraninezhad y cols., 2006; Ginther y cols., 2007).
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Aungue de forma genérica las concentraciones de estrégenos estan directamente
relacionadas con el grado de actividad ovarica, receptividad sexual y las modificaciones
del tracto reproductor durante el estro (/llera y cols., 1993; Pycock y cols., 1995; Bergfelt,
2000; Bollwein y cols., 2002; Bragg Wever y cols., 2002; Ginther y cols., 2004; Medan y
cols., 2004; Crowell-Davis, 2007; Amer y cols., 2008; Honnens y cols., 2011), no se
evidencia una relacién directa entre la intensidad del edema endometrial y los niveles de
dicho esteroide. Esta situacion es mucho mas clarificadora respecto a la P4. De hecho, el
edema tiene lugar cuando los niveles de P4 son inferiores a 1 ng/ml, por lo que esta
hormona podria ser la responsable en principio de la intensidad del edema, entre otros
cambios comportamentales y morfoldgicos del cervix y Utero (Daels y Hughes, 1993; lllera
y cols., 1993; Amer y cols., 2008). No obstante, en el momento de la ovulacién se
establecen correlaciones inversas entre los niveles de E2 y FSH relacionadas con el
efecto feedback negativo ejercido por la inhibina, como se ha referido anteriormente
(Medan y cols., 2004).

2.1.3.3.5.-PROGESTERONA

La actividad esteroidogénica de la P4 depende de la accion de la LH sobre las
células de la teca. Como se ha especificado anteriormente, los niveles de P4 son
inferiores a 1 ng/ml durante el estro (Ginther, 1992; Squires, 1993; Gouraninezhad y cols.,
2006; Amer y cols., 2008). Tras la ovulacion, incrementan progresiva y significativamente
hasta el 5° o 6° dia post-ovulacién, con cifras similares a las de yeguas gestantes durante
los primeros 14 dias de gestacién (Satué y cols., 2011). En este momento el CL es ya
plenamente funcional y los niveles se mantienen elevados hasta el dia 9 (Alegria y cols.,
2001; Nagy y cols., 2004; Gouraninezhad y cols., 2006; Honnens y cols., 2011), en
concordancia con el maximo diametro alcanzado por el CL (Nagy y cols., 2004; Bergfelt y
Adams, 2007; Aurich, 2011).

No obstante, las concentraciones periféricas de P4 son altamente variables entre
yeguas. Dicha variabilidad se ha relacionado con la capacidad secretora del CL y con la
tasa de catabolismo hormonal. Tal vez este hecho pueda explicar las diferencias en los
niveles de P4 entre ponis y yeguas durante los primeros 5 dias del periodo luteal (Nagy y
cols., 2004) o entre yeguas arabes y PRE (Vivo y cols., 1986; Vivo y cols., 1992), a pesar
de la similaridad en la duracion de los ciclos estrales. Entre otros factores relacionados
con las variaciones en los niveles de P4 destaca el numero de ovulaciones. De hecho,
ovulaciones dobles inducen mayores concentraciones de P4 que las simples (Nagy y
cols., 2004).
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La P4 inhibe la secrecién y liberacion pulsatil de GnRH y LH, aunque no modifica
el patron de FSH (Daels y Hughes 1993; Bollwein y cols., 2002; Ginther y cols., 2004;
Crowell-Davis, 2007). Este acontecimiento, a diferencia de lo que acontece en otras
especies, permite una nueva oleada de crecimiento folicular y en algunos casos la
presencia de ovulaciones diestrales, relacionadas con elevados niveles de esta hormona
(Irvine y cols., 1998; Bergfelt, 2000; Donadeu y Pedersen, 2008; Gastal, 2009; Ginther,
2011). Tras la lisis del CL a finales del diestro la P4 se reduce drasticamente a niveles
inferiores a 1 ng/ml, favoreciendo de nuevo el retorno al estro en la yegua (Daels y
Hughes, 1993; Gouraninezhad y cols., 2006; Kelley, 2006).

2.1.3.3.6.-PROSTAGLANDINA F2,

En ausencia de gestacion la vida media util del CL es controlada por la liberacion
de PGF2, de origen endometrial, estableciéndose un patrén bimodal de secrecidon
alrededor del dia 13 a 16 del diestro. Mientras que el primer pico precede en 4 horas al
declive de P4, el segundo se produce durante y después de la luteolisis. La luteolisis
implica disminucion del aporte sanguineo, infiltracion leucocitaria, alteracion de las células
luteinicas y pérdida de la capacidad esteroidogénica mediante mecanismos apoptéticos o
no apoptoéticos destinados a desintegrar el CL y en consecuencia, la secrecion de P4
(Daels y Hughes, 1993; Shand y cols., 2000; Ginther, 2011; Ginther y Beg, 2011).

2.2.-SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA

El SRAA conforma uno de los principales mecanismos reguladores de la
homeostasis hidroelectrolitica y la presion arterial sistémica, con especial relevancia
sobre la presién de perfusién renal (Otte y Spier, 2009). Los componentes de la cascada
de este sistema engloban cuatro érganos esenciales: el rifidn, productor de REN, el
higado, lugar de sintesis de AOGEN, el lecho vascular pulmonar, sobre el que actua la
ECA encargada de transformar la ANG-I en ANG-Il y la corteza adrenal, lugar en el que
se produce la sintesis de ALD. La ANG-II, es la molécula efectora més potente de dicho
sistema ejerciendo un intenso efecto vasoconstrictor tanto a nivel sistémico como central
(Atlas, 2007; Cunningham y Klein, 2009).
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2.2.1.-COMPONENTES DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA
2.2.1.1.-RENINA

La REN es una aspartil proteasa altamente especifica producida por las células
mioepiteliales del aparato yuxtaglomerular renal, localizadas principalmente en las
paredes de las arteriolas aferentes y eferentes, inmediatamente proximales al glomérulo
renal. Esta enzima cataliza la conversion de AOGEN a ANG-I| (Cunningham y Klein, 2009;
Otte y Spier, 2009).

A nivel del reticulo endoplasmico rugoso (RER) de las células yuxtaglomerulares
la REN se sintetiza como precursor inactivo o PROREN (Otte y Spier, 2009), utilizando
dos rutas alternativas. En la primera ruta, de tipo regulada, la PROREN una vez
sintetizada, se almacena en densos granulos secretorios a nivel del aparato de Golgi,
sobre la que actua la enzima tiol proteasa, transformandose en REN activa. La segunda
ruta es de tipo constitutiva, en la cual, la PROREN una vez sintetizada, inmediatamente
se libera. Ambas formas son liberadas al espacio periarterial conectivo laxo que rodea a
las arteriolas, incluyendo los vasos linfaticos. La proporcion de REN inactiva, en sus dos
formas, almacenada y secretada, es 2 a 5 veces superior a la de REN activa (Sealey y
cols., 1996; Atlas, 2007; Cunningham y Klein, 2009).

Si bien el rindn continta siendo el principal 6rgano productor de REN, el empleo
de técnicas de biologia molecular e inmunologia, ha puesto de manifiesto que la mayoria
de los componentes del SRAA se expresan, en grado variable, en diferentes tejidos,
como glandulas salivares, utero, testiculos, adrenales, vasos sanguineos y cerebro
(Yoshimura, 1997, O'Mahony y cols., 2000). Parte de la REN que se encuentra en
plasma, rifién, utero y liquido amnibtico corresponde a la REN inactiva y puede ser
activada in vitro mediante tratamientos con frio en medio acido o determinadas enzimas
(Van den Eijnden y cols., 2001).

La concentracion de REN plasmética hace referencia a la medida de la cantidad
de REN en plasma y de sustrato exdgeno estandar. La ARP es el promedio de las
multiples formas presentes y se refiere a la velocidad de formacion de ANG en plasma
mediante incubacion a 37°C y pH 7,5 tras la desaparicion de la enzima. La medida refleja
la actividad de la enzima in vivo y es dependiente de la cantidad de enzima y sustrato
presente en plasma. En équidos adultos sanos se han mostrado valores basales de ARP
comprendidos entre 0,16+0,02 (Guthrie y cols., 1980) y 1,9+1,0 ng/ml/h (McKeever y
cols., 1992).
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El control de la secrecion de REN condiciona la actividad y funcionamiento del
SRAA. Existen diversos mecanismos interdependientes implicados en el control de la
secrecion de REN que se describen a continuacion:

1) Mecanismo de la macula densa. La regién de la méacula densa de la rama gruesa

ascendente del Asa de Henle estd muy préxima a las células yuxtaglomerulares. De esta
forma, la reduccion de los niveles de Na y potasio (K) a nivel del tubulo distal estimula
directamente la secrecion de REN y viceversa (Mckeever y Malinowski, 1999).

2) Mecanismo del baroreceptor. El aparato yuxtaglomerular, integrado por las células

yuxtaglomerulares y la macula densa, incluye un mecanismo baroreceptor a nivel de la
arteriola renal aferente que detecta cambios en la presion de perfusion renal. En
situaciones de hipoperfusiéon renal, la disminucion de estiramiento de la pared de la
arteriola genera hiperpolarizacion de las células yuxtaglomerulares, disminucion
intracelular de calcio y aumento de la secrecién de REN. Determinadas situaciones
clinicas que cursan con pérdida de sangre o deplecién de Na (Otte y Spier, 2004)
estimulan de forma compensatoria la secrecion de ANG-Il y ALD. La ALD a su vez
incrementa la reabsorcion de Na y fluidos a nivel renal, ayudando a restaurar el volumen

de liquido extracelular y la presion sanguinea (Atlas, 2007; Cunningham y Klein, 2009).

3) Estimulacién nerviosa simpatica. Las células glomerulares estan inervadas por gran

cantidad de fibras nerviosas simpaticas B-adrenérgicas. La estimulacion potente de los
receptores 1 adrenérgicos produce vasoconstriccion de las arteriolas renales y
disminuye el flujo sanguineo renal. Ambos mecanismos estimulan la secrecion de REN,
de forma compensatoria (Brown, 2006, Cunningham y Klein, 2009).

4) Mecanismos endocrinos y paracrinos. Diversas hormonas locales y sistémicas, como

las prostaglandinas (PGE.) y prostaciclinas (PGly) y el acido araquidénico exégeno
estimulan la secrecion de REN. Dicho efecto es independiente de otros mecanismos que
controlan la secrecion de REN, como el efecto de retroalimentacion negativa por accion
directa de la ANG-Il sobre las células yuxtaglomerulares. Por el contrario, otras hormonas
como la endotelina y la vasopresina inhiben la sintesis de REN (Brown, 2006; Atlas,
2007).

5) Activacién de la adenilato ciclasa (AMP ciclico). Algunos compuestos que activan la

adenilato ciclasa o AMP ciclico (AMPc), segundo mensajero de la sintesis de REN, como
los agonistas B-adrenérgicos, PGE, e |, dopamina, histamina y hormona paratiroidea,
también participan en la secrecion de REN. Por otro lado, las concentraciones
intracelulares de calcio también juegan un papel crucial sobre la secrecién de REN. Asi,
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la ANG-II, vasopresina y la adenosina aumentan los niveles intracelulares de calcio e
inhiben la secrecién de REN debido a su efecto directo sobre dicho catién (Brown, 2006).

2.2.1.2.-ANGIOTENSINOGENO

El AOGEN es una a, globulina circulante en el plasma, sobre la que actua la REN,
dando lugar a la sintesis de ANG-I. Se trata de un tetradecapéptido sin actividad
fisiolbégica destacada, que rapidamente se transforma en ANG-I. Si bien esta proteina es
producida principalmente en el higado, otros tejidos que secretan ANG-II también
expresan ARNm del AOGEN como, rifién, cerebro, corazén, pituitaria y tejido adiposo,
entre otros (Morgan et al., 1996; Cunningham y Klein, 2009).

En condiciones de salud la secrecion de sustrato es constante y en el higado no
aparecen depositos significativos. No obstante, las concentraciones circulantes de
AOGEN limitan la velocidad de reaccion para la formaciéon de ANG, y por tanto, la
efectividad biolégica del SRAA. Se han descrito valores medios de 0,69+0,10 pg/ml de
AOGEN en équidos en condiciones fisiologicas (Nielsen y cols., 1991; Forhead y cols.,
2000).

Entre los mecanismos que estimulan la produccién de AOGEN se citan la accién
de los estrogenos y otros esteroides sexuales, glucocorticoides, hormonas tiroideas,
interleucina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral (FNT) y la ANG-Il. También, se han
mostrado niveles elevados durante la gestacion, en presencia de infeccion y lesién tisular
y de forma contraria, aparecen deprimidos en procesos de insuficiencia adrenal. Dentro
de los mecanismos de regulacion de la sintesis de AOGEN destaca el efecto de
retroalimentacion mediado por el propio SRAA, mediante el cual el aumento de ANG-II
disminuye los niveles circulantes de AOGEN (Klett y Hackenthal, 1987; Morgan et al.,
1996).

2.2.1.3.-ANGIOTENSINA |

La ANG-I es un decapéptido producto de la accién de la REN sobre el AOGEN.
Presenta actividad fisiologica limitada. Cuando la enzima de conversion de la ANG (ECA)
permanece inhibida, puede ejercer acciones similares a la ANG-II, pero muy inferiores en
cuanto a sus efectos vasoconstrictores. Se han estimado rangos de 0,5-2,5 ng/ml de
ANG-I en el caballo (Guthrie y cols., 1980). Se sabe que la secuencia de aminoacidos de
la ANG-I equina es similar a la de humanos (Arakawa y cols., 1967). Este hecho sugiere

33



similaridad de receptores y lugares de union, asi como un grado de respuesta similar en
ambas especies.

2.2.1.4.-ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

La ECA o convertasa es una dipeptidil carboxipeptidasa poco especifica, que
inativa la bradiquinina y favorece la conversién del decapéptido ANG-I en el octapéptido
ANG-II (O"Connor y cols., 2002; Skidgel y Erdés, 2004).

Existen dos formas enzimaticas: una secretora, a nivel plasmatico y otra tisular,
alojada en las células endoteliales del pulmén, lugar donde se produce la mayor tasa de
conversion a ANG-Il y en las células epiteliales del tibulo contorneado proximal, distal y
del glomérulo renal, en los que segmenta las proteinas filtradas para su posterior
reabsorcién. La actividad de la ECA en plasma es limitada, siendo su proporcion inferior
al 10%, por lo que no es un factor limitante de la velocidad de activacién del SRAA (Carey
y Sigary, 2003).

La ECA también actia sobre otros sustratos, ampliando sus funciones en
diferentes aspectos fisioldgicos como, metabolismo neuronal, hematopoyesis, digestion y
reproduccion. A tal fin, la distribucidén en el organismo es amplia, detectdndose en plasma,
intestino, rindn, corazén, pulmén, cerebro, testiculo, ovario y en general, en todo el lecho
vascular (Ball y cols., 2003; Coomer y cols., 2003). Asi, la ECA ejerce efectos dipségenos
e hipertensores a nivel del sistema nervioso central (SNC), estimulando al mismo tiempo
la secrecidén de vasopresina. A nivel de la glandula adrenal también favorece la secrecion
de catecolaminas (Carey y Sigary, 2003).

En caballos adultos sanos se han mostrado valores medios de ECA de 64+13
(Tillman y Moore, 1989; Costa y cols., 2011) y en ponis de 434 p/lI (Forhead y cols.,
2000). Es interesante destacar la escasa actividad de la ECA asi como los bajos niveles
de ARP documentados en el caballo en condiciones normales (Guthrie y cols., 1982)
respecto a otras especies animales (Kaplan y cols., 1984). No obstante, la liberacién
prematura de ECA a nivel pulmonar relacionada con el aumento de CORT cercano al
parto en el feto equino, indica a su vez el grado de maduracién del SRAA (O Connor y
cols., 2006).

Bajo ciertas condiciones fisiolégicas, como ejercicio agudo (Costa y cols., 2011;
De Mello y cols., 2011) o patologicas, como endotoxemia, los valores medios de ECA
disminuyen (Tillman, 1987), indicando la reduccion en la liberacién a partir del endotelio
pulmonar, extravasacion de la enzima hacia el compartimento intersticial debido al

incremento de la permeabilidad vascular o modificaciones en la actividad enzimatica local.
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Otras condiciones patolégicas que cursan con incremento de IL-1 y FNT, insuficiencia
adrenal, hipotiroidismo y deficiencia de insulina también se han relacionado con
disminucion de la expresion de ARNm del AOGEN. La elevacion sostenida de ECA en el
tiempo, como ocurre en la gestacion, sindrome de Cushing o en el tratamiento con
glucocorticoides se relaciona con hipertension. No obstante, la estimulacién crénica del
AOGEN puede compensarse parcialmente con la reduccién de la secrecion de REN
(Carey y Sigary, 2003).

2.2.1.5.-ANGIOTENSINA 1l

La ANG-II es un octapéptido procedente de la actuacién enzimatica de la ECA
sobre la ANG-l. Su vida media en circulacion periférica es de 2 minutos,
aproximadamente. Se trata de un potente vasoconstrictor, que inactiva la degradacion de
la bradiquinina, componente de actividad vasodilatadora. Ambos procesos colaboran de
forma directa en la regulacion del tono vascular y la funcion cardiaca (Vinson y cols.,
1997; Stanton, 2003).

Existen otras rutas alternativas que transforman la ANG-I en ANG-Il y que no
requieren de la presencia de ECA. Entre ellas se citan la participacién de enzimas del tipo
guimasas, angiotensinasas, catepsinas, endopeptidasas y toninas. La amplia distribucién
celular y regional de estas enzimas, principalmente a nivel cardiaco y vascular, indican la
implicacién de la ANG-Il en los distintos procesos fisiopatoldgicos (Chen y cols., 2002;
Katugampola y Davenport, 2002; Reudelhuber, 2005).

La actuacién de estas enzimas sobre la ANG-Il da lugar a fragmentos
parcialmente activos denominados heptapéptidos. Concretamente, la angiotensinasa se
presenta en plasma, glébulos rojos, cerebro y rifién, y se encarga de la captacion e
hidrélisis de ANG-Il a ANG-IlIl y ANG-IV (Padia y cols., 2008). Las aminopeptidasas
también se sintetizan en la placenta (Berger y Langhans, 1967) y son las responsables
del incremento de ANG-II durante el segundo periodo en gestaciones normales (Alhenc-
Gelas y cols., 1986; Valdés y Corthorn, 2011).

La ANG:-IIl posee la mitad de la actividad vasoconstrictora de la ANG-Il y es un
potente estimulador de la secrecion de ALD. Se considera la molécula efectora mas
importante en el control de la presion arterial a nivel cerebral (Dupont y Brouwers, 2010).
La ANG-IV tiene una relacion especial con la memoria y otras funciones a nivel cerebral.
La ANG (1-7) deriva de la actuacion de diversas endopeptidasas sobre ANG-I, ejerce
efectos vasodilatadores, no es dipsogénico, ni estimulador de la secrecién de la ALD
(Ferrario y cols., 1998; Reudelhuber, 2005).
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La ANG-Il se considera un potente vasoconstrictor a nivel organico, 40 veces mas
potente que la noradrenalina. Los efectos vasopresores los ejercen directamente via
estimulacion simpética adrenal e inhibicion del control parasimpatico (Stanton, 2003;
Reudelhuber, 2005).

Sus receptores se encuentran ampliamente distribuidos en el organismo, aunque
los 6rganos blanco fundamentales son el rindn, glandulas adrenales, SNC vy periférico, y
vasos sanguineos. Existen otras fuentes locales de sintesis de ANG-II, como corazon,
vasos sanguineos, rifién, glandula adrenal, hipdfisis, tejido adiposo, testiculos, ovarios y
piel (Atlas, 2007). Se trata de mecanismos de tipo paracrino a nivel local, encargados de
funciones relacionadas especificamente con dichos 6rganos (Kumar y cols., 2008;
Rosivall, 2009).

El nivel de complejidad de las funciones del SRAA y concretamente de la ANG-II,
viene determinado por la amplia variedad de receptores con los que interacciona, AT1,
AT2, AT3 y AT4 (Stanton, 2003). La distribucién de dichos receptores es altamente
heterogénea, reflejando las diferencias esenciales en sus funciones. La mayoria de las
funciones atribuidas a la ANG-Il parecen ser mediadas via receptor AT1, que se expresa
en las glandulas suprarrenales, cerebro, rindn, musculo liso vascular y corazén (Alwan y
cols., 2005; Billet y cols., 2008), a través del cual desarrolla sus efectos agonistas a nivel
cardiovascular, renal, sistema nervioso simpéatico (SNS) y corteza adrenal. A nivel
cardiovascular, induce vasoconstricion, incremento de la presién arterial, favoreciendo la
contractibilidad e hipertrofia cardiaca. Sus efectos a nivel renal vienen dados por la
retencion tubular de Na e inhibicién de la sintesis de REN y a nivel de la corteza adrenal,
colabora en la sintesis de ALD. Asimismo, este receptor también interviene en la
respuesta inflamatoria y estrés oxidativo (Carey y Siragy, 2003; Ferrario, 2006; Kumar y
cols., 2008).

Los receptores AT2 son abundantes durante la vida fetal en el cerebro, rifdn y
otros tejidos, decreciendo considerablemente durante la vida postnatal. Sin embargo,
existe cierta evidencia de que a pesar de su baja expresion en el adulto, sus efectos son
basicamente supresores, vasodilatadores, antiproliferativos y proapoptéticos en el
musculo liso muscular, natriuréticos, participan en la regeneracién nerviosa, ejerciendo
una respuesta protectora (Wintour y cols., 1999; Atlas, 2007). La activacion de este
receptor también puede favorecer la reabsorcion de Na a nivel del tubulo proximal y
estimular la conversiébn de PGE, a PGF2a (Carey y Sigary, 2003; Ferrario, 2006).
Finalmente, se han descrito otros dos tipos de receptores, AT3 y AT4, que reaccionan
especificamente con los fragmentos Il y IV de la ANG. Mientras que la funcion del
receptor AT3 permanece desconocida, el AT4 se expresa en corazén, pulmén, rifidn,
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cerebro e higado y participa en la liberacion del factor inhibidor activador de
plasminégeno 1 (PAI-1) (Stanton, 2003; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

2.2.1.5.1.-EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA ANGIOTENSINA II

Una vez la ANG-Il se une al receptor especifico se desencadenan diversos
efectos a nivel sistémico y tisular, que conllevan al control de la homeostasis
hidroelectrolitica. Las funciones principales se describen a continuacion (Van Rodijen y
cols., 2002; Cunningham y Klein, 2009):

2.2.1.5.1.1.-A NIVEL RENAL

Los principales efectos de la ANG-II a nivel renal se ejercen a diferentes niveles
(Hall y cols., 1999; Cunningham, 2003; Atlas, 2007):

a) Acciones vasculares renales: una de las funciones mas importantes de la ANG-Il es la

autorregulacion de la tasa de filtracion glomerular (TFG) en respuesta a los cambios en la
perfusiéon renal. Dichas actividades son producidas a través de modificaciones en la
resistencia vascular y el tono de las células mesangiales. La ANG-Il aumenta la
resistencia en la arteriola eferente en casos de hipoperfusidén renal, aunque no afecta a la
resistencia de la arteriola aferente. Este dominio de resistencia de la arteriola eferente
sobre la aferente induce vasoconstriccion e incremento de la TFG. Este péptido también
estimula el crecimiento de la pared de los vasos sanguineos, disminuyendo la luz en la
vasculatura renal (Otte y Spier, 2004; Atlas, 2007).

b) Acciones glomerulares: la ANG-Il induce vasoconstriccion preferencial en la arteriola

eferente, favoreciendo el aumento de la presién intraglomerular y la permeabilidad a las
proteinas. La ANG-II también estimula el depdésito de fibronectinas, lamininas y colageno,
reduciendo la capacidad de filtracién glomerular (Schiepati y Remuzzi, 2003).

c) Acciones mesangiales glomerulares: a nivel mesangial, la ANG-II ocasiona liberacion
de citocinas, activacion macrofagica, proliferacion de células mesangiales y la formacion
de matriz mesangial, efectos también relacionados con la disminucién de la superficie

total de filtracién glomerular (Fawcett, 1997; Schiepati y Remuzzi, 2003).

d) Acciones tubulares: la ANG-Il a través de sus receptores situados a nivel del tubulo

contorneado proximal y el segmento grueso de la rama ascendente del asa de Henle
ejerce un mecanismo dosis dependiente. Asi, cuando la concentracién de ANG-II
disminuye, se produce retencion de Na y agua, y dosis elevadas evocan diuresis y
natriuresis (Marunaka, 1997; Otte y Spier, 2004, Atlas, 2007).
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2.2.1.5.1.2.-A NIVEL DE LA CORTEZA ADRENAL

La accién primordial de la ANG-Il es promover la sintesis y liberacion de ALD a
nivel de la corteza adrenal en estados de hipovolemia o hiponatremia. La ALD actua a
nivel del tdbulo contorneado distal y colector, aumentando la reabsorcién de Na,
excretando aunque en menor proporcién K e hidrogeniones. El incremento de la natremia
induce elevacién de la osmolaridad plasmatica y liberacion de la hormona antidiurética
(ADH). La ADH favorece la retencion de agua, potenciando al mismo tiempo las acciones
vasoconstrictoras de la ANG-II (Funder, 2002; Atlas, 2007).

2.2.1.5.1.3.-EFECTOS VASCULARES SISTEMICOS

La ANG-II actua directamente sobre las células vasculares arteriales, produciendo
vasoconstriccién, aumento de la resistencia periférica y de la presion arterial A nivel
arteriolar y de pequenas arterias ejerce una funcién hipertréfica, con aumento del espesor
de las paredes y reduccion de la luz. Asimismo, la ANG-II provoca una reaccion
inflamatoria en las células musculares vasculares, debido a la estimulacién de citoquinas
y determinados factores nucleares (Funder, 2002; Cunningham, 2003; Atlas, 2007). A
nivel intestinal la ANG-II actia como un potente vasoconstrictor del lecho mesentérico,
incrementando la reabsorcién de Na y agua a nivel del intestino menor (Levens, 1985) y
colon (Clarke y cols., 1990).

Algunos estudios realizados en el caballo han descrito la implicacion del SRAA en
el desarrollo de la laminitis (Lindpaintner y cols., 1988). La laminitis aguda es un proceso
patolégico causado por inflamacion y necrosis de las estructuras laminares sensibles del
casco, relacionada con vasoconstriccion de la microvasculatura laminar e hipertension
sistémica (Clarke y cols., 1982). En casos severos se ha documentado incremento de
REN y ARP asociada a sobrecarga de hidratos de carbono, disminucion del VP (VP),
hipocalemia e incremento sistémico de ALD (Hood y cols., 1993).

2.2.1.5.1.4.-A NIVEL CARDIACO

A nivel de la circulacion coronaria, la ANG-Il produce vasoconstriccion y potencia
el efecto de las catecolaminas, siendo responsable de las arritmias durante procesos
isquémicos o de reperfusion. A nivel del cardiocito es inotropico débil, y responsable de la
hipertrofia cardiaca (Cingolani y cols., 2006; Atlas, 2007; Cunningham y Klein, 2009).
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2.2.1.5.1.5.-A NIVEL CEREBRAL

A nivel cerebral, la ANG-Il induce accion dipsogénica, estimulacion simpatica
central y aumento de la liberacion de ADH. También se le ha atribuido un papel como
agente neurotransmisor o modulador (Hall y cols., 1999; Cunningham y Klein, 2009).

2.2.1.5.1.6.-SISTEMA NERVIOSO

Existen receptores de ANG-II en el SNS tanto a nivel pre como post-sinaptico. A
nivel periférico, la ANG-II facilita la transmisién simpdatica, incrementando la liberacion e
inhibiendo la recaptacién de norepinefrina en las terminaciones nerviosas adrenérgicas.
Este péptido también estimula la liberacion de noradrenalina y vasopresina, potenciando
sus efectos vasoconstrictores (Hall y cols., 1999; Cunningham y Klein, 2009). Debido a su
efecto catabdlico, la ANG-II participa en procesos de anorexia central y disminucion de
peso (Berry y Clark, 2000).

2.2.1.5.1.7.-PIEL

La ANG-Il estimula la sintesis de colageno e induce hipertrofia en las células
musculares lisas vasculares. También, favorece los fendbmenos de reparacion tisular,

actuando sobre la proliferacién fibroblastica (Brilla y cols., 1995).

2.2.1.6.-ALDOSTERONA

La ALD es un mineralocorticoide de tipo esteroideo secretado por las células de la
zona glomerulosa de la corteza adrenal. No obstante, otros tejidos capaces de sintetizar
ANG:-II a nivel cardiaco, vascular y cerebral también sintetizan ALD (Harris, 1993). Posee
el 95% de la actividad mineralocorticoidea adrenal total. Circula en sangre en forma libre
o0 bien unida a proteinas y se metaboliza a nivel renal y hepatico (McKeever y Hinchcliff,
1995; McKeever, 2002; McKeever y Gordon, 2004). Se ha hipotetizado que la estructura
quimica de la ALD en el caballo es similar a la del hombre (Michaux y cols., 1987; Harris,
1993), por lo que cabe esperarse una funcionalidad similar en ambas especies.

La produccion de ALD esta regulada por varios factores, alguno de los cuales
estimulan y otros inhiben la sintesis. Entre los factores estimulantes destacan la ACTH,
Na, Ky REN. La ACTH se considera uno de los estimulos mas potentes para la liberacién
de ALD. El K actia directamente sobre las células de la glomerulosa de la corteza
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adrenal, causando despolarizacién, incremento de calcio y AMPc intracelular, y secrecién
de ALD (McKeever y cols., 1992; Cunningham y Klein, 2009).

No obstante, el SRA es el factor mas importante en el control de la secrecién de
ALD. Las células mioepiteliales yuxtaglomerulares encargadas de la liberacion de REN
son sensibles a la presion, y liberan sustrato cuando la presion en la arteria aferente
disminuye. La REN actua sobre el AOGEN, generando ANG-I, la cual sirve como sustrato
a la ECA, convirtiéndola en ANG-Il, que actlua a través del receptor AT1, provocando la
secrecion sostenida de ALD (McKeever y cols., 1992; Harris, 1993; Cunningham y Klein,
2009). Entre los factores inhibidores de la secrecion de ALD destacan principalmente la
dopamina y el péptido atrial natriurético (ANP) (Hollis y cols., 2008; Gildea, 2009).

En équidos adultos sanos los valores basales de ALD oscilan entre 6 y 82 pg/ml,
con una media de 48+16 pg/ml (McKeever y cols., 1992). Guthrie y cols. (1980) mostraron
valores medios de ALD comparables a los de humanos en dietas de 100 mEq/| de sodio,
estimando un rango de 48,50 a 287,56 pg/ml. Recientemente, se han presentado
aldosteronemias superiores en yeguas gestantes (Satué y cols., 2011), potros menores
de un ano (Muroz y cols., 2012) y caballos de resistencia en reposo (Mufioz y cols., 2007;
2010, b, c).

De forma genérica, la ALD juega un papel determinante en el mantenimiento del
volumen sanguineo y la presion arterial. Los principales efectos fisiolégicos atribuidos a la
ALD, se describen a continuacién (Jansson y cols., 2002; Cunningham, 2003; Otte y
Spier, 2009; Cunningham y Klein, 2009; Jansson y cols., 2010):

2.2.1.6.1.-EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA ALDOSTERONA
2.2.1.6.1.1.-A NIVEL RENAL Y CIRCULATORIO

a) Reabsorcion tubular de sodio y secrecion de potasio. A nivel del tubulo colector y
distal principalmente, la ALD se difunde pasivamente al interior. Una vez en el citoplasma
celular, se combina con una proteina receptora altamente especifica. Este complejo ALD-
receptor, penetra por difusién hacia el interior del ndcleo, donde sobre determinadas
porciones de ADN, inducird la formacion de ARNm. EI ARNm de forma conjunta con los
ribosomas, activa la sintesis proteica relacionada con el transporte de Na y K. Dichas
proteinas contienen enzimas de transporte de membrana, necesarias para el intercambio
de Na, K e hidrogeniones (Atlas, 2007; Cunningham y Klein, 2009; Otte y Spier, 2009).

Una de las enzimas implicadas es la sodio-potasio-adenosin trifosfatasa, parte
integrante de la bomba sodio-potasio a nivel de las membranas basolaterales de las
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células tubulares renales. Asi, la ALD favorece la conservaciéon de Na en el liquido
extracelular (LEC), excretando al mismo tiempo K e hidrogeniones via urinaria (Otte y
Spier, 2009; Jansson y cols., 2002; 2010; McKeever, 2011).

b) Volumen de liquido extracelular y tension arterial. Aunque la ALD posee un potente
efecto reductor de la excrecion de Na a nivel renal, la concentracion en el LEC se eleva
muy poco. Este mecanismo se debe a que cuando el Na es absorbido a nivel tubular,
existe una reabsorcion osmética simultanea de cantidades casi equivalentes de agua. Por
tanto, el volumen de LEC aumenta casi tanto como el de Na retenido, conduciendo a un
incremento de la tensién arterial. Cuando la secrecién de ALD es nula, se pierden
elevadas cantidades de electrolitos por la orina, lo cual disminuye la cantidad de cloruro
sodico y el volumen de LEC, incrementandose al mismo tiempo la concentracién en
plasma de iones K (Guyton y Hall, 1996; Otte y Spier, 2009).

Sin embargo, la pérdida urinaria excesiva de iones K debido al exceso de ALD
produce hipocalemia. Cuando la concentracion de iones K desciende a menos de la mitad
o a la tercera parte de los niveles fisiolégicos, a menudo aparece debilidad muscular
intensa, causada por la alteracion de la excitabilidad eléctrica de las membranas de las
fibras nerviosas y musculares, impidiendo la transmisién de los potenciales normales de

accion (Jansson y cols., 2002; 2010).

c) Secrecion tubular de hidrogeniones. Aunque la ALD origina principalmente
excreciéon de K en intercambio con la reabsorcién de Na a nivel tubular, también produce
secrecion tubular de hidrogeniones, conduciendo a un cierto estado de alcalosis leve
(McKeever, 2002; 2011, Otte y Spier, 2009).

2.2.1.6.1.2.-GLANDULAS SUDORIPARAS Y SALIVALES

En humana, la ALD ejerce los mismos efectos sobre las glandulas sudoriparas y
salivales que sobre los tubulos renales. Ambos tipos de glandulas forman una secrecidn
primaria que contiene elevadas cantidades de cloruro sédico. Gran parte de estas
secreciones se reabsorben al pasar por los conductos excretores, mientras que los iones
K'y bicarbonato se excretan (Jansson y cols., 2002; Otte y Spier, 2009; Jansson y cols.,
2010; McKeever, 2011).

Hasta la actualidad, los mecanismos hidroelectroliticos de regulacion a nivel de las
glandulas sudoriparas dependientes de ALD no han sido analizados en el caballo,
aunque se supone que el elevado contenido de Na en el sudor, podria indicar una falta de
respuesta a la ALD a nivel de las glandulas sudoriparas. De hecho, la administracion
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experimental de ALD en équidos induce reduccién de la pérdida de Na tanto en heces
como en orina, aunque no en el sudor (Jansson y cols., 2002; 2011).

2.2.1.6.1.3.-ABSORCION INTESTINAL

La ALD también favorece la reabsorcion de Na a nivel intestinal, y mas
concretamente en colon (Clarke y cols., 1992; Willmore y Costill, 1994; McKeever, 2002).
De hecho, Clarke y cols. (1988) mostraron que la ALD tiene un efecto eficaz sobre la
excrecion renal y colénica de K, que podria modular la hipercalemia postpandrial inducida
por el elevado contenido en K de la dieta. En ausencia de ALD, la absorcion de Na puede
ser deficiente, de forma que el cloruro sédico y el agua no absorbidos producen a su vez
diarrea, con la consiguiente pérdida de electrolitos y deshidratacién (Jansson y cols.,
2010).

2.3.-CORTISOL

El CORT es una hormona secretada por las células de la zona fasciculata,
principalmente y reticularis, de la corteza adrenal bajo la estimulacién de la ACTH. El
CORT sigue un ritmo circadiano de liberacion, elevandose a primeras horas de la mafana
e incrementandose a ultimas horas de la tarde (/rvine y Alexander, 1994; Piccione y cols.,
2001; Fazio y cols., 2009). Debido a su participacién activa en el mantenimiento de la
homeostasis (Thornton, 1985; Willmore y Costill, 1994; Ayala y cols., 2011), los
mecanismos de actuacién se producen a través de las principales rutas metabdlicas

(Nelson, 2000; Cunningham, 2003; Toribio, 2004) como se describe a continuacion:

2.3.1.-EFECTOS FISIOLOGICOS DEL CORTISOL
2.3.1.1.-METABOLISMO
2.3.1.1.1.-METABOLISMO DE LOS CARBOHIDRATOS

Las hormonas glucocorticoideas son mediadores esenciales del metabolismo. Al
menos el 95% de la actividad glucocorticoidea de la secrecién de la corteza adrenal
procede del CORT (Cunningham, 2003; Toribio, 2004). Al tratarse de un glucocorticoide,
el CORT desempena funciones bésicas a nivel del metabolismo energético, como:

1.-Estimulacion de la gluconeogénesis hepatica. Esta circunstancia se produce por el

incremento de la actividad de las enzimas gluconeogénicas e inhibicion simultanea de las
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enzimas hepaticas insulino-dependientes (Guyton y Hall, 1996; Martin y Crump, 2003;
Toribio, 2004).

El efecto mas conocido del CORT y otros glucocorticoides sobre el metabolismo
es su capacidad para estimular la gluconeogénesis, que consiste en sintetizar glucosa a
partir de proteinas y otras sustancias, como aminoacidos a nivel hepatico. EI CORT
moviliza los aminoacidos desde los tejidos extrahepaticos, principalmente musculo
esquelético, aumentando la disponibilidad para la gluconeogénesis hepatica (Martin y
Crump, 2003).

El CORT también estimula los efectos del glucagon y la epinefrina sobre la
disponibilidad de glucosa e inhibe la accion de la insulina sobre el metabolismo
energético (Martin y Crump, 2003; Toribio, 2004).

2.-Reduccion del consumo de glucosa a nivel celular. El CORT induce una reduccién
moderada del consumo de glucosa a nivel celular, efecto que puede ser considerado
como anti-insulinico. De esta forma, los niveles de glucosa sanguinea tienden a
incrementarse debido a la inhibicion que ejerce el CORT sobre la translocacién del
transportador citosélico de glucosa GLUT-4 a la membrana celular, decreciendo la
capacidad de utilizacion de glucosa por los tejidos muscular y adiposo (Cunningham,
2003; Martin y Crump, 2003).

Otro de los posibles mecanismos que explican la menor utilizacién de glucosa a
nivel celular, se basa en el hecho de que los glucocorticoides deprimen la oxidacion de
nicotinamida-adenina dinucleétido (NADH) para formar la forma reducida (NAD+). Debido
a que el NADH debe oxidarse para permitir la glucélisis, las células no podrian utilizarlo.
Tanto el incremento de la velocidad de la gluconeogénesis como la reduccién moderada
del consumo de glucosa a nivel celular, originan un aumento marcado de la glucemia
(Guyton y Hall, 1996; Toribio, 2004).

2.3.1.1.2.-METABOLISMO PROTEICO

1.-Reduccion de las proteinas celulares. EI CORT disminuye las reservas proteicas en
casi todas las células, excepto en las hepaticas (Cunningham, 2003).

El efecto proteolitico a nivel de los tejidos extrahepaticos resulta de la disminucion
del transporte de aminoacidos hacia el interior de las células, reduccién de la sintesis de
acido ribonucleico (ARN) y proteinas. Este efecto aparece a nivel de los miocitos, células
de la piel, tejido conectivo y hueso. Asi, en animales jovenes, un exceso en la secrecion

de glucocorticoides puede detener el crecimiento, debido a la inhibicion de la liberacién
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de hormona del crecimiento, esencial para el desarrollo muscular, diferenciacion vy
funcionalidad celular (Martin y Crump, 2003; Toribio, 2004).

2.-Aumento de las proteinas hepaticas y plasmaticas. Aunque a nivel celular las proteinas
se reducen, la sintesis proteica se incrementa en el higado. Estas proteinas son liberadas
posteriormente a la sangre, incrementando la proteinemia. Dichos mecanismos vienen
determinados por el incremento del transporte de aminodacidos al interior de los
hepatocitos y por la estimulacion de las enzimas hepéticas necesarias para la sintesis
proteica (Guyton y Hall, 1996, Martin y Crump, 2003; Toribio, 2004).

3.-Aumento de los aminoacidos sanguineos, disminucion del transporte de aminoacidos a
las células extrahepaticas, y aumento del transporte a las células hepaticas. La
disminucién del transporte de aminodcidos al interior de las células extrahepaticas reduce
su concentracion intracelular y la sintesis proteica (Cunningham, 2003). Sin embargo, el
catabolismo proteico celular continta liberando aminoacidos de las proteinas ya
existentes, que posteriormente se difunden hacia el plasma. El aumento de la
concentracion plasmética de aminoacidos, unido al hecho de que el CORT favorece su
transporte al interior de las células hepaticas, podria explicar la mayor utilizacién de
aminoacidos por parte del higado y la gluconeogénesis (Guyton y Hall, 1996;
Cunningham, 2003; Toribio, 2004).

2.3.1.1.3.-METABOLISMO LIPIDICO

El CORT es un potente agente lipolitico que moviliza los acidos grasos del tejido
adiposo provocando una elevacién de la concentracion de los acidos grasos libres en el
plasma, para su posterior utilizacién en la obtencion de energia (Cunningham, 2003;
Toribio, 2004). Se ha sugerido que este proceso probablemente esté relacionado con la
disminucién del transporte de glucosa al interior de los adipocitos. El a-glicerofosfato,
derivado de la glucosa, es necesario tanto para el depdsito como para el mantenimiento
de triglicéridos en dichas células y en su ausencia, los adipocitos comienzan a liberar
acidos grasos (Guyton y Hall, 1996).

Asimismo, el aumento de la movilizacién de grasas mediado por el CORT,
combinado con la mayor oxidacion de acidos grasos, ayuda a desplazar sus sistemas
metabdlicos intracelulares. Asi, en épocas de inanicién o tras determinadas situaciones
de estrés, se sustituye la utilizaciéon de glucosa por la de &cidos grasos como fuente
energética, ayudando a preservar de forma prolongada el glucégeno y la glucosa a nivel
organico. De forma sinérgica, el CORT estimula determinadas hormonas como el
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glucagdn, epinefrina y hormona del crecimiento, incrementando la movilizacién de acidos
grasos (Martin y Crump, 2003; Toribio, 2004).

2.3.1.2.-SISTEMA ENDOCRINO

Como se ha expresado previamente, el CORT interactia con otras hormonas
como, la insulina, el glucagén y la epinefrina, participando en el control metabdlico. Sobre
el musculo, los glucocorticoides antagonizan los efectos de la insulina, potenciando al
mismo tiempo los efectos del glucagdn y la epinefrina. La combinacion de dichos efectos
puede inducir hiperglucemia, que si persiste en el tiempo, podria favorecer la presencia
del sindrome metabdlico periférico (Van der Kolk y cols., 1995; Jonhson, 2002).

2.3.1.3.-SISTEMA MUSCULOESQUELETICO

Mientras que en animales jovenes la secrecion excesiva de glucocorticoides frena
el crecimiento, en animales adultos provoca atrofia del tejido muscular debido a sus
efectos catabolicos sobre las proteinas musculares. A nivel éseo deprimen la actividad de
los osteoblastos e inhiben la sintesis de colageno, antagonizan la vitamina D inhibiendo la
absorcion de calcio a nivel intestinal y estimulan la glandula paratiroides, conduciendo a
la desmineralizacién ésea (Cunningham, 2003; Martin y Crump, 2003; Toribio, 2004).

2.3.1.4.-PIEL Y TEJIDO CONECTIVO

Los glucocorticoides modulan la proliferacién y diferenciacién de fibroblastos,
necesarios para el mantenimiento de la piel y del tejido conectivo. La estimulacion crénica
tras tratamientos repetidos con glucocorticoides provoca adelgazamiento de piel y tejido
subcutaneo, alopecia por atrofia de los foliculos pilosos, hiperpigmentacion, pioderma y
seborrea. En ocasiones, puede llegar a depositarse sales de calcio en dermis y tejido
subcutaneo (Martin y Crump, 2003).

2.3.1.5.-SISTEMA CARDIOVASCULAR

El CORT actua sobre el mantenimiento del tono vascular y la presion sanguinea a
nivel cardiovascular. EIl CORT también potencia la actividad de las enzimas sodio-potasio-
ATPasa en los cardiocitos, responsable del efecto inotrépico y cronotrépico positivos, con
el consiguiente aumento del rendimiento cardiaco (Cunningham, 2003; Martin y Crump,
2003).
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2.3.1.6.-SISTEMA RENAL

Los glucocorticoides son necesarios para la funcién renal y el metabolismo hidrico.
Principalmente, el CORT vy la corticosterona tienen alguna actividad mineralocorticoidea
debido a su unién a los receptores mineralocorticoideos. La retencion de agua viene
determinada por la disminucion de la TFG e incremento de la secreciéon de vasopresina.
El incremento de CORT aumenta la absorcion de electrolitos por accion directa sobre los
tubulos renales y de forma indirecta, via secrecion del péptido atrial natriurético (PAN) a
nivel cardiaco (Martin y Crump, 2003).

Se ha documentado que tratamientos continuados con elevadas dosis de
glucocorticoides causan un incremento del flujo sanguineo renal, posiblemente debido a
sus efectos vasodilatadores directos sobre los vasos renales. El incremento plasmatico de
glucocorticoides provoca un mecanismo de retroalimentacién negativo sobre la liberacion
hipotalamica del factor liberador de corticotropinas (CRF) y vasopresina. La disminucién
de vasopresina conduce a un incremento de la excrecion de orina, por aumento de la
filtracién renal. Por este motivo, la poliuria es un sintoma clinico asociado a la
hipersecrecién de glucocorticoides, como sucede en el Sindrome de Cushing (Hillyer y
cols., 1992; Love, 1993; Harman y Ward, 2001, Toribio, 2005).

2.3.1.7.-HEMATOPOYESIS Y SISTEMA INMUNITARIO

El CORT reduce el numero periférico de eosindfilos, baséfilos, monocitos y
linfocitos e incrementa el numero de neutréfilos. La neutrofilia se produce como
consecuencia del incremento periférico de neutréfilos provenientes de la médula 6sea por
inhibicion de la adhesion al endotelio. EI descenso de linfocitos, monocitos y eosindfilos
hace que los animales expuestos a dosis elevadas de glucocorticoides exdégenos o
enddégenos sean mas susceptibles al desarrollo de determinadas patologias de caracter
infeccioso (Morris y cols., 1988; Cunningham, 2003; Martin y Crump, 2003).

Los glucocorticoides son poderosos inhibidores del sistema inmunitario, limitando
la secrecion de citoquinas por los macréfagos y la génesis de anticuerpos. Asimismo,
producen involucion de los nédulos linfoides, timo y bazo, debido a la inhibicién de la
mitosis de los linfocitos. De hecho, el ejercicio de resistencia, la fatiga, la falta de
alimentos y agua y las temperaturas extremas inducen liberaciéon de glucocorticoides e
inmunosupresion (Desmetch y cols., 1996; Martin y Crump, 2003; Robson y cols., 2003).

El CORT aumenta la produccion de eritrocitos y plaquetas, sin que se conozca la
causa. De hecho, el exceso de CORT induce policitemia, mientras que la disminucion
suele acompanarse de anemia (Guyton y Hall, 1996).
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2.4.-PARAMETROS INDICADORES DEL ESTADO HIDROELECTROLITICO

2.4.1.-VALOR HEMATOCRITO

El término serie roja hace referencia a los precursores eritrocitarios, los tejidos en
los que tiene lugar su produccion y a los eritrocitos maduros. La unidad funcional de la
misma es el hematie, el cual se evalua a partir de muestras de sangre periférica,
mediante el célculo del numero circulante de glébulos rojos, de la concentracion de HB,
valor HTO, indices eritrocitarios y a través del examen morfolégico a nivel microscopico
(Messer, 1995; Car, 2000; Lording, 2008).

Dentro de la interpretacion del analisis hematolégico se deben considerar diversos
factores de variacion en relacién a la serie roja, entre los que destacan manejo de la
muestra y precision de las determinaciones, actitud y grado de excitacion del animal,
alimentacion, ritmos biolégicos de tipo circadiano, estacion del ano, edad y estado
fisiologico (Archer y Jeffcott, 1977; Snow y cols., 1983; Jain, 1993; Rose y Hodgson,
1994; Car, 2000; Satué, 2004; Lording, 2008; Satué y cols., 2009; 2011) que podrian
alterar los valores hematoldgicos en reposo en équidos.

2.4.1.1.-MANEJO DE LA MUESTRA Y PRECISION DE LAS DETERMINACIONES

Aunque la utilizacion de tubos de vacio para la coleccidon de la sangre puede
provocar dafo celular (Archer y Jeffcott, 1977), el empleo de agujas de calibre superior a
21 G permite la obtencién de resultados satisfactorios (Messer, 1995; Barrelet y Ricketts,
2002).

Uno de los cambios que aparecen con mas frecuencia debido al almacenamiento
es el aumento del tamafno de los eritrocitos, circunstancia que podria reflejarse en el
incremento del valor HTO (Rendle y cols., 2009). Clark y cols. (2002) mostraron que el
retraso en el analisis sanguineo en équidos da lugar a un mayor nimero de eritrocitos
normociticos o macrociticos e hipocrémicos. Por otro lado, la exposicion de la muestra a
elevadas temperaturas ambientales o a la luz solar puede provocar hemodlisis,
obteniéndose valores alterados de recuento eritrocitario (Rose y Hodgson, 1994).

La precision de las determinaciones deriva de las caracteristicas del equipamiento
para el analisis. Por este motivo, se debe conocer el error al que se encuentran sometidos
los estudios hematoldgicos efectuados, siendo recomendable la realizacion de
mediciones repetidas, lo que permite una interpretacion més fiable de los resultados
(Rose y Hodgson, 1994).
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2.4.1.2.-ACTITUD Y GRADO DE EXCITACION

Otro aspecto que puede influenciar los resultados de la analitica sanguinea es la
actitud y el grado de excitacion que presenta el animal antes y durante la extraccién de la
muestra (Rose y Hodgson, 1994). El valor HTO en el caballo es muy variable, debido a la
inervacién del bazo y a su actuacion como reservorio hematico, albergando en su interior
mas de la tercera parte del total de células rojas (Persson, 1967; 1968; 1973; 1997;
Hanson y cols., 1995; Rubio y cols., 1995). Asi, cualquier estimulacion adrenérgica, como
ocurre durante el ejercicio, en respuesta a la excitacion, a la pérdida de sangre, etc.,
provoca esplenocontraccién, liberando gran cantidad de eritrocitos hacia la circulacion
periférica (Schalm y Carlson, 1982; Kurosawa y cols., 1998; Nagata y cols., 1999; Stull y
Rodiek, 2000, Thornton, 2000). El principal factor limitante es el tiempo necesario para
recoger la muestra de sangre. Una venipunciéon de duracion superior a 30 seg altera
significativamente el hemograma, ya que supone movilizacién esplénica, derivada de la

actuacion de los ejes simpatico-adrenal e EHH (Persson, 1967; Nagata y cols., 1999).

2.4.1.3.-ALIMENTACION

Otro factor a considerar es la alimentaciéon recibida por el caballo. Se ha
constatado un incremento significativo del HTO en animales alimentados a base de heno
asociado con las pérdidas de liquidos a través de la salivacion (Kerr y Snow, 1982; Sufit y
cols., 1985; Pagan y Harris, 1999). De igual modo, se observan variaciones en los
parametros eritrocitarios en caballos con diferentes regimenes nutricionales (Steinbrecher

y cols., 1990; Gatta y cols., 1992; Greppi y cols., 1996; Raymond y cols., 2003).

2.4.1.4.-ESTACION DEL ANO Y RITMOS BIOLOGICOS DE TIPO CIRCADIANO

Los ritmos circannuales influyen notablemente sobre la hematologia en équidos
(Gill y Wanska, 1978; Gill y Kownacka, 1979; Gill y cols., 1985). De hecho, se ha
determinado que la concentracién de HB y el valor HTO son superiores en verano y
otofo, en relacién al resto de las estaciones del afio. Esta variacion se relaciona con una
mayor ingestion de proteinas y con la actividad fisica mas intensa que los animales
realizan durante estas épocas del afio (Rowlands y cols., 1979; Singh y Rattan, 1981).

Asimismo, los ritmos circadianos también alteran los diferentes parametros
hematolégicos (Gill y Rastawicka, 1986; Gatta y cols., 1992; Gill y cols., 1994; Yashiki y
cols., 1995; Lubas y cols., 1996; Piccione y cols., 2003; 2007). De hecho, Gill y
Rastawicka (1986) y Greppi y cols. (1996) describen que los periodos de oscuridad se
asocian con elevaciones del valor HTO y de la concentracién de HB. Estas variaciones en
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la eritropoyesis derivan de la alternancia entre los periodos de luminosidad y oscuridad
(Hauss, 1994; Haus y Smolenska, 1999).

2.4.1.5.-RAZA

La raza en équidos parece ejercer un efecto considerable sobre el eritrograma.
Los caballos de las razas consideradas de sangre caliente (hot-blooded), como PSI,
Arabe, Appaloossa, Cuarto de Milla y Standardbred, presentan valores hematolégicos
basales ligeramente superiores a los de las razas pesadas, de sangre fria (cold-blooded),
como Percheron, Clysdesdale y las razas de ponis (Knill y cols., 1969; Jain, 1993; Parry y
Brobst, 1997; Satué, 2004; Satué y cos., 2009).

2.4.1.6.-EDAD

La influencia de la edad sobre los parametros de la serie roja ha sido evaluada en
diversas razas equinas (Ralston y cols., 1988, McFarlane y cols., 1998, 2001; Cebulj-
Kadunc y cols., 2002, 2003; Satué, 2004; Hernandez y cols., 2008; Satué y cols., 2009),

aportando conclusiones similares.

Los potros recién nacidos tienen eritrocitos de origen fetal, de gran tamano, y
presentan elevados niveles de eritrocitos, HB y HTO. Dichos parametros se reducen
progresivamente desde las 12-24 horas primeras horas de vida, hasta las dos semanas
siguientes, permaneciendo en el limite inferior del intervalo de referencia durante el primer
ano (Grondin y Dewitt, 2010). Estos cambios hematolégicos iniciales en el potro derivan
de la destruccidbn de gldbulos rojos de origen fetal, disminucion del tiempo de
supervivencia eritrocitaria, inadecuada suplementacion de hierro necesaria para la
sintesis de HB, disminucién del estimulo para la produccién de eritropoyetina (EPO),
secrecion de catecolaminas y expansioén de VP, como consecuencia del efecto osmético
de la absorcion de inmunoglobulinas del calostro. Por este motivo la microcitosis y la
anisocitosis son hallazgos tipicos en potros jovenes (Jain, 1986; Harvey, 1990; Grondin y
Dewitt, 2010).

Los valores normales hematoldgicos adultos se alcanzan a los 2 afos de edad. En
caballos PRE (Hernandez, 2008; Satué y cols., 2008) y yeguas gestantes Cartujanas
(Satué y cols., 2009) se ha mostrado una reduccion del niumero de eritrocitos, con
aumento compensatorio del volumen corpuscular medio (VCM) y hemoglobina
corpuscular media (HCM). Esta reduccién de la eritrocitemia también habia sido mostrada
anteriormente en équidos Standardbred (Jain, 1986, Ralston y cols., 1988), Lippizianos
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(Cebulj-Kadunc y cols., 2002) y salvajes (Plotka y cols., 1988) y se ha asociado a la
disminucion de la capacidad regenerativa de la médula 6sea (McFarlane y cols., 1998).

El aumento en el tamano eritrocitario parece ser un hallazgo comun asociado a la
edad en el caballo (Raltson y cols., 1988; Satué, 2004; Satué y cols., 2009). Dicha
respuesta podria indicar cambios en la dinamica de maduracion eritrocitaria (McFarlane y
cols., 1998).

2.4.2.-ELECTROLITOS PLASMATICOS EN EL CABALLO

Los electrolitos, Na, K y cloro (Cl) participan en importantes funciones biologicas
como, conduccion nerviosa, contraccién muscular y equilibrio acido-basico. Desde el
punto de vista funcional, las concentraciones plasmaticas de electrolitos se encuentran
sometidas a una regulacion estricta. El Na y el Cl son los principales iones presentes en
los fluidos extracelulares, determinan la osmolaridad plasmética y el volumen de LEC. El
K es el principal determinante de las alteraciones en la tonicidad del plasma y es
importante para el mantenimiento del equilibrio acido-base en los fluidos corporales. De la
totalidad del Na presente en el organismo, aproximadamente el 45% esta presente en el
fluido extracelular, el 10% en el fluido intracelular, y el restante es parte integrante de la
estructura 6sea (McCutcheon y Geor, 1998; Waller y cols., 2006, Murioz y cols., 2010, c).

Mientras que el Cl y Na permanecen predominantemente en el LEC, el 90% de K
se mantiene dentro de las células en proporciones variables segun el érgano o tejido. La
cantidad de K almacenada en musculo representa el 70%, el 3% en la piel, el 3% en
sangre, 3% en el contenido gastrointestinal, el 10%, y el resto en otros tejidos (Johnson y
cols., 1991; Gottlieb-Vedi y cols., 1996; Meyer y Coenen, 2002).

La retencion de Na y K a nivel extra e intracelular respectivamente, se lleva a cabo
a través de bombas consumidoras de ATP, como la Na*-K*-ATPasa, que se alojan en la
membrana celular y bombean K hacia el interior de las células, en intercambio con el Na.
La elevada concentracién de K intracelular mantiene el potencial de membrana en los
musculos y nervios, ejerciendo un papel fundamental sobre los potenciales de accion que
inician la contraccion muscular y la transmisién del impulso nervioso (McCutcheon y cols.,
1996; Waller y cols., 2006).

Se han descrito valores basales de 133-136 mmol/l de Na en équidos (Rose y
Hodgson, 1994; Ecker y Lindinger, 1995; Sloet van Oldrilenborgh-Oosterbaan, 1999;
Mufoz y cols., 2006). La natremia refleja mas intensamente las modificaciones en el
contenido de agua que los cambios netos de Na, de forma que la pérdida relativa de agua
se traduce en hiper y un exceso relativo, en hiponatremia (Murioz y cols., 2010, c).
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Respecto al K se han documentado concentraciones basales de 3,6-4,5 mmol/l en
équidos (Art y cols., 1990; Rose y Hodgson, 1994; Ecker y Lindinger, 1995; Sloet van
Oldruitenborgh-Oosterbaan, 1999; Murnoz y cols., 2006; 2010, c), aunque este rango
puede ser superior (2,4-4,7 mmol/l). Debido a su naturaleza intracelular, con frecuencia la
calemia no es representativa de los cambios en el K sistémico. No obstante, se acepta
que calemias inferiores a 3 mmol/l se relacionan con deplecién sistémica de este
electrolito. Por otro lado, los niveles circulantes de K se ven afectados por el equilibrio
acido-basico, incrementandose en caso de acidosis (Muroz y cols., 2006).

En caballos sanos no es comun encontrar una hipocalemia en reposo, a no ser
que su dieta se base en concentrados o que las pérdidas por sudoracion no sean
reemplazadas correctamente. Ademas, la hipercalemia puede deberse a hemdlisis o
manejo incorrecto de la muestra sanguinea. El K tiene una funcion importante en la
instauracion del estado de fatiga periférica, debido a alteraciones en los procesos de
excitacion de membrana y en asociacién con la acumulacién de este electrolito en el
espacio intersticial fibrilar o en el sistema tubular transverso de las miofibras. Ademas del
musculo esquelético y cardiaco, los cambios en la calemia pueden ejercer un efecto
perjudicial en otros 6rganos, como por ejemplo los tdbulos renales, desencadenando una
insuficiencia renal aguda (Messer, 1995; Stockham, 1995; Sloet van Oldrilenborgh-
Oosterbaan, 1999; Murioz y cols., 2006; 2010, c).

En équidos adultos se han definido niveles basales de 98,4-101 mmol/l de Cl (Art y
cols., 1990; Rose y Hodgson, 1994; Ecker y Lindinger, 1995). El Cl es el anion principal
en el espacio extracelular y en el sudor. La alteracion mas comun en caballos de deporte
es la hipocloremia, debido a las pérdidas por sudoracion intensa (McConaghy, 1994;
Sloet van Oldruitenborgh-QOosterbaan, 1999; Murnoz y cols., 2006), acidosis metabdlica o
tubular renal (Murioz y cols., 2006; 2010, c).

El Na se absorbe de forma activa a través de la pared intestinal, mientras que el Cl
y K lo hacen de forma pasiva a partir de los alimentos ingeridos, fundamentalmente
leguminosas. Se ha mostrado que el transporte transepitelial de Na es superior en el
colon distal que en el proximal, mientras que 52-74% de K se absorbe en porciones
anteriores al ciego, disminuyendo a nivel del intestino grueso (Meyer, 1987; Groenendyk y
cols., 1988; Clarke y cols., 1992; Harris y Snow, 1992; Rose y Hodgson, 1994; Stockham,
1995). Factores como la edad y el pH del tracto intestinal pueden alterar la absorcion de
estos electrolitos. De hecho, la tasa de absorcion se incrementa en animales jovenes
frente a los de mayor edad. De forma genérica se acepta que pequenas modificaciones
en las concentraciones circulantes de iones fuera del rango fisiologico se asocian

fundamentalmente a patologias como enteritis, tiflocolitis, fallos renales y/o pérdidas
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hidricas severas (Stockham, 1995; McCutcheon y Geor, 1998; Sloet van Oldruitenborgh-
Oosterbaan, 1999).

2.5.-MODIFICACIONES DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA,
CORTISOL Y PARAMETROS RELACIONADOS CON EL EQUILIBRIO
HIDROELECTROLITICO DURANTE EL CICLO ESTRAL

2.5.1.-SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA

El SRAA participa activamente en acontecimientos fisiolégicos relacionados con el
ciclo estral, como desarrollo folicular, ovulacion, esteroidogénesis, establecimiento del CL
y atresia (Ferreira y cols., 2007; Pereira y cols., 2009; Gongalves y cols., 2010; Herr y
cols., 2010; Pountain y cols., 2010; Sneeringer y cols., 2011; Gongalves y cols., 2012).
Como estos eventos definen especificamente la fisiologia en las fases del ciclo, folicular y
luteinica, los componentes del SRAA (REN, ANG-Il y ALD) experimentan modificaciones
substancialmente a lo largo del ciclo estral. En referencia a las investigaciones
precedentes realizadas en diversas especies, incluida la mujer, en este apartado se han
considerado de forma independiente las modificaciones producidas en las
concentraciones de REN, ANG-II y ALD segun el grado de respuesta del SRAA en cada
periodo (diestro y estro).

2.5.1.1.-FASE LUTEINICA

La bibliografia ha mostrado ampliamente que los componentes del SRAA se
modifican significativamente durante el periodo luteal del ciclo. Asi, en comparacion con la
fase folicular, la ARP (Brown y cols., 1964; Winer, 1965; Skinner y cols., 1969; Robertson
y cols., 1971; Sundsfijord y Aakvaag, 1970; Robertson y cols., 1971; Sundsfjord, 1971;
Katz y Romth, 1972; Sundsfjord y Aakvaag, 1972; Sealey y cols., 1985; 1987, Magness y
Rosenfeld, 1989; Magness, 1993; Sealey y cols., 1994; Chapman y cols., 1997; Miller y
cols., 1999; Spaanderman y cols., 2000; Chidambaram y cols., 2002; Ounis-Skali y cols.,
2006), ANG-Il (Sundsfjord y Aakvaag, 1970; Robertson y cols., 1971; Magness, 1993;
Sealey y cols., 1994; Chapman y cols., 1997; Miller y cols., 1999; Spaanderman y cols.,
2000; Chidambaram y cols., 2002; Ounis-Skali y cols., 2006; Szmuilowicz y cols., 2006) y
ALD (Landau y Lugibihl, 1958; Brown y cols., 1964; Skinner y cols., 1969; Robertson y
cols., 1971; Katz y Romfh, 1972; Sundsfjord y Aakvaag, 1973; Oelkers y cols., 1974;
Frélich y cols., 1976; Wambach e Higgins, 1978; Sealey y cols., 1985; 1987, Chapman y
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cols., 1997; Spaanderman y cols., 2000, Chidambaram y cols., 2002; Ounis-Skali y cols.,
2006; Szmuilowicz y cols., 2006) se incrementan significativamente a lo largo de la fase

diestral en la mujer.

Este aumento de ALD implica modificaciones substanciales tanto en los niveles
plasmaticos (Chapman y cols., 1997; Spaanderman y cols., 2000; Chidambaram y cols.,
2002; Ounis-Skali y cols., 2006; Szmuilowicz y cols., 2006) como en la EU de ALD
(Nowaczynski y cols., 1962; Reich, 1962; Gray y cols., 1968; Sundsfjord y Aakvaag,
1970). Ademas, ambas formas circulante y urinaria de ALD duplican, triplican e incluso
cuadruplican sus cifras durante la fase luteal respecto a la fase folicular del ciclo (Katz y
Romfh, 1972; Sundsfjord y Aakvaag, 1973). A pesar de ello, la ANG-II no experimenta
una evolucién simultanea a la ALD, sugiriendo que esta hormona puede ser producida
por otras vias no dependientes del SRA durante este periodo (Szmuilowicz y cols., 2006).
No obstante, esta idea no es defendida por todos los autores (Parry y cols., 2000;
Pecheére-Bertschi y cols., 2002).

La relacion que se establece entre la ARP y ALD es lineal hacia la mitad o finales
de la fase luteal (Sundsfijord y Aakvaag, 1970, 1972; Katz y Romfh, 1972; Michelakis y
cols., 1975; Chapman y cols., 1997; Stachenfeld y cols., 1999; Hirshoren y cols., 2002).
Este acontecimiento se ha puesto en evidencia en protocolos experimentales basados en
la administracion de REN o ANG-II durante el periodo luteal en la mujer. De hecho, la
infusion de ambos componentes (REN y ANG-II) estimulan significativamente la secrecion
de ALD y la EUA (Blair-West y cols., 1962; Sundsfjord y Aakvaag, 1970).

El estudio de la insuficiencia luteal en la mujer ayuda a dilucidar cuestiones como
la participacion de las hormonas sexuales en las modificaciones experimentadas por los
componentes del SRAA durante las distintas etapas del ciclo estral. Kaulhausen y cols.
(1978) analizaron de forma comparativa los niveles de AOGEN, ARP, ALD,
gonadotropinas y esteroides ovaricos en mujeres con ciclos ovulatorios y con fallo o
insuficiencia luteal. Mientras que en mujeres fisioldgicamente normales el pico de ARP se
relaciona estrechamente con el incremento de ALD, en mujeres con fallo o ciclo
anovulatorio estas relaciones temporales entre REN y ALD (Michelakis y cols., 1975) o
ARP y EUA (Sundsfjord y Aakvaag, 1970; Sundsfjord, 1971; Sundsfjord y Aakvaag, 1972)
no se producen. Se ha hipotetizado que el CL una vez que alcanza la madurez funcional
es la fuente primordial de REN y ALD, existiendo una relacion directa entre la P4 u otros
productos derivados del CL y los parametros anteriormente descritos durante el diestro en
ciclos fisiolégicamente normales (Michelakis y cols., 1975; Oelkers, 1996; Ouni-Skali y
cols., 2006; Garcia y cols., 2008), ya que la pesencia de fallo ovulatorio disminuye
sensiblemente los niveles de P4 (Sundsfjord y Aakvaag, 1972).
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Por tanto, la P4 se considera uno de los mecanismos fisiolégicos mas importantes
involucrados en la sintesis de ALD durante la fase luteal (Sealey y cols., 1994; Oelkers,
1996; Ouni-Skali y cols., 2006; Garcia y cols., 2008). Determinados mecanismos
dependientes de la P4 como, el incremento del flujo plasmatico y de la TFG renal asi
como la excrecion de Na y Cl (Van Beek y cols., 1996; Chapman y cols., 1997) inducen
natriuresis. La natriuresis inicial nducida por la P4 estimula de forma compensatoria la
secrecion de REN, ANG-Il y ALD (Sundsfijord y Aakvaag, 1970, 1971; Katz y Romfh,
1972; Sundsfjord y Aakvaag, 1972; 1973; Oelkers y cols., 1991; Sealey y cols., 1994;
Oelkers, 1996; Hirshoren y cols., 2002; Szmuilowicz y cols., 2006). Asi, de forma
experimental, la administracion sostenida de P4 induce natriuresis, seguida de un pico de
secrecion de ALD, EUA y retencion de Na (Brown y cols., 1964, Sundsfjord, 1971; Katz y
Romfh, 1972; Sundsfjord y Aakvaag, 1972; Stachenfeld y Taylor, 2005). De la misma
forma, la adicion de P4 a glandulas adrenales en algunos animales de experimentacion
incrementa la produccion de ALD 2,8 veces respecto a ciclos fisioldgicamente normales
(Telegdy y Lissak, 1965; DeRoos, 1969).

Cabe destacar que aunque la secrecion de ARP, ANG-Il y ALD se eleva tras la
administracién de P4, no se produce de forma simultdnea (Stachenfeld y Taylor, 2005).
Estos hechos se fundamentan en la competencia de la P4 y la ALD por el receptor
mineralocorticoideo, como se ha puesto de manifiesto en la mujer (Landau y Lugibihl,
1958; Oelkers y cols., 1974; Myles y Funder, 1996) y en animales de experimentacion
(Wambach y Higgins, 1978; Quinkler y cols., 2002). En ciclos fisiologicamente normales,
la P4 secretada de forma enddgena ejerce un efecto antialdosterdnico leve, evitando la
retencion excesiva de Na y agua durante el periodo luteal (Keam y Wagstraff, 2002).

No obstante, se ha hipotetizado que el pico de estrogenos y P4 que caracteriza la
fase luteal duplica o triplica la ARP, ANG-Il y EUA (Chidambaram y cols., 2002;
Szmuilowicz y cols., 2006) ya que el incremento normal de estrogenos que ocurre durante
la primera mitad del ciclo no eleva substancialemente la ARP y EUA. Sin embargo,
existen diversos mecanismos que podrian justificar la escasa influencia de los estrégenos
sobre la sintesis de ALD durante el periodo luteal. Aunque el uso de estrogenos orales
aumenta la expresion de la proteina captadora de ALD (Nowaczynski y cols., 1978) y
AOGEN (Williamson y cols., 1996), estas modificaciones no se producen en la ANG-II
(Keam y Wagstraff, 2002) ni en ciclos fisiologicamente normales (Sundsfiord y Aakvaag,
1972; Williamson y cols., 1996). La ausencia de correlaciones entre ALD y estrégenos,
asi como la falta de estimulacion de la produccién de ALD en cultivos in vivo de células de
la glomerulosa, podrian ser otros factores que podrian excluir a los estrogenos de la
sintesis de ALD durante el periodo luteal (Szmuilowicz y cols., 2006).
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Sin embargo, existen mecanismos adicionales involucrados en la produccién de
ALD no dependientes de la actividad de la P4 como el consumo de proteina o Na en la
dieta (Adler y cols., 1987; Woods, 1993), o la vasodilatacién periférica (Chapman y cols.,
1997). Es dificil interpretar estos hallazgos sin tener en cuenta la ingesta de Na, ya que el
balance de este electrolito determina primariamente la produccién de ALD via SRA (Adler
y cols., 1987). De hecho, la mayoria estudios previos no controlaron o no documentaron
(Sundsfjord y Aakvaag, 1972; 1973; Chapman y cols., 1997; Stachenfeld y cols., 1999;
2001) el balance de Na. Mas recientemente, Szmuilowicz y cols. (2006) mostraron que los
niveles circulantes y urinarios de ALD se incrementan significativamente durante la fase
litea en respuesta a la infusion de ANG-II en mujeres con balance elevado de Na. En
estas situaciones, se establecen correlaciones positivas entre P4 y ALD sin
modificaciones en la ARP y ANG-II. Por el contrario, en mujeres son balance bajo de Na
estas interrelaciones no se producen, a pesar de que la restriccion de Na es un potente
estimulo para la activacion del SRA (Adler y cols., 1988). En dietas bajas de Na la ARP y
ALD responden de forma independiente, por lo que la ausencia de modificaciones en
ARP y ANG-II podria descartar que el incremento de ALD sea modulado via SRA durante
el periodo luteal.

A pesar de que los estrdgenos no participan activamente en la secrecion de ALD
durante el periodo luteal, reducen la resistencia vascular periférica (Chapman y cols.,
1997) via éxido nitrico sintasa (NO) a nivel endotelial (Best y cols., 1998) o vasodilatacion
directa (Mendelshon y Karas, 1999), si bien, en la yegua esta enzima se relaciona
directamente con la ovulacion (Pinto y cols., 2002). De hecho, la administracion de
blogueantes de la enzima NO retrasa o bloquea la ovulacién en yeguas. Sin embargo,
Chidambaram y cols. (2002) no mostraron diferencias en la respuesta vasodilatadora
durante el ciclo a pesar del bloqueo ejercido por la ANG-Il. En relacion a estos
acontecimientos es interesante destacar el estudio de Binson y cols. (1992). Estos
investigadores no observaron diferencias en la EU de Na a lo largo del ciclo a pesar del
incremento de estrogenos y de la aparente activacion del SRA durante el diestro. De esta
forma, aunque existe activacién humoral del SRA durante el periodo luteal, la respuesta

hemodindmica renal y excretora a nivel tisular es escasa.

Los hallazgos aportados por Szmuilowicz y cols. (2006) en mujeres con balance
bajo de Na podrian esclarecer algunos aspectos relacionados con la disociacion entre la
ARP y ALD que se describe también durante la gestacion tanto en la mujer (Brown y
cols., 1992; Fagundes y cols., 1992; Bentley-Lewis y cols., 2005) como en la yegua
(Domingo, 2008; Satué y Domingo, 2011). El aumento desproporcionado de ALD en
relacion a la ARP durante la gestacion podria no estar mediado por la ANG-II (Brown y
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cols., 1992). De hecho, la estimulacion sostenida del SRAA en la yegua PRE durante la
gestacién podria estar mediada por elementos no dependientes de ANG-Il u otros
esteroides, como la P4 o sulfato de estrona, dominantes durante este periodo (Satué y
cols., 2011).

Otro de los mecanismos que se ha relacionado con la sintesis de REN y ALD
durante el periodo luteal es el AOGEN y la PROREN. No obstante, las investigaciones
realizadas en este ambito han mostrado resultados contradictorios. Se conoce que la
expresion de AOGEN esta regulada transcripcionalmente por los estrégenos (Gordon y
cols., 1992). De hecho, la aplicacién de tratamientos de estimulacién ovérica en
programas de fecundacion in vitro (FIV) en mujeres, incrementa los niveles de estrogenos
y REN (Sealey y cols., 1994). De esta forma, la activacién del SRAA durante el periodo
luteal podria estar relacionada parcialmente con la sintesis de AOGEN (Oelkers, 1996) o
con el efecto vasodilatador inducido por los estrogenos (Magness y Rosenfeld, 1989;
McCaffrey y Czaja, 1989). Sin embargo, otras investigaciones no han mostrado
variaciones en el AOGEN a lo largo del periodo luteal en ciclos normales (Skinner y cols.,
1969; Sundsfjord y Aakvaag, 1972; Katz y cols., 1975). No obstante, el uso combinado
de estrégenos y P4 durante el diestro en ratas ovariectomizadas se ha relacionado con
elevacion de ARP sin modificaciones en el AOGEN (De Vito y cols., 1989; Ojeda y cols.,
2007). Ademas, la ausencia de relacion entre la ARP y el AOGEN excluye a los
estrogenos como causa probable de las modificaciones en la REN (Skinner y cols., 1969;
Sundsfjord y Aakvaag, 1972; Katz y cols., 1975), a pesar de la participacion en la
secrecion de ALD (Katz y Kappas, 1967).

La evidencia experimental ha puesto de manifiesto que la PROREN podria
comportarse como una hormona relacionada con determinados procesos reproductivos
que acontecen durante el ciclo. Aunque la fuente principal de REN activa circulante es el
rindn, los ovarios parecen ser el origen del incremento ciclico de PROREN durante el
ciclo (Sealey y cols., 1987; 2010). Cabe destacar que la liberacion de LH triplica los
niveles de PROREN, permaneciendo elevados durante la primera mitad de la fase luteal.
Al final del diestro, el descenso de P4 induce disminucién simultdnea de PROREN
(Oelkers, 1996; Ouni-Skali y cols., 2006; Garcia y cols., 2008; Sealey y cols., 2010).

Aunque el periodo luteal incrementa significativamente la actividad del SRAA en la
mayoria de estudios realizados en la mujer, en babuinos Harewood y cols. (1996)
rebatieron estas hipoétesis iniciales. Mientras que la fase luteal bloquea o inhibe, la fase
folicular establece un incremento de actividad del SRAA. Este hecho se ha relacionado
con retencion de elevados volumenes de fluido intersticial en la region perineal durante la

fase folicular, que posteriormente se autoinfunde al VP al inicio de la fase luteal. De esta
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forma, mientras que la fase folicular manifiesta regresién, la fase luteal se asocia con
expansiéon de VP. Asimismo, la ARP queda significativamente bloqueada durante la fase
luteal de forma paralela a las variaciones de fluidos, sin modificaciones en la actividad de
la ECA (Sanders y cols., 2006). Se ha sugerido que el mecanismo de bloqueo del SRAA
durante el diestro posiblemente esté relacionado con la inhibicion ejercida por los
estrégenos sobre la ANG-II (Harewood y cols., 1996).

Estos mecanismos fisiolégicos difieren considerablemente a los que suceden en la
mujer. De hecho, la elevacion de P4 y E2 en el periodo luteal induce disminucién del VP y
de la proteina plasmatica total (Stachenfeld y cols., 1999; Sims y cols., 2008). No
obstante, este descenso de VP provoca escasas modificaciones en la retencion de Na y
agua, por lo que las variaciones en el VP probablemente estén relacionados con cambios
en la presion osmética coloidal y albumina plasmatica a nivel del espacio intersticial
(Stachenfeld y Taylor, 2003; 2007).

Finalmente, otro de los acontecimientos fisioldgicos que caracterizan el ciclo estral
en relacién a los componentes del SRAA es la inhibicion de la ECA. La ausencia de
modificaciones de esta enzima descarta algun tipo de influencia hormonal de los

esteroides o gonadotropinas sobre su nivel de actividad (Sanders y cols., 2006).

2.5.1.2.-FASE FOLICULAR

Dentro de los acontecimientos que rigen el normal funcionamiento del ciclo estral
en la mujer destacan el incremento preovulatorio de AOGEN, PROREN, ARP y REN
(Sealey y cols., 1987), ANG-II (Weir y cols., 1976) y ALD (Sundsfjord y Aakvaag, 1970;
1973; Frélich y cols., 1976; Weir y cols., 1976). En animales de experimentacién también
se han descrito acontecimientos similares (De Vito y cols., 1989). No obstante, dicha
elevacion de la aldosteronemia es transitoria (Skinner y cols., 1969; Sundsfjord y
Aakvaag, 1973) o no se manifiesta constantemente en todos los ciclos (Katz y Romfh,
1972).

Aunque se desconoce el origen del pico preovulatorio de ALD, se especula que el
incremento de E2 podria ejercer un efecto estimulador sobre el AOGEN a nivel hepatico,
y éste a su vez sobre la ARP y ALD (Katz y Kappas, 1967; Skinner y cols., 1969; Katz y
cols., 1975). Estas hipétesis se apoyan en evidencias experimentales basadas en la
administracién de estrégenos en la mujer (Katz y Kappas, 1967; Crane y Harris, 1969;
Sealey y cols., 1994) y en la oveja (Magness, 1993). Sin embargo, otras investigaciones
no han revelado interrelaciones entre estos parametros en ciclos fisiologicamente

normales (Sundsfijord y Aakvaag, 1972; Kaulhausen y cols., 1978; Chidambaram y cols.,
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2002; Szmuilowicz y cols., 2006), descartando algun tipo de influencia significativa de los
estrogenos secretados a nivel enddégeno sobre la ARP y EUA durante el periodo
periovulatorio (Sundsfjord y Aakvaag, 1970; Sundsfjord, 1971; Sundsfjord y Aakvaag,
1972). Aunque estas investigaciones son contradictorias en apariencia, comunmente se
apoya la idea de que el aumento de AOGEN es el origen del pico de ARP (Kaulhausen y
cols., 1978).

Por otro lado, se ha descrito un pico transitorio de PROREN simultaneo a la
elevacion de gonadotropinas, fundamentalmente LH, hacia el momento de la ovulacion.
Se especula que este pico de PROREN sera responsable posteriormente de la sintesis
de REN activa (Bouhnik y cols., 1985). No obstante, la PROREN y la LH no siempre se
relacionan con la REN activa (Sealey y cols., 1985; 1987), ya que los efectos mas
notables de este precursor se originan hacia mitad de la fase luteal (Oelkers, 1996; Ouni-
Skali y cols., 2006; Garcia y cols., 2008).

Debido a que la ACTH se considera uno de los principales reguladores de la
secrecion de ALD, no debe descartarse su contribucion al pico preovulatorio de ARP.
Posiblemente estos procesos puedan estar relacionados con el efecto estimulador de los
estrogenos sobre la glandula adrenal y la enzima 17a-hidroxi-progesterona, que también
muestra un pico preovulatorio (Strott y cols., 1969). Aunque la infusién de ACTH induce
elevacion de la ARP (Kem y cols., 1975), la ausencia de modificaciones en los niveles
CORT durante el ciclo (Parry y cols., 2000; Chidambaram y cols., 2002; Pechére-Bertschi
y cols., 2002; Szmuilowicz y cols., 2006), podria rebatir estas hipétesis iniciales.

Finalmente, otros factores como, modificaciones hemodinamicas del flujo
sanguineo renal, de la actividad simpatica local y variaciones en las concentraciones de
Na a nivel de la macula densa, también se han relacionado con el pico preovulatorio de
REN y ALD (Yang y cols., 2000; Sealey y Laragh, 2011).

2.5.2.-CORTISOL

En la yegua se establece una relacion directa entre la funcion adrenal y la
reproduccion (Asa y cols., 1983; Allen, 1984; Love, 1993; van der Kolk, 1998; Harman y
Ward, 2001; Schott, 2002; Hedberg y cols., 2007; AboEl-Maaty, 2011). Esta afirmacién se
fundamenta en hechos relacionados con la administracion experimental de
glucocorticoides naturales y sintéticos en yeguas ciclicas (Asa y Ginther, 1982; Ferris y
McCue, 2010) y ovariectomizadas (Asa y cols., 1980, b). De un total de 8 yeguas tratadas
con dexametasona en el estudio de Asa y Ginther (1982), una exhibié signos de celo,

mientras solo dos de ellas llegaron a ovular. Este efecto sugiere un mecanismo de
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retroalimentacién negativo del CORT sobre el hipotdlamo, hipéfisis, ovario y Gtero. La
disminucion de la sensibilidad adenohipofisaria a la GnRH suprime la sintesis de LH, asi
como la produccion de E2 y P4 a nivel ovarico. Este declive de esteroides insensibiliza o
crea resistencia tisular al E2, interfiriendo con la ovulacién (Kalantaridou y cols., 2004;
Hedberg y cols., 2007; Fazio y cols., 2009). No obstante, estos efectos son mas notables
en yeguas ovariectomizadas (Asa y cols., 1980, b).

Por otra parte, la dexametasona ejerce un efecto negativo sobre la sintesis de
ACTH, disminuyendo al mismo tiempo la produccion de esteroides adrenales y el
comportamiento de celo (Asa y cols., 1980, b; Wesson y Ginther, 1981; Hooper y cols.,
1993; Hedberg y cols., 2007). Con frecuencia, este tipo de terapias se relacionan con
anestro (Asa y Ginther, 1982) y fallo ovulatorio (Ferris y McCue, 2010). No obstante, otros
estudios han revelado que aunque la administracion de CORT retrasa el pico de LH, no
inhibe la FSH ni la ovulacion (Baucus y cols., 1990, a, b; Erin y cols., 2004).

Al igual que sucede con la administracion exdgena de glucocorticoides, bajo
determinadas condiciones fisioldgicas inductoras de estrés como, ejercicio fisico (Schmidt
y cols., 2010), transporte (Baucus y cols., 1990, a, b; Nambo y cols., 1996), dolor (Merl y
cols., 2000), desequilibrios nutricionales (Widmann, 2010), destete (Erber y cols., 2011), o
estrés social (Alexander e Irvine, 1998; Berghold y cols., 2007), el aumento sostenido de
la cortisolemia suprime la liberacién de GnRH, interfiere con la pulsatilidad y el inicio del
pico de LH, altera la secrecion de E2, la conducta receptiva de celo y la posterior
implantacién del zigoto. Estos efectos podrian estar mediados por la unién de los
glucocorticoides a los receptores de la P4 (Asa y Ginther, 1982; Hedberg y cols., 2007).
De esta forma, los regimenes severos de entrenamiento aplicados a yeguas
reproductoras comunmente se relacionan con ampliacion de los intervalos
interovulatorios, alteracion de la dinamica folicular, el patrén endocrinolégico y la
ovulacion (Kelley, 2009; Mortensen y cols., 2009), tasa de recuperacion de embriones y la
fertilidad (Strzelec y cols., 2011).

Por el contrario, Baucus y cols. (1990, a) mostraron que el aumento de CORT
inducido por el transporte de 12 horas de duraciébn en yeguas no modifica
significativamente la secrecion de LH, P4 o E2 durante el periodo ovulatorio. Finalmente,
aunque los examenes ginecologicos actian como factores estresantes incrementando los
metabolitos del CORT, éstos no influyen negativamente sobre la fertilidad y en animales
con experiencia previa, no se elevan en exceso (Berghold y cols., 2007).

A pesar de estas consideraciones previas, en hembras fisioldégicamente normales
de diversas especies se ha mostrado que las concentraciones de CORT se modifican
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notablemente a lo largo del ciclo estral. Asi, el incremento de CORT que se produce
durante la fase folicular, en la mujer (Tica y cols., 2008; Wolfram y cols., 2011) se ha
relacionado con el aumento de estrégenos, ya que estos esteroides participan en la
sintesis de la proteina captadora de este glucocorticoide (Qureshi y cols., 2007). Esta
elevacion ovulatoria de la cortisolemia también se asocia a la actividad de la enzima 11-p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11-HSD), encargada de la conversion de
cortisona en CORT (Lee y cols., 2007). La exacerbacion de los procesos inflamatorios
que acompafan al desarrollo de las multiples oleadas foliculares, también se ha
relacionado con la elevacion de CORT (King y Critchley, 2010). No obstante, en ratas y
ratonas esta respuesta se produce mas tempranamente (Haulica y cols., 1988; Atkinson y
Waddell, 1997). De hecho, la ovariectomia en estas especies conlleva al descenso brusco
de CORT durante el proestro, aunque puede ser compensada por la administracién de E2
(Seale y cols., 2004).

Por el contrario, otras investigaciones realizadas en la mujer (McCormick y Teillon,
2001; Nepomnaschy y cols., 2011) y otras especies animales como, vacas (Dieleman y
cols., 1986; Yoshida y Nakao, 2005), perras (Benetti y cols., 2004) y elefante hembra
(Brown y cols., 2004) no han mostrado variaciones substanciales de la cortisolemia a lo
largo del ciclo estral.

En la yegua el estado fisiologico altera significativamente las concentraciones y la
ciclicidad de los ritmos circadianos de CORT. Asi, algunos estudios han revelado
incremento de CORT durante el periodo luteal y posterior disminucion durante el periodo
periovulatorio (Asa y cols., 1983; Ginther y cols., 2007) relacionado con el comienzo de la
desviacion folicular (Ginther y cols., 2007). Dicho descenso de la cortisolemia podria ser
necesario para el correcto desarrollo folicular y liberacién de LH. Por el contrario, Hillier
(2001) y Briant y cols. (2000) mostraron incremento de CORT hacia el momento de la
ovulacién, sugiriendo un efecto antiinflamatorio protector de la funcién ovarica durante el

celo.

De forma genérica, las yeguas ingravidas presentan concentraciones de CORT
20% superiores a la de yeguas gestantes (Gill y cols., 1985; Cudd y cols., 1995), aunque
esta idea no es defendida por todos los investigadores (Fazio y cols., 2009). Ademas, se
han establecido distintos patrones de ciclicidad del CORT en yeguas gestantes, vacias,
potros de 2 y de 1 afio, con diferencias de 400 a 700% entre ellos (Gill y cols., 1985).
Asimismo, en yeguas ovariectomizadas los niveles de CORT disminuyen por la mafana
(Irvine y Alexander, 1994) y aumentan por la noche (Hedberg y cols., 2007), en relacion al
patrén circadiano habitual (/rvine y Alexander, 1994; Piccione y cols., 2001; Place y cols.,
2010), caracterizado por el incremento matinal de CORT.
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Aunque se ha evidenciado un ritmo circannucal de CORT durante las estaciones
de primavera y verano en yeguas gravidas e ingravidas (Flisinska Bojanowska y cols.,
1989; Fazio y cols., 2009), Flisinska-Bojanowska y cols. (1991) mostraron ausencia de
ciclicidad en este ultimo grupo de yeguas. Por tanto, la gestacién se considera un factor
adicional que modifica el patrén diurno y anual del CORT (Hedberg y cols., 2007; Fazio y
cols., 2009), pudiendo llegar a enmascarar la ciclicidad durante la segunda mitad de la
prefez en la yegua (Gill y cols., 1985; Flisinska Bojanowska y cols., 1989; Satué y cols.,
2007). Estos cambios en la acrofase se relacionan con la acciéon de las hormonas de la
gestacion y lactacién, ejerciendo una influencia distinta sobre la secreciéon y el uso de
CORT en la yegua (Flisinska Bojanowska y cols., 1992). Asi, en una yegua gestante y
lactante al mismo tiempo, el incremento de CORT se relaciona con la necesidad de
glucocorticoides durante el periodo de desarrollo fetal y lactacion intensa (Flisinska
Bojanowska y cols., 1989).

2.5.3.-MODIFICACIONES DE LOS PARAMETROS RELACIONADOS CON EL
EQUILIBRIO HIDROELECTROLITICO DURANTE EL CICLO ESTRAL

2.5.3.1.-VALOR HEMATOCRITO

A nivel clinico, el analisis de los indices hematolégicos son un fiel reflejo de los
procesos fisioldégicos dinamicos que acontecen durante el ciclo reproductivo, presentando
al mismo tiempo, uno de los métodos de control de la homeostasis mas importantes a
nivel organico dentro de los programas para incrementar la fertilidad en la hembra. Las
investigaciones que evallan los cambios hematoldgicos derivados del ciclo reproductivo
en la yegua son escasas y controvertidas. En comparacién con yeguas ciclicas
fisioldgicamente normales, diversos estudios realizados en yeguas gestantes PSI,
Arabes, PRE de Estirpe Cartujana, Brasilefias y Bretonas, han revelado incremento
significativo del valor HTO durante el periodo gestacional (Berlink y cols., 2000; Satué,
2004; Galindo y cols., 2007; Satué y cols., 2010). Esta alteracion de los patrones
hematolégicos en yeguas gestantes se asocia con la intensidad de los requerimientos
metabdlicos necesarios para el desarrollo fetal (Satué, 2004; Satué y cols., 2010).

No obstante, numerosas investigaciones realizadas en la mujer (Bailit y cols.,
2007) y otras especies animales, como vacas (Steinhardt y cols., 1994), perras (Allard y
cols., 1989), cerdas (Zvorc y cols., 2006), cabras (Azab y Andel Maksoud, 1999) y
primates (Harewood y cols., 1996) han mostrado una disminuciéon de la eritrocitemia
durante la gestacion. Este declive del HTO en hembras gravidas respecto de las

gestantes se ha relacionado con el incremento del volumen sanguineo por retencién de
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agua y Na a nivel renal, debido a la actuacion del SRAA bajo la accién de los estrégenos.
Este estado de hipervolemia se hace necesario para cubrir las demandas del Utero
gravido, proteger a la madre y al feto de los efectos perjudiciales de la disminucién del
retorno venoso, y evitar que la madre padezca los efectos adversos de la pérdida de
sangre durante el parto (McMullin y cols., 2003).

Las variaciones que experimentan las variables hematologicas de la serie roja bajo
determinadas condiciones fisiolégicas o experimentales durante el ciclo estral han sido
documentadas en la mujer (Vellar, 1974; Reeves y cols., 2001; Dapper y Didia, 2002;
Clancy y cols., 2006; Chapman y cols., 1997; Javaid y cols., 2007; Pehlivanoglu y cols.,
2007) y en diversas especies animales, incluyendo vacas (Ahmadi y cols., 2006), ovejas
(Krajnicakova y cols., 1995) y animales de experimentacion (Harewood y cols., 1996),
aunque con resultados contradictorios.

Mientras que algunos de estos estudios muestran un incremento de la
eritrocitemia, mas notable hacia el momento de la ovulacién en la mujer (Vellar, 1974;
Dapper y Didia, 2002), la oveja (Krajnicakova y cols., 1995) y animales de
experimentacion (Harewood y cols., 1996), otras investigaciones en vacas (Ahmadi y
cols., 2006) y yeguas PRE (Satué y Calvo, 2010) no han revelado modificaciones a lo
largo del ciclo estral. El incremento de la eritrocitemia se ha relacionado con las
transformaciones funcionales y morfolégicas del aparato reproductor asi como con la
influencia hormonal durante el celo. No obstante, el incremento del VP durante el periodo
luteal disminuye notablemente el HTO, probablemente relacionado con el efecto
combinado del E2 y la P4, como ha sido puesto en evidencia en la mujer (Chapman y
cols., 1997).

Finalmente, otros estudios en la mujer investigaron por un lado, los efectos del
estrés sobre la deformabilidad eritrocitaria (Pehlivanolu y cols., 2007) y las variaciones
experimentadas en los parametros eritrocitarios a 4.300 m de altitud durante el ciclo estral
(Reeves y cols., 2001). Dichas investigaciones concluyeron que la deformabilidad
eritrocitaria mejora durante la fase luteal, respecto a la fase folicular y que la eritropoyesis
no se modifica en relacién a la altitud durante el ciclo estral en esta especie.

2.5.3.2.-ELECTROLITOS (SODIO, POTASIO Y CLORO)

La dindmica que experimenta los electrolitos plasmaticos a lo largo del ciclo estral
ha sido documentada en diversas especies, incluida la mujer (Dadlani y cols., 1982; Mira
y cols., 1984; Janowsky y cols., 2002; Lanje y cols., 2010) y otras especies animales,
como ovejas (Michell, 1979; Michell y Noakes, 1985; Krajnicakova y cols., 1993; 1994;
Keller-Wood, 2000; Sims y cols., 2008), vacas (LeRoy y cols., 2004; Hugentobler y cols.,
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2010), bufalas (Arshad y cols., 2005) y yeguas (Lumsden y cols., 1980; Kinslow y cols.,
1995; Collins y cols., 1997; Naeed, 2004, Ali y cols., 2010; Meliani y cols., 2011).

En la mujer, la fase luteal se caracteriza por el descenso de las concentraciones
plasmaticas de Na e incremento de K (Dadlani y cols., 1982; Mira y cols., 1984, Lanje y
cols., 2010), si bien, este ultimo es variable pudiendo no manifestarse o disminuir (Michell,
1979; Keller-Wood, 2000). La disminucion de la natremia se ha atribuido a la accion de la
hormona antidiurética (ADH) (Forsling y cols., 1981) y al antagonismo entre la P4 y ALD a
nivel del receptor mineralocorticoideo (Landau y Lugibihl, 1958) durante el periodo luteal.
Sin embargo, la natremia y la calemia se incrementan considerablemente hacia el
momento de la ovulacién en la mujer (Dadlani y cols., 1982; Mira y cols., 1984). Dicha
respuesta se relaciona con los estrégenos, que muestran un patrén bifasico sobre la EU y
fecal de Na, favoreciendo la pérdida inicial, seguida de un periodo de retencion mas
tardio, como ha sido puesto de manifiesto en la mujer (Keller-Wood, 2000; Sims y cols.,
2008) y la oveja (Krajnicakova y cols., 1993; 1994).

Por el contrario, algunos estudios han revelado que el pico ovulatorio de ALD
determina retencién de Na durante la fase folicular en la mujer (Michelakis y cols., 1975;
Janowsky, y cols., 2002). Adicionalmente, los esteroides gonadales estimulan la
secrecion de arginina vasopresina (AVP), participando también en la retencion de fluidos
(Keller-Wood, 2000).

Mientras que las concentraciones de Na son constantes en yeguas ciclicas
(136,46+2,60 mmol/l), se han establecido valores medios de K de 5,19 mmol/l en yeguas
fértiles, 2,99 mmol/l en gestantes y 4,31 mmol/l en yeguas subfértiles (Naheed, 2004;
Meliani y cols., 2011). Estos datos representan una elevacion de la natremia y la calemia
en yeguas ciclicas respecto al resto de categorias, como se ha puesto de manifiesto en
yeguas de raza arabe (Ali y cols., 2010; Meliani y cols., 2011) y PSI (Lumsden y cols.,
1980). Las diferencias entre categorias se relacionan con las necesidades electroliticas
especificas y con el patron endocrinolégico dominante en cada periodo del ciclo
reproductivo.

En relacién al patron endocrinolégico, Collins y cols. (1997) y Kinslow y cols.
(1995) investigaron la influencia de la P4 y el E2 sobre la excrecién de electrolitos durante
el ciclo estral en la yegua. Las elevadas correlaciones entre los niveles de Cly E2, y Na,
Cl y P4, sugieren la influencia notable de los esteroides ovéricos sobre la EU de
electrolitos durante la fase folicular y luteinica, respectivamente. Al igual que acontece en
la mujer y la oveja, el periodo ovulatorio en la yegua se caracteriza por aumento de la EU
de Na (Kinslow y cols., 1995). No obstante, esta respuesta muestra un cierto caracter
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individual, siendo mas intensa en algunos individuos que en otros (Kinslow y cols., 1995;
Collins y cols., 1997). En consecuencia, los electrolitos estdn intimamente relacionados
con la actuacion de las hormonas ALD, P4 y ADH sobre la funcion renal, favoreciendo el
mantenimiento de los volumenes de distribucion y dinamica de fluidos y electrolitos
durante el ciclo estral.

Por el contrario, en budfalas no se han encontrado variaciones en las
concentraciones de electrolitos a lo largo del ciclo estral (Arshad y cols., 2005). Ademas,
en vacas la natremia no se correlaciona con la P4 (Hugentobler y cols., 2010). No
obstante, los niveles plasmaticos e intrafoliculares de Cl se relacionan positivamente con
el tamano folicular (Leroy y cols., 2004; Hugentobler y cols., 2007). Esta relacién sugiere
que los cambios metabdlicos producidos a nivel sistémico se reflejan en el liquido
folicular, y que este mineral podria estar intimamente relacionado con la calidad de las
células de la granulosa y del ovocito.
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3.-MATERIAL Y METODOS

3.1.-CENTRO DE REALIZACION

Este estudio experimental se ha llevado a cabo en 6 ganaderias de équidos Pura
Raza Espanola situadas en el término municipal de Pinedo, Almenara y Massanassa de
la Comunidad Valenciana.

Las determinaciones hematolégicas y bioquimicas se llevaron a cabo en el
laboratorio del Hospital Clinico Veterinario de la Universidad CEU-Cardenal Herrera. La
cuantificacién hormonal se realizé en el Laboratorio de Endocrinologia del Departamento
de Fisiologia (Seccion Fisiologia Animal) de la Universidad Complutense de Madrid.

3.2.-SELECCION DE LOS ANIMALES
3.2.1.-DESCRIPCION GENERAL DE LOS ANIMALES

El procedimiento experimental fue aprobado por el Comité de Etica y Bienestar
Animal de la Universidad CEU Cardenal Herrera, siguiendo las directrices de la
legislacién espariola (Real Decreto 1201/05) y europea (Directiva 86/609/EEC). El estudio
se ha llevado a cabo en 25 yeguas reproductoras PRE con edades comprendidas entre 5
y 15 afnos, elegidas libremente al azar de la totalidad del efectivo reproductor de las
citadas ganaderias. En todos los casos los propietarios aceptaron la participacion

voluntaria en la investigacion y firmaron su consentimiento informado.

Los criterios de inclusién de las yeguas en el estudio han sido los siguientes:
-Historial reproductivo: regularidad de ciclos estrales, partos previos normales,
potros nacidos viables, ausencia de patologias de origen reproductivo como
endometritis, piometra, placentitis, mamitis o mastitis u otros procesos
inflamatorios relacionados con pérdidas de fertilidad durante las estaciones
precedentes

-Carencia de procesos inflamatorios e infecciosos de cualquier otro origen o que

hubiesen requerido hospitalizacion un mes antes al inicio de la toma de muestras.

-No haber recibido ni estar recibiendo medicacion con antibidticos ni
antiinflamatorios durante el periodo de toma de muestras.

-Estar al corriente del programa de desparasitacion y vacunacion periédicos.

-No haber tenido y tener acceso libre al bloque de sal durante el periodo de
estudio.
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Fueron excluidas del estudio aquéllas yeguas mayores a 15 anos, con defectos de
conformacion perineal y vulvar, con antecedentes de patologias relacionadas con
neumovagina, endometritis, distocias, tumores ovaricos y quistes endometriales, que al

mismo tiempo hubiesen causado pérdida de fertilidad.

3.2.2.-CONDICIONES DE CRIiA Y ALIMENTACION

Las yeguas incluidas en este estudio fueron sometidas a las mismas condiciones
de manejo, alimentacién y control reproductivo desde mediados de febrero a finales de
abril, correspondiente a la temporada reproductiva 2009. Ninguna de ellas llevé a cabo un
programa de entrenamiento ni ejercicio fisico reglado desde su nacimiento hasta alcanzar
la madurez reproductiva.

Una vez alcanzada la edad de 4 afios, las yeguas se destinaron a la reproduccion,
siendo esta la Unica actividad desarrollada hasta el inicio de la presente investigacion.
Durante el periodo de estudio, las yeguas permanecieron estabuladas durante el dia, con
la finalidad de evitar la exposicion a las elevadas temperaturas ambientales, con salidas a
la pradera durante la noche.

La alimentacién suministrada a las yeguas se establecié en funcion de las
necesidades nutritivas y edad. La dieta diaria consistio en la combinacion de fibra y
pienso concentrado. Las cantidades diarias de concentrado en la dieta dividida en dos
raciones, fueron de 4 a 6 kilogramos. La fibra la proporcionaron de 2 a 3 kg de heno de
alfalfa y paja. El consumo de agua fue ad libitum.

Las condiciones climatolégicas de temperatura, humedad y nimero de horas
diarias de luz solar correspondientes a la zona de ubicacién de las yeguadas, se
distribuyeron por meses y aparecen reflejadas en la Tabla 1.
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MES TEMPERATURA HUMEDAD DURACION PERIODO

MEDIA (°C) RELATIVA (%) SOLAR (%)
ENERO 2009 9,900 76 42
FEBRERO 2009 13,50 68 49
MARZO 2009 15,20 59 58
ABRIL 2009 19,70 69 51
MAYO 2009 24,40 65 48
JUNIO 2009 25,90 56 53

TABLA 1.-Valores medios mensuales de la humedad relativa (%), de la temperatura
ambiental (°C) y del porcentaje de horas de sol durante el periodo de estudio (Datos
aportados por el Instituto Nacional de Meteorologia; Delegacion territorial de la
Comunidad Valenciana).

3.2.3.-MANEJO REPRODUCTIVO

Las yeguas comenzaban a testarse a partir del momento en que iniciaban a
manifestar signos de celo, sometiéndose para ello a una exploracién rectal y
colposcopica, evaluando aspectos como el didmetro longitudinal de la vulva,
edematizacién de los labios vulvares, tono del cuello uterino y caracteristicas del moco
cervical, etc. Mediante examen ecografico se llevé a cabo el control diario del desarrollo
folicular utilizando para ello una sonda transrectal (Ecografo: Sonosite 180 Plus; Sonda
transrectal 5 MHz) hasta el momento de la ovulaciéon. Tras la ovulacién, y también
mediante control ecografico diario se verificd el desarrollo y maduracion del cuerpo luteo
finalizando el 5° dia post-ovulacién. En ningun caso se utilizaron tratamientos hormonales
de sincronizacién de los ciclos ovaricos, por lo que Unicamente se consideraron ciclos

estrales desarrollados de forma natural.

3.3.-OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

3.3.1.-PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION, MANIPULACION Y CONSERVACION DE
LAS MUESTRAS

Debido a que el objetivo de la presente investigacion ha sido evaluar la evolucion
experimentada por los componentes del SRAA y otros parametros hematoldgicos y
bioquimicos relacionados con el equilibrio hidroelectrolitico durante el ciclo estral, las
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muestras comenzaron a extraerse diariamente desde el dia 5 pre hasta el dia 5 post-
ovulacion, considerando el dia 0, el dia de la ovulacién.

Para evitar el efecto de la alimentacion y las modificaciones de los ritmos
circadianos sobre la cortisolemia, las extracciones sanguineas se llevaron a cabo en
ayunas y siempre por la manana, entre las 8:00 y 11:00 horas. La coleccién de sangre se
efectu6 mediante punciéon en la vena yugular externa, previa desinfeccién del area
interesada con alcohol de 969, utilizando jeringas desechables con cono luer de 20 ml
(Discardit® Il Becton Dickinson) y agujas de 40 mm de longitud y de calibre 18-20 G
(Sterican®, Braun Melsungen AG).

En cada extraccion se obtuvieron 20 ml de sangre venosa, que quedd separada
en cinco fracciones para su posterior andlisis. De la primera fracciébn se separd un
volumen de 0,1 ml, en tubos de microhematdcrito, procediendo a su centrifugacion
utilizando una centrifuga de microhematocrito (Quims, Q222H®). La segunda fraccidon
con un volumen de 8 ml, fue introducida en tubos con 0,125 M de EDTA (Vacutainer
6450, Becton-Dickinson Ltd., Rutherford, NJ) y 0,25 M de o-fenantrolina (799 ul/ml
plasma, P-9375; Sigma Chemicals, St Louis, MO). Estas muestras inmediatamente fueron
centrifugadas a 1000 G durante 15 minutos para la extraccién inmediata de plasma y
andlisis de ANG-II. El volumen de sangre restante se dividi6 a su vez en tres nuevas
fracciones que fueron repartidas en tubos de vidrio sin anticoagulante (Tapval ®,
Barcelona, Espana) para la obtencion de suero (2 ml), tubos con heparina-litio (Tapval ®,
Barcelona, Espana) para la determinacién de ALD (2 ml) y tubos con EDTA (Tapval ®
Barcelona, Espana) para la medicion de las concentraciones de REN (5 ml). Las
muestras para la determinacion de ANG-Il se colocaron en una bombona de nitrégeno
liquido refrigerado CryoPac (-196 °C) y fueron transportadas al laboratorio, donde
posteriormente fueron almacenadas a -70 °C. Las muestras para las determinaciones de
CORT, P4, ESTRADIOL, REN y ALD también se centrifugaron, separaron y fueron
almacenadas a -20 °C. Las determinaciones séricas de P4, ESTRADIOL, CORT, REN,
ANG Il y ALD fueron llevadas a cabo en el Departamento de Fisiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid (Esparia).

3.3.2.-ANALISIS LABORATORIAL
3.3.2.1.-ANALISIS HEMATOLOGICO Y BIOQUIMICO

Se han determinado los siguientes parametros hematolégicos y bioquimicos
laboratoriales: valor hematdcrito (%) y concentraciones plasmaticas de sodio (Na, mmol/l),
potasio (K, mmol/l) y cloro (Cl, mmol/l).
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Para la determinacion del hematdcrito, se utilizé la técnica del microhematdcrito,

como se ha detallado en el epigrafe anterior (3.3.1).

Las concentraciones plasmaticas de Na, K y Cl se cuantificaron mediante un
analizador con electrodos selectivos para los tres iones (Vetlyte® IDEXX Laboratories).
Estas determinaciones se basaron en la comparacion entre la muestra y un electrodo de

referencia, con concentraciones conocidas de los citados electrolitos.

3.3.2.2.-ANALISIS HORMONAL

En este estudio, se han determinado las concentraciones de renina (REN),
angiotensina (ANG-Il), aldosterona (ALD), cortisol (CORT), estradiol-178 (E2) vy
progesterona (P4) para cada una de las extracciones a lo largo de los 11 dias del estudio.
A continuacion se especifican los procedimientos de determinacion y las caracteristicas
de cada uno de los andlisis.

Las concentraciones de REN (pg/ml) se determinaron mediante una técnica
inmunorradiométrica sandwich para la deteccion de REN activa en plasma. Se utilizaron
tubos de poliestireno recubiertos con anticuerpo policlonal anti-REN producido en conejo
(Biogenesis, Morphosys 7929-9930, Cergy Saint-Christophe, France) y el anticuerpo
secundario marcado con 1-125 (DRG Diagnostics, 10285, Marburg/Lahn, Germany). Este
procedimiento laboratorial mostré una elevada especificidad para la REN (porcentaje de
recuperacion del 95-105%). Se han descrito reacciones cruzadas del primer anticuerpo
policlonal y del segundo anticuerpo marcado con [-125 con la pro-REN (3% y 1,8%,
respectivamente). La sensibilidad de esta técnica fue de 1 pg/ml. Los coeficientes de
variacion (CV) intra-andlisis e inter-andlisis fueron menores de 5% y 15%,

respectivamente.

Las concentraciones de ANG-II (ng/ml) se establecieron mediante un método
ELISA de competicibn basado en el sistema biotina-estreptavidina-peroxidasa. Se
utilizaron placas de ELISA recubiertas con el anticuerpo secundario (Phoenix
Pharmaceuticals, Inc. Belmount, CA, USA), el anticuerpo primario (Anticuerpo policlonal
anti-ANG-Il, RAB 002-12, Phoenix Pharmaceuticals, Inc. Belmount, CA, USA), la ANG-II
biotinilada (Phoenix Pharmaceuticals, Inc. Belmount, CA, USA) y el conjugado
estreptavidina-peroxidasa (EK-SA-HRP, Phoenix Pharmaceuticals, Inc. Belmount, CA,
USA). Este procedimiento laboratorial mostré una elevada especificidad para la ANG-II
(porcentaje de recuperacion del 98,5%). La sensibilidad de esta técnica fue de 100 pg/ml.
Los CV intra-analisis e inter-andlisis fueron menores de 5% y 14%, respectivamente.
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Las concentraciones de ALD (pg/ml) fueron obtenidas también mediante el método
ELISA de competiciéon. Se utilizd el anticuerpo policlonal AD97 y el conjugado ALDO
3CMO-HRP (Laboratorio de Endocrinologia del Departamento de Fisiologia de la
Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Espana). Esta prueba presenta una
especificidad elevada para la ALD (porcentaje de recuperacion del 97,6%). No obstante,
presenta reacciones cruzadas del anticuerpo policlonal con 11-deoxicorticosterona (1,1%)
y cortisona, corticosterona, 11-deoxicortisol y 21-deoxicortisol (menor de 0,1% para estos
ultimos). La sensibilidad de esta técnica fue de 15 pg/ml. Los CV intra-andlisis e inter-
andlisis quedaron comprendidos entre 4,7-6,4% y 8,5-9,6%, respectivamente.

Los niveles de CORT (ng/ml) se cuantificaron en suero, a partir de un volumen de
100 pl, mediante un método inmunoenzimdtico de competicién, en el que se han
empleado anticuerpos policlonales C97 (Laboratorio de Endocrinologia del Departamento
de Fisiologia de la Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Esparna). Este
procedimiento laboratorial muestra una elevada especificidad para el cortisol. No
obstante, presenta reactividad cruzada con la prednisolona (15,71%), prednisona
(18,9%), cortisona (10,8%), corticosterona (6,4%), 11-deoxycortisol (40,31%), 21-
deoxycortisol (5,31%) y dexametasona (< 0,1%). Ninguna de las yeguas se encontraba
bajo terapia con antiinflamatorios esteroideos durante el periodo de estudio. La
sensibilidad de la técnica fue de 3 pg/100 ul. Los coeficientes de variacién intraensayo
guedaron comprendidos entre 6,63% Yy 3,7%, a bajas concentraciones y entre 9,93% vy
3,92% a altas concentraciones. El porcentaje de recuperacion de la muestra fue del 95%.

Los niveles de estradiol E2 (ng/ml) y P4 (ng/ml) se determinaron mediante la
técnica inmunoenzimatica de competicion (EIA). Para la determinacion de la
concentracion de ESTRADIOL se utilizé un método directo sin extraccién previa de la
muestra. En la determinacién de la P4 se precis6 una extraccion previa de la muestra con
éter dietilico. Para ambas hormonas, la técnica de medicidén se basé en la reaccion entre
la hormona libre, bien de la muestra o estandar y la hormona conjugada a la enzima. Tras
la incubacion de la muestra junto con el conjugado, se produjo una reaccién de oxidacion
con el cromoégeno que lleva incorporado el sustrato, dando lugar a una reaccion
coloreada. Posteriormente, se procedié a la lectura de la absorbancia mediante un lector
automatico EIA (Bio-Tek), utilizando filtros de 450 a 600 nm.

3.4.-ANALISIS ESTADISTICO

Para el estudio estadistico, se utilizé el programa informatico SPSS version 12.01
para windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Se calcularon los estadisticos descriptivos, como la media, los valores maximo y
minimo y la desviacidén estandar (DS) para cada dia del ciclo.

La normalidad y homocedasticidad de los datos fue comprobada mediante el Test
de Kolmogorov-Smirnoff. Para las variables no distribuidas normalmente, se emple6 un
test comparativo de Krustal-Wallis. Cuando las diferencias fueron estadisticamente
significativas, las comparaciones entre grupos se realizaron mediante el test de Mann-

Whitney con ajuste de Bonferroni.

Para analizar el efecto del dia del ciclo sobre los parametros hematolégicos,
bioquimicos y hormonales se utiliz6 un analisis de varianza (ANOVA). En aquellos casos
en los que este andlisis mostrd la existencia de diferencias estadisticamente
significativas, se aplicé seguidamente un test de Tukey HSD. Con este Ultimo se
determinaron las diferencias entre los distintos dias del ciclo.

Las interrelaciones entre el didmetro folicular y las concentraciones de REN, ANG-
Il, ALD, E2, CORT, HTO, Na, K y CI durante la fase folicular y REN, ANG-II, ALD P4y
CORT, Na, K y Cl durante la fase luteinica fueron evaluadas utilizando un analisis de
regresion lineal y las correlaciones fueron expresadas mediante el coeficiente de
Correlacion de Pearson. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
cuando p fue inferior a 0,05 (p<0,05).
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4.-RESULTADOS

Para una mejor exposicion de los datos obtenidos en la presente investigacion, el
apartado de resultados se ha dividido en los siguientes epigrafes:

4.1.-Establecimiento de los valores hematoldgicos, bioquimicos y hormonales de
referencia en la yegua PRE a lo largo del ciclo estral considerado. Para este primer
apartado se han considerado conjuntamente las 275 muestras extraidas,
independientemente del patrén temporal de las venipunciones.

4.2.-Evolucion de los parametros hematolégicos, bioquimicos y hormonales a lo largo del
ciclo estral en la yegua PRE. Para analizar la influencia del ciclo estral en este segundo
apartado, se ha considerado el intervalo comprendido entre el dia 5 pre y 5 post-

ovulavion, considerando el momento 0, el dia de la ovulacion.

4.3.-Correlaciones entre las variables hematoldgicas, bioquimicas y hormonales en la
yegua PRE durante la fase folicular y luteinica del ciclo estral.
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4.1.-PARAMETROS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y HORMONALES DE
REFERENCIA EN LA YEGUA PRE

En la Tabla 2 se recopilan los estadisticos basicos de las diversas variables
hematoldgicas, bioquimicas y hormonales consideradas en este estudio para el conjunto
de la poblacién equina analizada.

N Minimo Maximo Media DS
DIAMETRO (cm) 125 2210 42,30 32,46 6,060
P4 (ng/ml) 275 0,130 2560 0,963 0,776
E2 (ng/ml) 275 21,20 59,12 35,40 7,820
REN (pg/ml) 275 0,170 3,400 0,924 0,709
ANG-II (ng/ml) 275 0,100 0.360 0,263 0,069
ALD (pg/ml) 275 223 1 617.0 460,5 94,47
CORT (ng/ml) 275 54,30 102,1 71,22 8,800
HTO (%) 275 30,00 43,70 34,53 3,526
Na (mmol/l) 275 125,0 152,0 141,2 3,653
K (mmol/l) 275 2,800 5,600 4,130 0,550
Cl (mmol/l) 275 95,00 118,0 105,8 3,109

TABLA 2.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematol6gicos, bioquimicos y hormonales en las 25
yeguas PRE (P4: progesterona; E2: estradiol-17f; REN: renina, ANG-II: angiotensina Il; ALD: aldosterona;
CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; ClI: cloro).
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4.2.-EVOLUCION DE LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y
HORMONALES DURANTE EL CICLO ESTRAL EN LA YEGUA PRE

A continuacién, en las Tablas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 y 13 se muestran los
estadisticos basicos de los parametros hematolédgicos, bioquimicos y hormonales diarios
a lo largo del periodo de estudio.

N Minimo Maximo Media DS
DIAMETRO (cm) 25 23,30 30,20 27,02 2,113
P4 (ng/ml) 25 0,630 0,740 0,708 0,043
E2 (pg/ml) 25 22,20 25,30 24,30 0,773
REN (pg/ml) 25 0,170 0,800 0,308 0,162
ANG-II (ng/ml) 25 0,280 0,310 0,297 0,014
ALD (pg/ml) 25 223,1 333,2 316,6 21,05
CORT (ng/ml) 25 70,00 80,10 77,27 2,985
HTO (%) 25 30,00 38,80 33,55 3,086
Na (mmol/l) 25 142,0 143,0 1421 0,338
K (mmol/l) 25 3,300 5,100 4,183 0,546
CI (mmol/l) 25 105,0 107,0 105,6 0,928

TABLA 3.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematol6gicos, bioquimicos y hormonales en las 25
yeguas PRE en el dia 5 previo a la ovulacién (P4: progesterona; E2: estradiol-17; REN: renina, ANG-II:
angiotensina Il; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).

N Minimo Maximo Media DS
DIAMETRO (cm) 25 27,10 33,20 29,28 1,419
P4 (ng/ml) 25 0,580 0,650 0,607 0,025
E2 (pg/ml) 25 23,34 27,80 26,81 1,323
REN (pg/ml) 25 0,310 1,800 0,526 0,492
ANG-II (ng/ml) 25 0,280 0,330 0,314 0,020
ALD (pg/ml) 25 332,1 363,4 348,2 10,86
CORT (ng/ml) 25 63,20 78,20 73,18 4,198
HTO (%) 25 30,00 35,90 33,60 1,624
Na (mmol/l) 25 139,0 143,0 141,1 1,569
K (mmol/l) 25 3,300 4,800 3,754 0,561
CI (mmol/l) 25 104,0 106,0 104,9 0,550

TABLA 4.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematol6gicos, bioquimicos y hormonales en las 25
yeguas PRE en el dia 4 previo a la ovulacion (P4: progesterona; E2: estradiol-17p; REN: renina, ANG-II:
angiotensina Il; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).
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N Minimo Maximo Media DS

DIAMETRO (cm) 25 33,00 38,30 35,37 1,826
P4 (ng/ml) 25 0,390 0,540 0,440 0,044
E2 (pg/ml) 25 32,35 33,02 32,51 0,205

REN (pg/ml) 25 0,390 1,300 0,535 0,296
ANG-II (ng/ml) 25 0,200 0,290 0,245 0,046
ALD (pg/ml) 25 311,2 372,2 351,2 26,27
CORT (ng/ml) 25 59,20 69,30 64,79 2,015
HTO (%) 25 31,20 35,90 34,86 1,772
Na (mmol/l) 25 136,0 144,0 139,9 2,476
K (mmol/l) 25 4,000 4,700 4,296 0,216
CI (mmol/l) 25 103,0 109,0 104,9 1,963

TABLA 5.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematol6gicos, bioquimicos y hormonales en las 25
yeguas PRE en el dia 3 previo a la ovulacién (P4: progesterona; E2: estradiol-17; REN: renina, ANG-II:
angiotensina Il; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).

N Minimo Maximo Media DS
DIAMETRO (cm) 25 36,10 41,10 38,16 1,548
P4 (ng/ml) 25 0,320 0,430 0,360 0,031
E2 (pg/ml) 25 36,90 38,10 37,18 0,378
REN (pg/ml) 25 0,450 1,780 0,777 0,491
ANG-II (ng/ml) 25 0,300 0,310 0,307 0,005
ALD (pg/ml) 25 325,1 403,3 380,3 36,20
CORT (ng/ml) 25 57,80 67,40 65,13 3,165
HTO (%) 25 30,10 33,40 31,36 0,998
Na (mmol/l) 25 138,0 144,0 141,3 1,971
K (mmol/l) 25 3,700 4,100 4,033 0,152
CI (mmol/l) 25 104,0 108,0 105,2 1,351

TABLA 6.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematol6gicos, bioquimicos y hormonales en las 25
yeguas PRE en el dia 2 previo a la ovulacién (P4: progesterona; E2: estradiol-17; REN: renina, ANG-II:
angiotensina Il; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).
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N Minimo Maximo Media DS

DIAMETRO (cm) 25 38,10 42,30 40,23 1,377
P4 (ng/ml) 25 0,200 0,320 0,294 0,037
E2 (pg/ml) 25 37,10 39,61 37,59 0,804

REN (pg/ml) 25 1,200 2,300 1,625 0,518
ANG-II (ng/ml) 25 0,320 0,360 0,342 0,019
ALD (pg/ml) 25 431,3 515,0 479,6 39,49
CORT (ng/ml) 25 54,30 87,40 78,30 8,186
HTO (%) 25 30,10 41,00 34,19 4,700
Na (mmol/l) 25 137,0 140,0 138,9 0,999
K (mmol/l) 25 3,700 4,500 3,883 0,266
CI (mmol/l) 25 103,0 107,0 104,5 1,285

TABLA 7.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematol6gicos, bioquimicos y hormonales en las 25
yeguas PRE en el dia 1 previo a la ovulacién (P4: progesterona; E2: estradiol-17; REN: renina, ANG-II:
angiotensina Il; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).

N Minimo Maximo Media DS

P4 (ng/ml) 25 0,130 0,180 0,178 0,010
E2 (pg/ml) 25 36,90 49,02 44,62 3,580
REN (pg/ml) 25 2,100 3,400 2,446 0,553
ANG-II (ng/ml) 25 0,300 0,330 0,315 0,015
ALD (pg/ml) 25 462,2 617,0 535,3 71,49
CORT (ng/ml) 25 73,20 102,1 87,68 10,71
HTO (%) 25 30,00 41,00 37,83 3,911
Na (mmol/l) 25 140,0 149,0 1422 3,283
K (mmol/l) 25 4,000 4,700 4,163 0,257
CI (mmol/l) 25 105,0 110,0 107,4 1,442

TABLA 8.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematol6gicos, bioquimicos y hormonales en las 25
yeguas PRE en el dia de la ovulacién (P4: progesterona; E2: estradiol-17; REN: renina, ANG-II: angiotensina
II; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).
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N Minimo Maximo Media DS

P4 (ng/ml) 25 0,280 0,580 0,565 0,061
E2 (pg/ml) 25 30,10 59,12 50,18 9,268
REN (pg/ml) 25 0,700 2,100 0,933 0,533
ANG-II (ng/ml) 25 0,200 0,270 0,247 0,028
ALD (pg/ml) 25 460,2 521,1 515,7 16,89
CORT (ng/ml) 25 61,00 71,00 68,22 3,630
HTO (%) 25 30,00 40,30 34,94 3,520
Na (mmol/l) 25 125,0 149,0 141,8 6,112
K (mmol/l) 25 3,300 5,600 4,508 0,573
CI (mmol/l) 25 95,00 113,0 106,0 4,227

TABLA 9.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematoldgicos, bioquimicos y hormonales en las 31
yeguas PRE en el dia 1 posterior a la ovulacion (P4: progesterona; E2: estradiol-175; REN: renina, ANG-II:
angiotensina Il; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).

N Minimo Maximo Media DS

P4 (ng/ml) 25 0,920 1,160 1,118 0,091
E2 (pg/ml) 25 21,20 39,25 37,26 5,038
REN (pg/ml) 25 0,340 1,300 0,500 0,366
ANG-II (ng/ml) 25 0,230 0,260 0,249 0,011
ALD (pg/ml) 25 456,7 513,3 495,2 14,75
CORT (ng/ml) 25 56,30 65,10 61,61 1,766
HTO (%) 25 30,10 37,80 34,01 2,335
Na (mmol/l) 25 136,0 149,0 141,2 3,279
K (mmol/l) 25 2,800 5,300 4,358 0,467
Cl (mmol/l) 25 104,0 115,0 106,2 2,776

TABLA 10.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematolégicos, bioquimicos y hormonales en las 31
yeguas PRE en el dia 2 posterior a la ovulacién (P4: progesterona; E2: estradiol-175; REN: renina, ANG-II:
angiotensina Il; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).
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N Minimo Maximo Media DS

P4 (ng/ml) 25 1,350 1,680 1,625 0,125
E2 (pg/ml) 25 35,50 35,87 35,75 0,182
REN (pg/ml) 25 0,540 0,780 0,580 0,091
ANG-II (ng/ml) 25 0,210 0,240 0,224 0,011
ALD (pg/ml) 25 411,2 564,4 519,6 30,37
CORT (ng/ml) 25 59,20 67,30 65,46 2,953
HTO (%) 25 30,00 43,70 35,03 3,442
Na (mmol/l) 25 125,0 152,0 143,2 6,141
K (mmol/l) 25 3,200 5,200 4,083 0,709
CI (mmol/l) 25 95,00 118,0 108,8 5,803

TABLA 11.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematoldgicos, bioquimicos y hormonales en las 31
yeguas PRE en el dia 3 posterior a la ovulacion (P4: progesterona; E2: estradiol-17; REN: renina, ANG-II:
angiotensina Il; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).

N Minimo Maximo Media DS

P4 (ng/ml) 25 2,170 2,200 2,175 0,011
E2 (pg/ml) 25 31,90 32,10 31,98 0,066
REN (pg/ml) 25 0,800 1,200 0,867 0,152
ANG-II (ng/ml) 25 0,180 0,200 0,193 0,008
ALD (pg/ml) 25 513,4 584,2 548,2 22,24
CORT (ng/ml) 25 60,00 70,10 68,23 3,795
HTO (%) 25 30,30 43,70 35,01 4,310
Na (mmol/l) 25 136,0 149,0 141,2 4,797
K (mmol/l) 25 2,900 5,200 4,304 0,733
CI (mmol/l) 25 101,0 118,0 106,3 3,953

TABLA 12.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematologicos, bioquimicos y hormonales en las 31
yeguas PRE en el dia 4 posterior a la ovulacién (P4: progesterona; E2: estradiol-175; REN: renina, ANG-II:
angiotensina Il; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).
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N Minimo Maximo Media DS

P4 (ng/ml) 25 2,340 2,560 2,523 0,083
E2 (pg/ml) 25 31,17 31,37 31,30 0,096
REN (pg/ml) 25 0,830 1,400 1,095 0,152
ANG-II (ng/ml) 25 0,100 0,190 0,160 0,036
ALD (pg/ml) 25 4781 591,4 576,1 26,71
CORT (ng/ml) 25 68,00 75,20 73,63 2,955
HTO (%) 25 30,10 43,70 35,41 3,810
Na (mmol/l) 25 137,0 149,0 140,5 2,413
K (mmol/l) 25 2,800 5,100 3,913 0,745
Cl (mmol/l) 25 101,0 113,0 104,4 2,620

TABLA 13.-Estadisticos descriptivos de los parametros hematologicos, bioquimicos y hormonales en las 31
yeguas PRE en el dia 5 posterior a la ovulacién (P4: progesterona; E2: estradiol-175; REN: renina, ANG-II:
angiotensina Il; ALD: aldosterona; CORT: cortisol; HTO: valor hematdcrito; Na: sodio; K: potasio; Cl: cloro).

El analisis de variacion diario a lo largo del periodo considerado durante el ciclo
estral reveld variaciones estadisticamente significativas en el diametro folicular (Figura 1)
y las concentraciones de P4 (Figura 2), E2 (Figura 3), REN (Figura 4), ANG-II (Figura 5),
ALD (Figura 6), CORT (Figura 7), valor HTO (Figura 8), Na (Figura 9), K (Figura 10) y CI
(Figura 11).
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FIGURA 1.-Valores medios + DS del diametro folicular a lo largo del periodo preovulatorio en las 25 yeguas
PRE (AB: diferencias entre el dia -5 y -4; AC: diferencias entre el dia -5 y -3; AD: diferencias entre el dia -5 y -
2; AE: diferencias entre el dia -5y -1) (p<0,05).
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En la Tabla 14 se expresan el diametro folicular medio y el grado de desarrollo folicular a

lo largo del estro en la yegua PRE.

Dias previos a la ovulacion -5 -4 -3 -2 -1
Diametro medio (mm) 27,02 29,28 35,37 38,16 40,23
Tasa de crecimiento - 2,26 2,26 2,79 2,07

folicular (mm/dia)
TABLA 14. Diametro folicular medio diario y tasa de crecimiento del foliculo preovulatorio en las 25

yeguas PRE
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FIGURA 2.-Valores medios + DS de las concentraciones de progesterona en el periodo comprendido entre el
dia -5 y +5 del ciclo estral en las 25 yeguas PRE (AF: diferencias entre el dia -5 y 0; BF: diferencias entre el
dia -4 y 0; CF: diferencias entre el dia -3 y 0; DF: diferencias entre el dia -2 y 0; EF: diferencias entre el dia -1
y 0; FG: diferencias entre el dia 0 y 1; FH: diferencias entre el dia 0 y 2; Fl: diferencias entre el dia 0 y 3; FJ:

diferencias entre el dia 0 y 4; FK: diferencias entre el dia 0 y 5) (p<0,05).
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FIGURA 3.-Valores medios + DS de las concentraciones de estradiol en el periodo comprendido entre el dia -
5y +5 del ciclo estral en las 25 yeguas PRE (GA: diferencias entre el 1 y -5; GB: diferencias entre el dia 1 y -
4; GC: diferencias entre el dia 1 y -3; GD; diferencias entre el dia 1 y -2; GE: diferencias entre el dia 1 y -1;
GF: diferencias entre el dia 1 y 0; GH: diferencias entre el dia 1 y 2; Gl: diferencias entre el dia 1 y 3; GJ:
diferencias entre el dia 1 y 4; GK: diferencias entre el dia 1 y 5 )(p<0,05).
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FIGURA 4.-Valores medios + DS de las concentraciones de renina en el periodo comprendido entre el dia -5
y +5 del ciclo estral en las 25 yeguas PRE (AF: diferencias entre el dia -5 y 0; BF: diferencias entre el dia -4 y
0; CF: diferencias entre el dia -3 y 0; DF: diferencias entre el dia -2 y 0; EF: diferencias entre el dia -1 y 0; FG:
diferencias entre el dia 0 y 1; FH: diferencias entre el dia 0 y 2; Fl: diferencias entre el dia 0 y 3; FJ:
diferencias entre el dia 0 y 4; FK: diferencias entre el dia 0 y 5) (p<0,05).
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FIGURA 5.-Valores medios + DS de las concentraciones de angiotensina Il en el periodo comprendido entre
el dia -5y +5 del ciclo estral en las 25 yeguas PRE (AK: diferencias entre el -5 y 5; BK: diferencias entre el dia
-4 y 5; CE: diferencias entre el dia -3 y -1; DK: diferencias entre el dia -2 y 5; El: diferencias entre el dia -1 y 3;
EJ: diferencias entre el dia -1 y 4, EK: diferencias entre el dia -1 y 5) (p<0,05).
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FIGURA 6.-Valores medios + DS de las concentraciones de aldosterona en el periodo comprendido entre el
dia -5 y +5 del ciclo estral en las 25 yeguas PRE (AF: diferencias entre el dia -5 y 0; AG: diferencias entre el
dia -5y 1; AH: diferencias entre el dia -5 y 2; Al: diferencias entre el dia -5 y 3; AJ: diferencias entre el dia -5y
4; AK: diferencias entre el dia -5 y 5; BF: diferencias entre el dia -4 y 0; BG: diferencias entre el dia -4 y 1; BH:
diferencias entre el dia -4 y 2; Bl: diferencias entre el dia -4 y 3; BJ: diferencias entre el dia -4 y 4; BK:
diferencias entre el dia -4 y 5; CF: diferencias entre el dia -3 y 0; CG: diferencias entre el dia -3 y 1; CH:
diferencias entre el dia -3 y 2; Cl: diferencias entre el dia -3 y 3; CJ: diferencias entre el dia -3 y 4; CK:
diferencias entre el dia -3 y 5; DF: diferencias entre el dia -2 y 0; DG: diferencias entre el dia -2 y 1; DH:
diferencias entre el dia -2 y 2; DI: diferencias entre el dia -2 y 3; DJ: diferencias entre el dia -2 y 4; DK:
diferencias entre el dia -2 y 5; FH: diferencias entre el dia 0 y 2) (p<0,05).
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FIGURA 7.-Valores medios + DS de las concentraciones de cortisol en el periodo comprendido entre el dia -5
y +5 del ciclo estral en las 25 yeguas PRE (CF: diferencias entre el dia -3 y 0; DF: diferencias entre el dia -2 y
0; FH: diferencias entre el dia 0 y 2; Fl: diferencias entre el dia 0 y 3; FJ: diferencias entre el dia 0 y 4)
(p<0,05).
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FIGURA 8.-Valores medios + DS del valor hematdcrito en el periodo comprendido entre el dia -5 y +5 del ciclo
estral en las 25 yeguas PRE (AF: diferencias entre el dia -5 y 0; BF: diferencias entre el dia -4 y 0; DF:
diferencias entre el dia -2 y 0; FH: diferencias entre el dia 0 y 2) (p<0,05).
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FIGURA 9.- Valores medios + DS de las concentraciones de sodio en el periodo comprendido entre el dia -5y
+5 del ciclo estral en las 25 yeguas PRE (El: diferencias entre el dia—1 y 3) (p<0,05).
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FIGURA 10.-Valores medios + DS de las concentraciones de potasio en el periodo comprendido entre el dia -
5y +5 del ciclo estral en las 25 yeguas PRE (BG: diferencias entre el dia -4 y 1; BH: diferencias entre el dia -4
y 2; EG: diferencias entre el dia -1 y 1; EH: diferencias entre el dia -1y 2) (p<0,05).
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FIGURA 11.-Valores medios * DS de las concentraciones de cloro en el periodo comprendido entre el dia -5
y +5 del ciclo estral en las 25 yeguas PRE (EF: diferencias entre el dia -1 y 0; El: diferencias entre el dia -1 y
3; FK: diferencias entre el dia 0 y 5; IK: diferencias entre el dia 3 y 5) (p<0,05).

4.3.-CORRELACIONES ENTRE LOS DIVERSOS PARAMETROS
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y HORMONALES DURANTE EL CICLO ESTRAL
EN LA YEGUA PRE

En el anexo (Tablas 15y 16) se muestran los coeficientes de correlacion para las
variables hematolégicas, bioquimicas y hormonales analizados en el efectivo total de

yeguas PRE de forma independiente para la fase folicular y luteinica del ciclo estral.
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5. DISCUSION

La presente investigacidon evalla los valores hematoldgicos, bioquimicos y
hormonales basales de 25 yeguas PRE fisiolégicamente normales no gestantes, durante
un periodo de duracién de 11 dias a lo largo del ciclo estral y sobre un total de 275
extracciones sanguineas. Se han considerado diversos factores que podrian condicionar
modificaciones en la actividad de los componentes del SRAA (REN, ANG-Il y ALD)
durante dicho periodo como, el diametro folicular, el valor HTO y las concentraciones de
E2, P4, CORT vy electrolitos (Na, Ky Cl). A lo largo de la discusion se compararan los
datos obtenidos con los presentados en la literatura para otras especies, incluida la mujer,
haciendo especial referencia a los équidos, y se propondran hipétesis para explicar los
resultados obtenidos. Dentro de cada apartado, se justificaran las correlaciones obtenidas

entre los diversos parametros.

5.1.-PARAMETROS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y HORMONALES DE
REFERENCIA EN LA YEGUA PRE

5.1.1.-PARAMETROS HORMONALES DE REFERENCIA EN LA YEGUA PRE
5.1.1.1.-SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA
5.1.1.1.1.-RENINA

Los niveles de REN en las yeguas de este estudio oscilaron entre 0,17 y 3,40
pg/ml, siendo el valor medio de 0,92+0,71 pg/ml. Estos resultados fueron similares a los
obtenidos en potros menores de un ano de edad (Murioz y cols., 2012) e inferiores a los
descritos en équidos adultos (Guthrie y cols., 1980; 1982), ponis (Broughton Pipkin y
cols., 1982; Forhead y cols., 2000) y yeguas no gestantes de la misma raza (Domingo,
2008; Satué y Domingo, 2011; Satué y cols., 2011). Haciendo alusion a la yegua gestante
PRE y segun estos ultimos estudios, las concentraciones medias fluctuaron entre 1,44 y
9,26 pg/ml, con un valor medio de 4,180 pg/ml. En opinién de los autores, las diferencias
en los niveles de REN entre yeguas ciclicas y gestantes podria reflejar el efecto marcado
de la gestacién sobre dicho parametro, ya que en ambos casos se empled la misma
metodologia para la cuantificacion laboratorial. No obstante, a la hora de comparar los
resultados de las investigaciones no deben obviarse factores como la alimentacion o el

programa de ejercicio que desarrollan los animales habitualmente.

Por un lado, la ingestién de dietas altamente energéticas y pobres en forraje en
équidos destinados a entrenamiento u otras disciplinas ecuestres estimula la retencion de
fluidos en el compartimento gastrico, por lo que se establece un estado de hipovolemia
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transitoria. Para preservar la homeostasis en tales situaciones, se activa de forma
compensatoria el SRAA. Ademds, si estas raciones son de gran volumen, pueden
acelerar su paso por el ciego y provocar fermentaciones anémalas de larga duracion.
Dichos procesos requieren de nuevo movimientos de fluidos a la luz del ciego, que en
parte, inducen liberacion de ALD (Clarke y cols., 1990; 1992). Cabe destacar que la toma
de muestras a las yeguas de esta investigacion siempre se realiz6 en ayunas, por lo que
en principio, podria destacartarse el efecto de la dieta. No obstante, Domingo (2008) y
Satué y cols. (2011) sugirieron que la suplementacién alimenticia administrada a las
yeguas tal vez podria haber condicionado parcialmente el incremento de REN durante el
periodo gestacional.

Por el contrario, en caballos PSI (McKeever y cols., 1992), Standardbred
(Andersson y cols., 1987) y équidos de otras razas (Mufioz y cols., 2010 a, b) se
alcanzaron valores medios superiores a los de la yegua PRE de este estudio. Cabe
mencionar que estos animales estaban sometidos diariamente a regimenes de
entrenamiento intensos. Se conoce que el ejercicio estimula de forma compensatoria el
SRAA, y por tanto los niveles basales de REN, ya que este parametro se relaciona
estrechamente con el control de la funcién cardiovascular, el balance hidrico y el estrés
durante la actividad deportiva (McKeever y cols., 1992; Cooley y cols., 1994; McKeever y
Hinchcliff, 1995; Munoz y cols., 2010, a, b). En relacion al tipo de ejercicio es interesante
puntualizar que la deshidrataciéon y los desequilibrios electroliticos que acompafan a
ejercicios de resistencia muestran una activaciéon mas intensa del SRAA que otros tipos
de competiciones deportivas en équidos (Munoz y cols., 2010 a, b). Por este motivo, son
esperables reninemias significativamente superiores en competiciones de resistencia

respecto a otros tipos de disciplinas ecuestres.

5.1.1.1.2.-ANGIOTENSINA Il

Las concentraciones de ANG-II en la yegua PRE estuvieron comprendidas dentro
del intervalo de referencia descrito en équidos adultos sanos (Broughton Pipkin y cols.,
1982; Ibarra-Rubio y cols., 1989; Hinckley y cols., 1996), potros PRE menores de 1 ano
(Munoz y cols., 2012) y yeguas no gestantes PRE (Satué y Domingo; Satué y cols.,
2011). Sin embargo, en yeguas gestantes de la misma raza se han mostrado valores
medios significativamente superiores (Satué y Domingo, 2011; Satué y cols., 2011).
Mientras que el intervalo de referencia oscilé entre 0,05 y 7,66 ng/ml en yeguas
gestantes, el margen de variacién fue significativamente inferior en yeguas ciclicas, con

valores comprendidos entre 0,10 y 3,18 ng/ml, similares al del grupo control considerado
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especificamente en el estudio de Satué y Domingo (2011). Esta diferencia entre
resultados podria estar condicionada nuevamente por la gestacion, ya que el valor medio
en yeguas gestantes fue casi dos veces superior al de yeguas ciclicas, siendo la

metodologia empleada en la cuantificacion laboratorial la misma en ambos casos.

En poneys Welsh (Forhead y cols., 2000) se han reportado valores medios
superiores a los de la yegua PRE de este estudio, volviendo a remarcar de nuevo el
caracter marcado de la gestacién sobre dicho parametro en la yegua. No obstante, los
datos de este ultimo estudio corresponden a niveles maternos y fetales en el segundo
periodo de gestacion. Se ha hipotetizado que la ANG-II juega un papel crucial en la
regulacion de la circulacion fetoplacentaria, facilitando el flujo sanguineo adecuado para
la correcta oxigenacioén y nutricién fetal (Nielsen y cols., 2000; Shibata y cols., 2006). Por
este motivo, es esperable que este péptido se eleve en los tejidos maternos y fetales,
como ha sido mostrado en la mujer (Tao y cols., 2007) y en la oveja (Forhead y cols.,
1997). No obstante, determinados factores como, el balance de Na y el estrés del
momento del parto, también se han considerado como causas potenciales de las
variaciones en este parametro (Broughton Pipkin y Baker, 1997; Jansson y cols. 2010).

Por el contrario, en équidos sometidos a ejercicio de resistencia Murioz y cols.
(2010, a, b) mostraron niveles medios significativamente superiores al de las yeguas del
presente estudio. Al igual que sucede con la REN, la deshidratacion inducida por el
ejercicio induce de forma compensatoria incremento de este péptido relacionado con su
actividad vasoconstrictora, ya que estimula la retencion de Na a nivel renal y por
consiguiente, la liberacion de ALD (Murioz y cols., 2010, b).

5.1.1.1.3.-ALDOSTERONA

Los niveles de ALD en la yegua PRE fluctuaron entre 223,1 y 617,0 pg/ml, siendo
su valor medio de 460,5 pg/ml. Este rango fue significativamente superior en un estudio
previo realizado por Satué y Domingo (2011) en yeguas no gestantes de la misma raza,
oscilando entre 120,4 y 722,6 pg/ml. Cabe destacar que en este Ultimo estudio
Unicamente se emplearon 11 animales, por lo que las diferencias entre los resultados
primariamente, podrian estar relacionadas con el numero de animales considerados en
las investigaciones. Ademas, el valor medio en la yegua PRE fue 1,68 y 11,80 veces
superior al obtenido en yeguas de otras razas por Haffner y cols. (2010) y Fecteau y cols.
(2005), respectivamente. Estas discrepancias entre resultados en principio, no podrian
relacionarse con la metodologia, ya que en todos los estudios se utilizé la misma técnica

de cuantificacién, aunque no debe obviarse el efecto de la edad. Mientras que en este
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estudio se emplearon yeguas con un amplio rango de edad (5-15 anos), en las
investigaciones de Fecteau y cols. (2005) y Haffner y cols. (2010) se consideraron yeguas
de edad media 6,4 afos. Se ha sugerido que las concentraciones medias de ALD se
incrementan en équidos adultos frente a la de animales jovenes (Fuller, 2006; Murioz y
cols., 2012) por lo que en parte, las diferencias entre los estudios podrian derivarse del
efecto de la edad de los animales.

Investigaciones previas realizadas en yeguas gestantes de esta misma raza por
Domingo (2008), Satué y Domingo (2011) y Satué y cols. (2011) también mostraron
valores de ALD 1,067 veces superiores a los obtenidos en las yeguas de este estudio.
Estas diferencias podrian sugerir el efecto de la gestacion sobre dicho parametro, ya que
la gestacion condiciona incremento marcado de la secreciéon adrenal (Gennari-Moser y
cols., 2011). Aunque el factor que podria intervenir mayoritariamente en la secrecion de
ALD se relaciona con el estado reproductivo, no se descarta la intervencion de otros
factores genéticos o ambientales en las discrepancias de los resultados de las diversas

investigaciones.

Por el contrario, en équidos entrenados de diversas razas, como Standardbred
(McKeever, 2002; Jansson y cols., 2010), PS| (Guthrie y cols., 1980; Harris, 1993;
McKeever y Malinowski, 1999) y otras razas equinas (Michaux y cols., 1987; Clarke y
cols., 1988; Murioz y cols., 2010, a, b) se han mostrado valores medios inferiores a los de
las yeguas PRE. Este hallazgo fue inesperado ya que el ejercicio condiciona elevadas
pérdidas de fluidos y Na a través del sudor, modificando el volumen sanguineo, la presién
arterial y la tonicidad plasmatica. En tales circunstancias, se activa la cascada de
mecanismos neuroendocrinos implicados en la defensa de la homeostasis interna,
finalizando con la sintesis de ALD, que actla proporcionando el aporte sanguineo
adecuado a los musculos metabdlicamente activos y otros tejidos vitales para restablecer
la natremia (McKeever y Gordon, 2004; Mufioz y cols., 2007; Jansson y cols., 2010;
Munioz y cols., 2010 a, b).

Como se ha expresado previamente, aunque la gestacion y el efecto del ejercicio
condicionan modificaciones notables en la aldosteronemia, las yeguas de este estudio
presentaron concentraciones circulantes de ALD superiores a las de potros y caballos
adultos sanos (Gehlen y cols., 2008; Haffner y cols., 2010). Estas diferencias podrian
relacionarse con la secrecion de REN, ACTH, reduccién de la natremia, incremento de la
calemia, el balance hidrico, y la acidosis o la dieta, ya que son factores que modifican
fisiolégicamente los niveles de ALD en équidos (Fuller, 2006; Munoz y cols., 2006; 2010,

a).
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5.1.1.2.-CORTISOL

Aunque el nivel medio de CORT para la totalidad de las yeguas de este estudio
estuvo comprendido dentro de los rangos fisiolégicos de referencia descritos para
équidos adultos (Hoffsis y cols., 1970; James y cols., 1970; van der Kolk, 1998; Smith,
2002; Place y cols., 2010), algunas investigaciones realizadas en diversas razas, como
Standardbred, PSI, cruzados y ponis (Guthrie y cols., 1980; Alexander e Irvine, 1987;
Irvine y Alexander, 1994; Cudd y cols., 1995; Alexander e Irvine, 1998; Van der Kolk y
cols., 2001; Chandler y Dixon, 2002) y potros (Hurcombe y cols., 2008) han descrito

valores medios inferiores.

En comparacién con los datos aportados en yeguas PRE y otros équidos adultos,
es un hallazgo interesante destacar los bajos niveles de CORT encontrados en potros. Se
ha especulado que las diferencias podrian relacionarse con la mayor interaccién entre la
hormona vy los tejidos diana, debido a la intensa participaciéon y grado de metabolismo
necesarios durante el periodo neonatal ( Toribio, 2004).

En yeguas vacias, Gill y cols. (1985) mostraron niveles medios de CORT 20%
superiores al de yeguas gestantes. Estas diferencias podrian corroborar en principio, los
datos aportados en esta y otras investigaciones precedentes realizadas en la yegua PRE.
Mientras que en yeguas gestantes las concentraciones medias fueron de 55,63 ng/ml
(Domingo, 2008; Satué y Domingo, 2011; Satué y cols., 2011), en yeguas vacias la
cortisolemia alcanz6 niveles 1,28 veces superiores a los anteriores. En opinién de los
autores, estas diferencias podrian interpretarse en base a las variaciones en el
metabolismo del CORT, mas intenso en yeguas prefiadas y lactantes que en yeguas
vacias (Fazio y cols., 2011).

No obstante, en yeguas de raza arabe se han descrito valores medios inferiores a
los de la yegua PRE, si bien, los animales se encontraban en el mismo momento del ciclo
estral (Gill y cols., 1985, AboEl-Maaty, 2011). Estas diferencias podrian estar
relacionadas con la influencia de factores diversos intimamente vinculados a la estacion
reproductiva de la zona en las que se realizaron los estudios como, el fotoperioso, clima y
temperatura, sistema de manejo, incremento de la secrecion de gonadotropinas,
metabolismo esteroidogénico en el momento del estro, dieta, estrés relacionado con la
conducta de celo y periodo de cubricion o inseminacion (Asa y cols., 1983; Flisinska-
Bojanowska y cols., 1989; 1991, a; Harewood y McGowan, 2005; Fazio y cols., 2011).

En la interpretacion de los resultados debe tenerse en cuenta la ritmicidad
circadiana y/o estacional o circannual del CORT. Dichos patrones de CORT han sido
puestos de manifiesto en yeguas gestantes (Gill y cols., 1985; Flisinska-Bojanowska y
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cols., 1991, a; Fazio y cols., 2009), vacias (Gill y Kompanowska-Jezierska, 1986; Gill y
cols., 1994) y lactantes (Gill y cols., 1985; Flisinska-Bojanowska y cols., 1989; 1992) de
diversas razas equinas. Estas variaciones en la ciclicidad, que pueden llegar a cifrarse en
un 400-700% entre yeguas ciclicas, gestantes y potros, son indicativas de que la
secrecién y metabolismo adrenal se ajustan a las necesidades metabdlicas segun el
estado fisiologico y la edad de los animales, dependiendo de la época del afio.

Finalmente, en animales entrenados de diversas razas equinas, como PSI
(Guthrie y cols., 1980; Ralston y cols., 1988; Lindner y cols., 1990; Van Heerden y cols.,
1990; McKenna y cols., 1993), Standardbred (Ralston y cols., 1988; Lassourd y cols.,
1996), caballos trotones (Persson y cols., 1980; Hagedorn y Schulz, 1997), caballos de
salto (McKenna y cols., 1993; Cravana y cols., 2010), concurso completo de equitacion
(Medica y cols., 2010), potros PRE (Mufioz y cols., 2012) y otras razas equinas (Strzelec
y cols., 2011) se han descrito niveles de CORT en reposo superiores al de las yeguas del
presente estudio. Este incremento de la cortisolemia indicaria una mayor respuesta
adrenal debido a las demandas energéticas que impone el ejercicio, que al mismo tiempo
estan relacionadas con la intensidad y la duracién del mismo (Gordon y cols., 2007;
Strzelec y cols., 2011).

5.1.1.3.-DIAMETRO FOLICULAR, ESTRADIOL-178 Y PROGESTERONA

Debido a la implicacion de las hormonas esteroideas en los procesos fisiologicos
reproductivos que acontecen a lo largo del ciclo estral, las evoluciones del didmetro
folicular y las concentraciones de E2 y P4 y la relacion existente con el resto de
parametros hematol6gicos, bioquimicos y hormonales analizados, seran discutidos en el
apartado correspondiente a las variaciones hormonales derivadas del ciclo estral en la
yegua PRE.

5.1.2.-PARAMETROS HEMATOLOGICOS DE REFERENCIA EN LA YEGUA PRE
5.1.2.1.-VALOR HEMATOCRITO

El valor HTO medio de la yegua PRE, aunque estuvo comprendido dentro de los
rangos fisiologicos de referencia para la especie equina (Plotka y cols., 1988; Ralston y
cols., 1988; Morris, 1990; Latimer y Rakich, 1992; Lassen y Swardson, 1995; Messer,
1995; Greppi y cols., 1996; Piccione y cols., 2001; Edner y cols., 2007; Gul y cols., 2007;
Lording, 2008), fue inferior a los datos presentados en caballos PSI (Lassen y Swardson,
1995), Lipizianos (Cebulj-Kadunc y cols., 2002), trotones Standardbred, Cuartos de Milla,
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Appaloosa y Arabes (Knill y cols., 1969; Schalm y cols., 1975; Schalm y Carlson, 1982;
Harvey y Hambright, 1985; Jain, 1993; Lassen y Swardson, 1995; Kastner y cols., 1999;
Wickler y Anderson, 2000; Piccione y cols., 2008) y similar a los obtenidos en Clydesdale,
Percherdn y caballos Miniatura (Schalm y cols., 1975; Harvey y Hambright, 1985).

Cabe mencionar que los resultados reportados en yeguas Cartujanas por Satué y
cols. (2010) difieren considerablemente de los obtenidos en este estudio. En principio las
diferencias entre ambas investigaciones podrian relacionarse con la metodologia
empleada en las determinaciones hematolégicas. Asi, mientras Satué y cols. (2010)
utiizaron un método de analisis semiautomatico, en el presente estudio, el
microhematdcrito fue la técnica de determinacion del HTO. EI método semiautomatico
considera la fraccion del volumen de sangre entera ocupada por los hematies, mientras
que la columna de plasma que queda retenida entre las células sanguineas es

practicamente nula con el uso del microhematécrito.

A la hora de interpretar los resultados de la serie roja en el equino es relevante
considerar la variedad racial. A nivel hematol6gico, los animales se clasifican en dos
grandes categorias: de sangre caliente y de sangre fria. La variedad de sangre caliente
(hot-blooded) comprende a la mayor parte de los caballos de deporte, como PSI, Arabes,
Angloarabes, Appaloosas, Cuartos de Milla, trotones Standardbred, etc. La variedad de
sangre fria (cold-blooded) recoge a las razas pesadas, como Percherén, Clysdesdale y
las razas de ponis (Jain, 1993; Parry y Brobt, 1997). En comparacion con animales de
sangre fria, la variedad de sangre caliente presenta incremento del numero de eritrocitos,
concentracion de HB y valor HTO (Messer, 1995; Lassen y Swardson, 1995; Parry y
Brobst, 1997). Estas variaciones a su vez derivan del temperamento, capacidad esplénica
y requerimientos energéticos, mayores en aquellas razas mejor adaptadas al ejercicio

(Tyler-McGowan y cols., 1999; Piccione y cols., 2007; Satué y cols., 2009).

Los valores medios del valor HTO en la PRE fueron ligeramente inferiores a los
citados previamente en animales entrenados de esta misma raza (Rubio y cols., 1994;
1995; Escribano y cols., 1995, a, b). Se conoce que el entrenamiento diario eleva los
parametros eritrocitarios por redistribucion de eritrocitos en el pool circulante, tras
esplenocontraccion, inducido por un mecanismo a-adrenérgico que actia sobre la
musculatura lisa del bazo (Rose y Hodgson, 1994; Wood y Fedde, 1997). Por otro lado, el
ejercicio también induce movimiento extracelular de fluidos, que podria ser compensado
parcialmente por la activacion del SRAA, que motiva una mayor retencién de Na y agua a
nivel renal, con el consiguiente efecto de hemodilucién a nivel de sangre periférica
(McKeever, 2002).
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Otros de los aspectos a considerar en la interpretacién de los parametros del
eritrograma son el manejo de la muestra, la actitud y grado de excitacion del animal, la
edad, el momento del dia y la distribucion estacional de las extracciones sanguineas
(Jain, 1993; Rose y Hodgson, 1994, Car, 2000). De hecho, algunas investigaciones han
revelado que la excitacidon tras la contencién fisica en el momento de la venipuncién
conlleva una elevacion substancial del valor HTO. Este hecho se produce como
consecuencia de la esplenocontraccién inducida por la acciéon de la adrenalina y de la
noradrenalina (Kurosawa y cols., 1998; Nagata y cols., 1999). La bibliografia ha descrito
ampliamente que el avance de la edad induce reduccion de la eritrocitemia en équidos de
diversas razas como, Standardbred (Ralston y cols., 1988), Lipizianos (Cebulj-Kadunc y
cols., 2002), équidos salvajes (Plotka y cols., 1988), yeqguas PRE (Satué y cols., 2008;
2009), Cartujanas (Satué y cols., 2009) y otras razas equinas (McFarlane y cols., 1998).
Aunque dicho factor no ha sido considerado en el andlisis estadistico en el presente
estudio, no se descarta su posible influencia sobre los resultados.

Con referencia al momento del dia, la venipuncién en las yeguas de este estudio
siempre se realizd por la mafana, en régimen de ayuno. Se conoce que la alimentacién
induce una ligera hemoconcentracion, derivada de la pérdida de fluidos con la salivacién
e incremento del flujo sanguineo hacia el tracto gastrointestinal (Sufit y cols., 1985),
minimizando las posibles modificaciones derivadas de la alimentacion sobre el valor HTO
(Greppi y cols., 1996). Ademas, la obtencién de muestras se realiz6 en primavera, bajo
condiciones climatologicas y de alimentacibn mas adecuadas para la realizacién de
actividad fisica. Aunque no podemos precisar exactamente el grado de contribucién, tal
vez estos acontecimientos podrian haber influido sobre los resultados de este estudio. No
obstante, estos resultados en la yegua PRE contrastan con los obtenidos en yeguas
ciclicas de raza arabe (Gill y Kompanowska-Jezierska, 1986) y PSI (Gill y Wanska, 1978)
y gestantes de raza éarabe (Gill y Kownacka, 1979). De hecho, en estas dultimas
investigaciones el valor HTO se incrementa considerablemente en otofio e invierno,
respecto a otras estaciones del afo. En la bibliografia se cita que la altitud, la temperatura
ambiental y el fotoperiodo son factores que estimulan la adaptacion estacional en équidos
(Wickler y Anderson, 2000). De hecho, la alternancia de periodos de luz y oscuridad
perturba significativamente la actividad eritropoyética de la médula 6sea (Hauss, 1994), a
pesar de las modificaciones circadianas, infradianas y ultradianas a los que esta sometido
dicho parametro (Piccione y cols., 2001; 2008).

Finalmente, el valor HTO medio en la yegua PRE fue ligeramente inferior al
obtenido en yeguas gestantes (Plaschka y cols., 1996, Satué, 2004; Domingo, 2008;
Satué y Domingo, 2011; Satué y cols., 2011), puerperales (Manso y cols., 1998) y no
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gestantes (Plaschka y cols., 1993) de la misma raza, yeguas vacias PSI (Gill y Wanska,
1978) y gestantes de otras razas, como PS| (Mason y Kwok, 1977; Harvey y cols., 1994;
Taylor Macallister y cols., 1997), Quarter Horse (Harvey y cols., 1994, Taylor Macallister y
cols., 1997), Arabes (Berlink y cols., 2000), Brasilefias (Galindo y cols., 2007) vy
Cartujanas (Satué y cols., 2010) y superior al descrito en yeguas Bretonas (Galindo y
cols., 2007). Estas diferencias entre yeguas gravidas e ingravidas podrian derivarse del
efecto de la gestacion, si bien, con ligeras variaciones, la yegua ciclica PRE difiere poco
en relacion al valor HTO de yeguas vacias y prefiadas de esta y otras razas equinas.

5.1.3.-PARAMETROS BIOQUiIMICOS DE REFERENCIA EN LA YEGUA PRE
5.1.3.1.-CONCENTRACION PLASMATICA DE ELECTROLITOS
5.1.3.1.1.-SODIO

Los valores medios de Na en la yegua PRE fueron similares a los descritos
previamente en la bibliografia para équidos adultos sanos (E/ Amrousi y Soliman, 1965;
Lumsden y cols., 1980; Sloet van Oldruitenborgh-Oosterbaan, 1999; Mufioz y cols., 2006;
2010, c), yeguas PSI (Kinslow y cols., 1995), arabes (Meliani y cols., 2011), ponis (Ali y
cols., 2010) y otras razas equinas (Collins y cols., 1997) en el mismo estadio del ciclo
reproductor. No obstante, en yeguas gestantes de la misma raza (Plaschka y cols., 1996;
Domingo, 2008; Satué y Domingo, 2011), Standardbred, Saddlebred y Morgan (Harvey y
cols., 1994; 2005), y yeguas no gestantes PSI (Rose, 1985), Quarter Horse (Harvey y
cols., 1994; 2005) se han mostrado cifras ligeramente superiores. No obstante, algunos
autores indican como fisioldgicos niveles superiores a estos ultimos (Soliman y Nadim,
1967; Rose y cols., 1980). Las explicaciones razonables a estas variaciones podrian
relacionarse con las condiciones climaticas de humedad y temperatura, regién geogréfica
en la que se realizé la investigacién, momento estacional de la toma de muestras, efecto
de dieta, entrenamiento y ejercicio, sudoracién asi como el estado fisiolégico de los
animales (Waller y cols., 2006, Bashir y Rasedee, 2009; Murioz y cols., 2010, c; Waller y
cols., 2010) ya que la edad parece no influir significativamente sobre la natremia en
équidos (E/ Amrousi y Soliman, 1965).

5.1.3.1.2.-POTASIO

El nivel medio de K también estuvo comprendido dentro de los limites de
referencia para équidos adultos sanos (E/ Amrousi y Soliman, 1965; Art y cols., 1990;
Rose y Hodgson, 1994; Ecker y Lindinger, 1995; Sloet van Oldruitenborgh-Oosterbaan,
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1999; Murioz y cols., 2006; 2010, c). En relacion al ciclo reproductor, las concentraciones
plasmaticas medias de K en la yegua PRE fueron similares a las descritas en yeguas PSI
(Kinslow y cols., 1995), ponis (Ali y cols., 2010), arabes (Meliani y cols., 2011),
Standardbred (Lumsden y cols., 1980) y otras razas equinas (Collins y cols., 1997)
durante el mismo periodo del ciclo.

En animales de la misma raza se han establecido niveles superiores en yeguas
ciclicas (Plaschka y cols., 1996) e inferiores en yeguas gestantes (Domingo, 2008; Satué
y Domingo, 2011). Estas diferencias podrian relacionarse con las necesidades
metabdlicas especificas durante el ciclo reproductivo, el efecto de la dieta administrada a
los animales y la regién geografica en la que se realizé el estudio, entre otros, ya que son
factores que modifican fisiol6gicamente los niveles de K en équidos

5.1.3.1.3.-CLORO

Las concentraciones plasmaticas medias de Cl en la yegua PRE estuvieron
comprendidas dentro del intervalo fisiolégico para équidos adultos (Art y cols., 1990; Rose
y Hodgson, 1994; Ecker y Lindinger, 1995; Sloet van Oldruitenborgh-Oosterbaan, 1999;
Murioz y cols., 2006, 2010, c). No obstante, se han descrito valores medios similares en
yeguas ciclicas (Kinslow y cols., 1995; Collins y cols., 1997) y gestantes (Lumsden y cols.,
1980) de otras razas y superiores en yeguas gestantes de la misma raza (Domingo, 2008;
Satué y Domingo, 2011) y Quarter Horse, Standardbred, Saddlebred y Morgan (Harvey y
cols., 1994; 2005).

En la valoracién del equilibrio hidroelectrolitico en équidos, es importante destacar
la contribucién del sudor a las variaciones que podrian producirse en las concentraciones
de Na y ClI, ya que son los principales cationes presentes en el sudor equino (McConaghy
y cols., 1995; Murioz y cols., 2006). Asi, factores como la regién geografica, condiciones
climatolégicas de la zona en la que se realiz6 el estudio y los programas de
entrenamiento o ejercicio impuestos a los animales, podrian ser estar relacionados en

principio, con las variaciones encontradas entre los diversos estudios.

5.2.-EVOLUCION DE LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y
HORMONALES DURANTE EL CICLO ESTRAL EN LA YEGUA PRE

Los componentes de la cascada del SRAA engloban cuatro érganos esenciales: el
rindn, productor de renina, el higado, lugar de sintesis de AOGEN, el lecho vascular
pulmonar, sobre el que actua la enzima convertidora de ANG-I en ANG-Il o convertasa
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(ECA) y la corteza adrenal, lugar en el que se produce la sintesis de ALD (Cunningham,
2003; Atlas, 2007; Otte y Spier, 2009). En opinidn de los autores, resulta importante para
el veterinario clinico de équidos conocer la direccion y magnitud de estos cambios
durante el ciclo reproductor, al proporcionar una ayuda practica para el diagnéstico de
patologias que podrian cursar con hallazgos endocrinologicos, hematologicos vy
bioquimicos similares. Ademas, se podrian establecer rangos de referencia mas
estrechos para yeguas PRE en diferentes momentos del ciclo reproductor.

En este apartado se analizaran los cambios laboratoriales acontecidos a lo largo
del ciclo estral, considerandose para ello el intervalo de tiempo comprendido entre el dia
5 pre y 5 post-ovulacién, considerando el momento 0 el dia de la ovulacion.

5.2.1.-EVOLUCION DE LOS PARAMETROS HORMONALES DURANTE EL CICLO
ESTRAL EN LA YEGUA PRE

5.2.1.1.-SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA
5.2.1.1.1.-RENINA

El ciclo estral origind modificaciones importantes en las concentraciones de REN
en sangre periférica en la yegua PRE, mostrando dos picos maximos de secrecion. El
primero de ellos, mas intenso, se reveld el dia de la ovulaciéon, mientras que el segundo
se produjo al final del periodo considerado en este estudio. En yeguas gestantes de la
misma raza, Domingo (2008) y Satué y Domingo (2011) mostraron una elevacion
significativa de las concentraciones de REN durante el segundo y tercer periodo de
gestacién, con niveles medios en cada periodo superior al de las yeguas de este estudio.
Esta elevacién substancial de REN origina un estado de hiperrreninemia durante el tercer
periodo de gestacion. En opinion de los autores, estas diferencias tan notables entre
yeguas gestantes e ingravidas sugieren que este parametro estd determinado por la
gestacion en yeguas reproductoras.

La dinamica ovulatoria de la REN en la yegua PRE confirma los resultados de
investigaciones precedentes realizadas en la mujer (Sundsfiord y Aakvaag, 1973;
Kaulhausen y cols., 1978; Loret de Mola y cols., 1999) y animales de investigacion, como,
ratas (de Vito y cols., 1988; 1989) y babuinos (Harewood y cols., 1996). No obstante, los

mecanismos fisioldgicos desencadenantes son distintos en relacién a la especie.

En la mujer, esta dindmica de la reninemia se ha relacionado con la liberacion de
LH o con el efecto de la administracién exégena de la gonadotropina coriénica humana
(HCG), sugiriendo el control estricto de las gonadotropinas sobre la secrecion de REN
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durante el ciclo estral (Loret de Mola y cols., 1999). De hecho, hacia el momento de la
ovulacion se establece un pico simultaneo transitorio circulante de FSH, LH y PROREN
(Sealey y cols., 1985; 1986, 1987), que posteriormente sera precursora de la REN activa
(Bouhnik y cols., 1985). El pico preovulatorio de PROREN a su vez esta relacionado con
el efecto estimulador directo de los estrogenos sobre la sintesis de AOGEN (Katz y
Kappas, 1967). En la yegua PRE las correlaciones encontradas entre los niveles de E2 y
REN fueron altamente significativas, por lo que en principio no se descarta la influencia
del E2 sobre la sintesis de REN hacia el momento de la ovulacion. No obstante, en
roedores, de Vito y cols. (1988) sugirieron la intervencién de otros metabolitos esteroideos
relacionados con el E2, aunque no directamente este esteroide, sobre la sintesis de REN

en el momento del estro.

Por el contrario, un estudio realizado por Harewood y cols. (1996) en babuinos
rebati6 estas hipdtesis iniciales planteadas en la mujer y otros animales de
experimentacion sobre la sintesis preovulatoria de REN, si bien con evoluciones
similares. Mientras que el pico preovulatorio de REN se asocia con la liberacién de
gonadotropinas, AOGEN y PROREN en la mujer y roedores, en babuinos se produce de
forma secundaria a la retencién de fluido intersticial en la regién perineal. Tras la
finalizacion de la fase folicular, el liquido extracelular acumulado es autoinfundido al VP,
dando comienzo a la fase luteal. Asi, durante la fase folicular se produce regresion,
mientras que en el periodo luteal se relaciona mas marcadamente expansion del VP.
Simultaneamente a las variaciones de fluidos, la ARP permanece activa durante la fase
folicular, quedando bloqueada durante el diestro, a pesar de la inhibicion de la ECA en
ambas fases (Sanders y cols., 2006).

Aunque otro de los factores relacionados directamente con la elevacion ovulatoria
de REN en la mujer se relaciona con la accion de la ACTH (Brown y cols., 1972; Kem y
cols., 1975), estos acontecimientos parecen discutirse en la yegua. De hecho, aunque las
correlaciones halladas entre la REN y el CORT (r=0,54) denotan un cierto grado de
relacion, no revelan una implicacién directa del CORT sobre la sintesis de REN, por lo
que deberian existir otros factores relacionados con la liberacién de REN durante este
periodo. Determinados factores relacionados con modificaciones hemodinamicas vy
cambios en el flujo sanguineo renal, variaciones en las concentraciones de Na a nivel de
la macula densa o bien, alteraciones en la actividad simpética local también se han
relacionado con las variaciones en las concentraciones de REN durante el periodo
ovulatorio en la mujer (Yang y cols., 2000; Sealey y Laragh, 2011). No obstante, aunque
estos mismos factores podrian haber contribuido al pico ovulatorio de REN en la yegua
PRE, se necesitarian nuevos estudios de investigacion para esclarecer estos hechos.
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Entre los hechos mas notables puestos de manifiesto a lo largo del ciclo estral en
la mujer destaca el incremento de la sintesis de REN durante el periodo luteal (Brown y
cols., 1964; Sundsfjord y Aakvaag, 1970; Robertson y cols., 1971; Sundsfjord, 1971; Katz
y Romfh, 1972; Sundsfjord y Aakvaag, 1972; Kaulhausen y cols., 1978; Sealey y cols.,
1985; 1987; Magness y Rosenfeld, 1989; Magness, 1993; Sealey y cols., 1994;
Chapman y cols., 1997; Miller y cols., 1999; Spaanderman y cols., 2000, Chidambaram y
cols., 2002; Ounis-Skali y cols., 2006). Se hipotetiza que el CL maduro funcionalmente
podria ser una fuente primordial de REN, sugiriendo la existencia de una relacion directa
entre la P4 y el incremento de la REN durante este periodo (Michelakis y cols., 1974). En
esta situacion, efecto natriurético ejercido por la P4 quedaria compensado via SRA por el
aumento de secrecion de REN y ALD. En la yegua PRE las correlaciones halladas entre
la P4 y REN (r=0,22) y P4 y ALD (r=0,66) tal vez puedan sugerir que el incremento de
ALD no es totalmen te dependiente de la REN ni de la actividad del SRA sobre la corteza
adrenal durante el diestro, a pesar de la participacion de la P4 en la sintesis de ALD.

No obstante, se ha sugerido que la P4 no es el Unico esteroide implicado en la
sintesis de REN durante el periodo luteal. De hecho, en la mujer el incremento simultaneo
de E2 y P4 hacia mitad de este periodo parece relacionarse mas estrechamente con la
secrecion enddégena de PROREN y REN (Sealey y cols., 1986). En opinion de los
autores, las bajas correlaciones encontradas entre E2 y REN (r=0,13) y E2 y ALD (r=-
0,35) sugieren que los cambios de actividad del SRAA durante el periodo luteal en la
yegua PRE estan mediados por P4, debido a la escasa participacion de los estrégenos en
la sintesis de REN. Al igual que apuntan algunas investigaciones realizadas en la mujer
(Skinner y cols., 1969; Sundsfjord y Aakvaag, 1972; Katz y cols., 1975), podria excluirse a
los estrégenos como factor determinante del incremento ciclico de REN via AOGEN, a
pesar de la participacion de los estrégenos en la secrecion de REN durante el periodo
luteal.

5.2.1.1.2.-ANGIOTENSINA Il

Las concentraciones de ANG-II también sufrieron profundas modificaciones a lo
largo del periodo del ciclo estral considerado en la yegua PRE. Segun mostré el analisis
estadistico, tras un descenso significativo durante el periodo preovulatorio, los niveles de
ANG-II incrementaron significativamente el dia de la ovulacién. Posteriormente,
disminuyeron progresiva y significativamente hasta alcanzar valores minimos hacia el 5°
dia post-ovulacion. Los resultados medios obtenidos en la yegua PRE fueron similares a
los mostrados en poneis y yeguas durante el segundo periodo de gestacion (Forhead y
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cols., 2000) y en momentos cercanos al parto (Broughton Pipkin y cols., 1982). Sin
embargo, en yeguas gestantes de la misma raza, Satué y Domingo (2011) y Satué y cols.
(2011) obtuvieron un valor medio de los datos 4,87 veces superior al de las yeguas de
este estudio. En opinidn de los autores, las diferencias entre resultados confirman que
este parametro al igual que la REN esta condicionado fuertemente por la gestacion. Estos
resultados corroboran los descritos previamente en la mujer y la oveja, ya que la
gestacion duplica (Dandrea y cols., 2002) e incluso triplica (van Dijk y cols., 2001) las
concentraciones de ANG-II respecto a los estados de ingravidez (Alhenc-Gelas y cols.,
1986; Alwan y cols., 2005).

En la mujer (Sundsfjord y Aakvaag, 1973; Weir y cols., 1976; Sealey y cols., 1987)
y en animales de experimentacién (De Vito y cols., 1989) este incremento ovulatorio de
ANG:-II se produce de forma simultanea a la elevacion de PROREN, AOGEN y REN. No
obstante, en la yegua PRE esta relacion no es tan estrecha, ya que las correlaciones
entre REN y ANG-II fueron bajas y carentes de significacion durante la fase folicular. En
opinion de los autores, aunque la REN participa en la secrecion de ANG-Il, su
contribucién no es suficientemente cuantitativa para desencadenar la activacion del
SRAA durante la fase folicular. Habria que considerar otros factores no dependientes de
la REN en las modificaciones circulantes de la REN durante la fase folicular.

Asimismo, los resultados obtenidos en la yegua PRE contrastan con los
mostrados en la mujer, ya que en esta Ultima especie las concentraciones de ANG-II
duplican sus cifras durante la fase luteal, con respecto a la fase folicular del ciclo estral
(Sundsfjord y Aakvaag, 1970; Robertson y cols., 1971, Magness, 1993; Sealey y cols.,
1994; Chapman y cols., 1997; Miller y cols., 1999; Spaanderman y cols., 2000;
Chidambaram y cols., 2002; Ounis-Skali y cols., 2006; Szmuilowicz y cols., 2006). De
hecho, en la yegua PRE la ANG-II decrece significativamente simultaneamente a la
elevacion de la REN a inicios del diestro, estableciéndose un cierto grado de disociacion
entre ambos parametros. Estas evidencias nos llevan a especular si la génesis de ANG-II
es independiente de la REN, o bien podrian existir algunos efectos depresores
hormonales sobre este péptido durante el periodo diestral.

5.2.1.1.3.-ALDOSTERONA

La dinamica experimentada por la ALD a lo largo del periodo de estudio sigui6é un
patrén de evolucion similar al mostrado por la REN, caracterizado por dos picos maximos
de secrecion, si bien, el segundo fue significativamente superior al primero. Ambos picos
definen especificamente el periodo ovulatorio y el 5° dia post-ovulacion.
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Aunque la documentacién cientifica referente a la dindmica de la ALD durante la
fase folicular aporta evidencias contradictorias en la mujer, podrian estar relacionadas
parcialmente, con los resultados obtenidos en las yeguas PRE de este estudio. Asi,
algunas investigaciones han revelado que el pico que caracteriza a la ALD durante el
periodo ovulatorio en la mujer es de tipo transitorio (Skinner y cols., 1969; Sundsfjord y
Aakvaag, 1973) o incluso no manifiesto durante la fase folicular (Katz y Romfh, 1972). Sin
embargo, otros estudios relacionan el pico ovulatorio de ALD con la sintesis de AOGEN
via estrogénica (Katz y Kappas, 1967), la ACTH (Kem y cols., 1975), cambios
hemodinamicos, alteraciones de la actividad simpatica local y modificaciones en las
concentraciones de Na a nivel de la macula densa (Yang y cols., 2000; Sealey y Laragh,
2011). Aunque se desconoce en la yegua si esos mismos factores pueden ejercer algun
tipo de influencia, el incremento simultaneo de REN y ANG-II sugiere que la liberacion de
ALD representa la actividad marcada por el SRA hacia el momento de la ovulacion.

El incremento creciente de ALD durante el periodo luteal en la yegua PRE
confirma parcialmente los resultados de investigaciones precedentes realizadas en la
mujer (Sealey y cols., 1985; 1987; Chapman y cols., 1997; Spaanderman y cols., 2000;
Chidambaram y cols., 2002; Ounis-Skali y cols., 2006, Szmuilowicz y cols., 2006).
Ademas, la relacién que se establece entre la REN y ALD es lineal y direccional hacia la
mitad del periodo luteal (Katz y Romfh, 1972; Sundsfjord y Aakvaag, 1972; Michelakis y
cols., 1975), duplicando, triplicando o incluso cuadriplicando los niveles en relacién a la
fase folicular del ciclo (Katz y Romfh, 1972; Sundsfjord y Aakvaag, 1973), sin
modificaciones en la ANG-II. La disociacion mostrada por la ALD y la ANG-Il en la yegua
PRE podria sugerir que la sintesis de ALD se produce por otra via distinta o no
dependiente de la actividad del SRA durante el diestro, a pesar de la elevacion de la
REN, como ha sido mostrado en la mujer (Szmuilowicz y cols., 2006). No obstante, el
efecto natriurético inducido por la P4 durante este periodo podria estimular la liberacion
de REN y ALD de forma compensatoria (Landau y Lugibihl, 1961; Brown y cols., 1964,
Sundsfjord, 1971), como se ha sugerido previamente en la yegua PRE.

Finalmente, los resultados medios en la yegua PRE de este estudio fueron 1,48
veces inferiores a los de yeguas gestantes de la misma raza (Domingo, 2008; Satué y
Domingo, 2011; Satué y cols., 2011), confirmando al mismo tiempo las evidencias
experimentales puestas de manifiesto en la mujer (Bentley-Lewis y cols., 2005), la perra
(Robb y cols., 1970) y diversos animales de experimentacién (Brochu y cols., 1996;
1998). Asi, el incremento marcado de ALD, podria ser un factor decisivo para prevenir la
masiva natriuresis que ocurriria debido al incremento de la filtracién glomerular bajo la

influencia de la P4 durante la gestacion. En esta situacion, la ALD se opone al efecto
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natriurético de la P4 a nivel del tubulo distal, evitando la pérdida de Na y permitiendo la
progresiva acumulacion en el sector fetoplacentario y fluidos extracelulares maternos.
Estos acontecimientos conllevan una mejor conservacion renal de Na y agua para
favorecer la expansién de la barrera fetoplacentaria y asegurar el aporte correcto de
nutrientes al feto (Jensen y cols., 2002).

En resumen, el incremento de actividad del SRAA es una condicidn fisiolégica del
ciclo estral en la yegua PRE, si bien, la participacion de este sistema es distinta segun el
momento del ciclo. El incremento progresivo de REN, ANG-Il y ALD durante el periodo
preovulatorio que culmina en el momento de la ovulacion, sugiere que la fase folicular y el
proceso ovulatorio son dependientes de la actividad del SRA. Sin embargo, la disociacion
mostrada entre las concentraciones de REN y ANG-Il y ANG-Il y ALD apunta que aunque
la REN y ANG-II intervienen en la secrecion de ALD, su contribucién no parece ser
cuantitativamente significativa. En consecuencia, deberian considerarse otros factores no

dependientes del SRA en la sintesis de ALD durante el periodo luteal.

5.2.1.2.-CORTISOL

El CORT mostrd un patron de secrecion bifasico similar a la REN y ALD a lo largo
del periodo analizado, caracterizado por un primer pico el dia de la ovulacion, seguido de
un segundo pico hormonal el 5° dia post-ovulacion, ambos significativos
estadisticamente. Las concentraciones medias de CORT en la yegua PRE fueron
superiores a las descritas previamente en la literatura para yeguas gestantes de esta
misma raza (Domingo, 2008; Satué y Domingo, 2011, Satué y cols., 2011) y otras razas
equinas como, Quarter Horse (Harvey y cols., 1994), Standardbred (Hoffsis y cols., 1970;
Flisinska-Bojanowska y cols., 1991, b; Gill y cols., 1994), PSI (Tsumagari y cols., 1991;
Harvey y cols., 1994) y Arabes (Gill y cols., 1985; AboEl-Maaty, 2011). El aumento de la
cortisolemia en yeguas vacias respecto a las gestantes confirma a su vez los resultados
de investigaciones precedentes realizadas en yeguas arabes (Gill y cols., 1985), PSI
(Nathanielsz y cols., 1975) y otras razas equinas (Cudd y cols., 1995). Las diferencias en
la respuesta adrenocortical entre yeguas vacias y gestantes podrian ser interpretadas en
base a las variaciones en el metabolismo de dicho glucocorticoide. De hecho, respecto a
las no gestantes, los niveles de CORT fetal inducen un mecanismo de retroalimentacion
negativo sobre los niveles maternos durante la gestacion (Fazio y cols., 2011).

Respecto al mismo periodo del ciclo, los resultados en la yegua PRE confirman los
obtenidos previamente en esta misma especie, mostrando una elevacién preovulatoria de

CORT cifrada en un valor de 82,00 ng/ml (Briant y cols., 2000), si bien, ligeramente
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inferior al de este estudio (87,68 ng/ml). Estos niveles representan un incremento
respecto al momento de la desviacion, para un diametro folicular de 25 mm y una
concentracion media de CORT de 63,00 ng/ml. No obstante, estos valores fueron
ligeramente inferiores en la yegua PRE, a pesar de la similitud en el tamano folicular en
ambos estudios. Dicho incremento de la cortisolemia se ha relacionado primariamente
con el efecto del estrés que acompana la conducta de celo en la hembra debida a la
influencia estrogénica o bien, con el dolor ovarico localizado, ejerciendo asimismo un
efecto antiinflamatorio protector sobre el aparato genital en la hembra.

Las concentraciones de CORT en la yegua PRE fueron superiores a las obtenidas
en poneis (Asa y cols., 1983) y yeguas (Ginther y cols., 2007). No obstante, la dindmica
experimentada por la cortisolemia en estos ultimos estudios fue distinta a la de las yeguas
de esta investigacién. Mientras que Asa y cols. (1983) y Ginther y cols. (2007) mostraron
descenso de CORT desde el comienzo de la desviacion hasta el momento de la luteolisis,
las concentraciones maximas se alcanzaron el dia de la ovulacién en la yegua PRE. Los
resultados aportados por Asa y cols. (1983) podrian corroborar las evidencias
experimentales sobre los efectos de los glucocorticoides sintéticos en yeguas. De hecho,
el uso de este tipo de farmacos reduce el comportamiento estral y las concentraciones de
LH, induciendo alteraciones en la ovulacién. Los bajos niveles de CORT podrian
favorecer el establecimiento del desarollo folicular y la ovulacion con normalidad (Ginther
y cols., 2007). No obstante, la elevacion de la cortisolemia en la yegua PRE, podria
indicar algun grado de participacion de este glucocorticoide en el desarrollo folicular.

Por otro lado, Noden y cols. (1975) y Asa y cols. (1983) el patron de CORT se
correlaciona negativamente con el E2 y con el diametro folicular, y positivamente con la
P4. Esta relacion negativa entre el CORT, el grado de crecimiento folicular y las
concentraciones de E2 a diferencia del estudio de Briant y cols. (2000) sugiere una
posible influencia inhibitoria del CORT sobre el crecimiento folicular. Esta relacién podria
apuntar que la sintesis de E2 endd6geno no es un factor estimulante de la liberacidon
adrenal de este glucocorticoide (Hedberg y cols., 2007). Sin embargo, en la yegua PRE
se han hallado correlaciones opuestas a las anteriores, es decir positivas entre el CORT,
diametro folicular y E2, y negativa con la P4. En opinién de los autores, la dinamica de
crecimiento folicular es dependiente de las concentraciones de CORT y E2. A diferencia
de los estudios anteriores, estas interrelaciones podrian sugerir que el E2 secretado por
parte del foliculo prevoulatorio, podria ejercer un efecto estimulante sobre la sintesis
adrenal de dicho glucocorticoide durante el periodo ovulario.

A la hora de interpretar estos resultados es importante hacer referencia a los
estudios realizados en la mujer (Tica y cols., 2008; Wolfram y cols., 2011) y en animales
de experimentacion (Atkinson y Waddell, 1997) sobre la cortisolemia durante el periodo
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ovulatorio. En ambas especies se ha evidenciado un pico de CORT, si bien, mas
temprano en la rata que en la mujer, simultaneamente a la elevacion de los niveles de E2.
De hecho, la ovariectomia conlleva al descenso brusco de CORT, que posteriormente
pued ser compensado tras la administracion exégena de E2 en ratas y ratonas (Seale y
cols., 2004). Se conoce que los estrégenos participan en la sintesis de CORT via efecto
estimulatorio directo sobre la proteina captadora de este glucocorticoide (Qureshi y cols.,
2007). En novillas, este incremento se relaciona con el aumento de actividad de la enzima
11-HSD, encargada de la conversion de cortisona a cortisol (Lee y cols., 2007).
Asimismo, se ha sugerido que esta dinamica se asocia con la exacerbacién de los
procesos inflamatorios que acompanan al desarrollo de las mdultiples oleadas foliculares
durante el estro. Estos mismos acontecimientos podrian haber condicionado el pico
ovulatorio de CORT en la yegua PRE, ya que los glucocorticoides juegan un papel
modulador en los procesos inflamatorios (King y Crischley, 2010). No obstante, esta
respuesta deriva de la movilizacion de las reservas energéticas durante el ciclo

reproductivo, en primates (Strier y cols., 2003).

Por el contrario, algunas investigaciones difieren considerablemente a las
anteriores. Asi, en la mujer (McCormick y Teillon, 2001, Nepomnaschy y cols., 2011),
vaca (Dieleman y cols., 1986; Yoshida y Nakao, 2005), perra (Benetti y cols., 2004),
elefante hembra (Brown y cols., 2004) y primates (Leshner y cols., 1978), no se han
mostrado variaciones substanciales de la cortisolemia a lo largo del ciclo estral. La falta
de consistencia entre resultados de las diversas investigaciones probablemente esté
relacionada con la amplia variabilidad de métodos, protocolos de estudio, tamanos

muestrales, influencia de los ritmos circadianos, manejo de los animales, nutricién, etc.

5.2.1.3.-DIAMETRO FOLICULAR

El foliculo dominante en la yegua PRE parti6 inicialmente de un didmetro medio de
24,73+2,20 mm, 5 dias antes de la ovulacién. Este dato contrasta con los aportados
previamente en otras razas equinas por Pierson y Ginther (1985) y Benallou y Meliani
(2011), con tamanos foliculares superiores, de 29,4 mm y 32,63 mm, respectivamente.

Respecto a las medidas ultrasonogréficas diarias, el grado de crecimiento folicular
en la yegua PRE mostr6 un valor medio de 2,47 mm/dia, similar al obtenido en yeguas
arabes (Ivkov y cols., 1999) y yeguas Czech Warmblood (Dolezel y cols., 2012). La
escasa variabilidad de los resultados en base a las mediciones diarias refleja el patron
uniforme de crecimiento folicular en la yegua PRE, confirmando la linealidad (R%=99,5%)
determinada por Pierson y Ginther (1985), desde el dia -5 hasta el dia de la ovulacién.
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No obstante, se han descrito cifras ligeramente superiores de 5 mm/dia (Neely y
cols., 1989) e inferiores, que oscilan entre 1,4 mm/dia (Hohenhaus y Bostedt, 1992), 1,67
mm/dia (Benallou y Meliani, 2011) en yeguas de diversas razas. Esta disparidad en las
mediciones ultrasonograficas podria estar asociada entre otros factores, con la precision
de los andlisis estadisticos asi como con el nimero de animales considerados en cada
estudio. A pesar de ello, Bergfelt y Ginther (1996) mostraron gran similitud en el grado de
crecimiento folicular entre yeguas Quarter Horse y ponis.

Segun se constata en la bibliografia, el ritmo de crecimiento folicular se detiene 1 o
2 dias antes de la ovulacion, como se ha mostrado en yeguas miniatura y poneis (Gastal
et al.,, 2006, a) y en otras razas equinas (Palmer y Driancourt, 1980; Koskinen y cols.,
1989; Gastal y cols., 2006, b). En la yegua PRE el foliculo alcanz6 un tamafo de
40,23+1,37 mm el dia previo a la ovulacién. Este resultado fue similar al descrito
previamente en poneis (40 mm; Ginther y cols., 2008) y yeguas Czech Warmblod (35-45
mm; Dolezel y cols., 2012), ligeramente superior al obtenido en yeguas PSI (39.95 + 4.84
mm; Davies Morel y cols., 2010) y Miniatura (37,3+ 0,5 mm; Gastal y cols. 2008) e inferior
al definido en yeguas PSI, Standardbred, Irish Draught y Warmblood (45,2 mm; Pierson y
Ginther, 1985; 44,2 mm; Cuervo-Arango y Newcombe, 2008), arabes (43,16 mm;
Benallou y Meliani, 2011) y otras razas equinas (Palmer y Driancourt, 1980; Ginther,
2000). No obstante, algunas investigaciones han detallado medidas foliculares més
exactas, de 41 mm de didmetro vertical y 47,5 mm, horizontal (Lindeberg y cols., 1992) e
incluso ligeramente superiores en relacién al didametro longitudinal (43 mm) (Raun y
Synnestvedt, 1997). Estas mediciones reflejan que el foliculo preovulatorio nunca es
inferior a 35 mm, garantizando su proxima ovulacion (Ginther, 2000). De hecho, la
probabilidad de que un foliculo de 38 a 42 mm de diametro ovule en 1 o 2 dias, es del
95% (Ginther, 1990; Gastal y cols., 2009).

La bibliografia describe ampliamente las diferencias en el tamafo del foliculo
preovulatorio en relacion a la raza, alcanzdndose tamanos foliculares superiores en
yeguas de tiro del tipo Clydesdale, Shire, Irish Draught y Welsh Cob respecto a poneis,
PSI y Standardbred (Newcombe, datos no publicados). Asimismo, el didmetro
preovulatorio maximo es 3 mm superior en yeguas de silla Francés que en ponis Welsh
(Palmer, 1987), 5 mm inferior y 10 mm superior en yeguas miniatura que en Clydesdale y
poneis de mayor alzada (Ginther, 1995), y superior en yeguas Quarter Horse (43 mm) que
en arabes (40 mm) (Dimmick y cols., 1993; Bergfelt y Adams, 2007).

Las yeguas de este estudio mostraron diferencias de 3,57 mm y 1,307 mm de
tamano respecto a los resultados aportados por Vivo y cols. (1992) y Vinuesa y Vivo
(1993), siendo los diametros medios foliculares de 43,8 mm y 41,3 mm en yeguas de la
misma raza y Arabes. No obstante, el rango de referencia de la totalidad de los foliculos
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preovulatorios considerados marca las mismas diferencias que los datos medios, siendo
en la yegua PRE y arabe de 40-47 mm y 37-45 mm, respectivamente (Vivo y cols., 1992;
Vinuesa y Vivo, 1993), respecto a los datos mostrados en las yeguas de este estudio.
Estas diferencias podrian marcar un cierto caracter individual, ya que en virtud de las
aportaciones de Driancourt y Palmer (1984) los diametros foliculares maximos en yeguas
de conformacién y peso normales suelen ser de 45-60 mm, frente a los de yeguas con
peso inferior a 350 kg o de poca alzada, de rango mas estrecho (32-40 mm).

La amplia variabilidad de los resultados en relacion a la raza hace que deban
considerarse otros factores de variacién, como el momento de la estacion reproductiva o
la regién geogréfica. En relacién al periodo dentro de la estacion reproductiva, se ha
documentado que el rango de diametros foliculares preovulatorios se incrementa entre los
meses de abril a junio (Ginther y Pierson, 1989). Teniendo en cuenta este antecedente, el
presente estudio comenz6 a realizarse a mediados de febrero, por lo que cabria
esperarse un menor tamano folicular al inicio del desarrollo, en comparacién con otros
estudios realizados mas tardiamente en la estacion reproductiva. Con respecto a la region
geografica, Newcombe (1994) mostrd foliculos preovulatorios (3,1 mm) superiores en
yeguas PSI en Australia que en Inglaterra. Los estudios de Vivo y cols. (1992) y Vivo y
Vinuesa (1993) se realizaron en el Sur de Espafa, concretamente en Jerez de la Frontera
(Céadiz), por lo que no podemos excluir en principio la influencia del fotoperiodo, ya que la
estacion de cria se amplia en esta regién respecto a la comunidad Valenciana, lugar en el
que se realiz6 este estudio experimental. Por tanto, no deben obviarse otros factores
dependientes de la regidon geografica, como el fotoperiodo y las condiciones
climatolégicas de humedad, temperatura, etc. ya que también podrian haber
condicionado parte de las discrepancias entre las investigaciones.

La edad es otro de los factores directamente relacionados con las modificaciones
en los tamanos foliculares. De hecho, Davies Morel y cols. (2010) mostraron que la edad
disminuye sensiblemente el tamafno del foliculo preovulatorio. En la presente
investigacion aunque los animales presentaron un amplio rango de edad (5-15 afnos)
similar al del estudio de Dolezel y cols. (2012), fue significativamente superior al de otros
estudios en los que consideraron yeguas adultas y jovenes (Vivo y cols., 1992; Vinuesa y
Vivo, 1993; Cuervo-Arango y Newcombe, 2008; Gastal, 2011, b), por lo que tampoco
debe descartarse la influencia de la edad en las diferencias de los tamarnos foliculares
entre los estudios.

Segun revel6 el andlisis de regresion, en la yegua PRE el diametro folicular y las
concentraciones de E2, REN y ALD exhibieron una relacion significativa positiva, si bien,
fue menos intensa con la ANG-Il. Aunque la dinamica experimentada por el didmetro
folicular y las concentraciones de E2 a lo largo del estro ha sido ampliamente
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documentada en la yegua PRE y en otras razas equinas (Ginther y cols., 2004, b; Medan
y cols., 2004; Crowell-Davis, 2007; Amer y cols., 2008; Honnens y cols., 2011), se
desconoce la participacion de los componentes del SRAA en los procesos relacionados
con el desarrollo folicular y la ovulacién en la yegua.

No podemos precisar si el crecimiento folicular determina el incremento de las
concentraciones sistémicas de estas hormonas, o por el contrario, son estas hormonas
las que inducen aumento de tamario folicular en la yegua, ya que desconocemos la
existencia de fuentes autocrinas o paracrinas locales relacionadas con la génesis de los
componentes del SRAA. En otras especies animales, existen factores autocrinos vy
paracrinos involucrados en la regulacion del desarrollo de los foliculos antrales. De
hecho, la ANG-Il en vacas tiene implicaciones importantes sobre el control de la funcién
ovarica, relacionandose directamente con la regulacion de la desviacion folicular (Ferreira
y cols., 2011, a, b). Como se ha especificado en el apartado de revision bibliografica, la
desviacién folicular implica la reduccién o cese del crecimiento de los foliculos
subordinados y la continuacién del desarrollo del foliculo dominante (Ginther y cols.,
2007). En cerdas, se han encontrado receptores AT1 y AT2 de la ANG-II a nivel de las
células de la granulosa en los foliculos antrales (Shuttleworth y cols., 2002) y foliculos
primordiales primarios y secundarios, y PROREN y AOGEN a nivel de los foliculos
preantrales. Estas evidencias sugieren que la ANG-II esta implicada en la regulacién del
crecimiento folicular en esta especie (Pountain y cols., 2010) y otras especies de
animales de laboratorio (Haulica y cols., 1988).

No obstante, existen diferencias interespecificas en relacion a las funciones de los
receptores de ANG-Il. Mientras que el receptor AT2 participa en la atresia folicular via
apoptosis (Kotani y cols., 1999), el receptor AT1 se relaciona con el desarrollo de foliculos
sanos, en mujeres (Portela y cols., 2008), vacas (Schauser y cols., 2001; Berisha y cols.,
2002) y animales de experimentacién (de Gooyer y cols., 2004). De hecho, la expresion
de receptores AT1 se incrementa en las células de la teca y granulosa de los foliculos
dominantes altamente estrogénicos frente a los foliculos menos estrogenizados. Estas
ideas originales se fundamentan en protocolos experimentales basados en la
administraciéon de antagonistas de la ANG-II. Este tipo farmacos inhibe el crecimiento del
foliculo dominante, decrece las concentraciones de E2 y desequilibra la expresion de los
receptores en las células de la granulosa (Ferreira y cols., 2011, a).

Las sefiales inducidas por la ANG-II a nivel local en vacas (Ferreira y cols., 2011)
y mujeres (Gongalves y cols., 2010; 2012) se relacionan con el crecimiento folicular via
regulacion de los genes involucrados en la proliferacion y diferenciacion de las células de
la granulosa y la secrecién de E2 bajo la influencia de las gonadotropinas. Por este
motivo, la ANG-Il aumenta en el liquido folicular en ratas (Husain y cols., 1987) o conejas
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tratadas con HCG (Yoshimura y cols., 1994), con LH en vacuno (Shimizu y cols., 2007), y
con gonadotropina menopausica humana (HMG) y HCG en mujeres (Lightman y cols.,
1987). Asi, en mujeres sometidas a estimulacfion ovérica con HMG la ANG-Il se
correlaciona positivamente con el E2 y el didmetro folicular (Jarry y cols., 1988).

Uno de los hallazgos mas recientes relacionados con la participacién de la SRA en
el ciclo estral viene determinado por el aumento de ANG-II en el liquido folicular en el
momento de la desviacién. Este suceso coincide al mismo tiempo con el aumento de la
expresion de ARNm para la sintesis de E2 (Ferreira y cols., 2011, a, b), haciéndose
necesario en la oleada preovulatoria de LH inductora de la ovulacién (Portela y cos.,
2011). Las correlaciones encontradas entre el diametro folicular y las concentraciones de
E2, REN, ANG-Il y ALD en la yegua PRE podrian sugerir la existencia de mecanismos de
actuacion similares durante el periodo preovulatorio. No obstante, el hecho de que la
relacion del diametro folicular con la ANG-II sea mas débil que con otros componentes del
SRAA, podria indicar, a diferencia de lo que acontece en otras especies, que su papel no
es cuantitativamente significativo en el desarrollo folicular o bien, la existencia de
sustancias depresoras de este péptido durante este periodo. Se necesitarian futuros
estudios de investigacion para dilucidar la cadena de eventos fisiolégicos paracrinos
locales relacionados con la actividad del SRA en base al desarrollo folicular durante el
estro en la yegua.

Por el contrario, la ANG-Il regula la atresia folicular mediante apoptosis de las
células de la granulosa en roedores (Kotani y cols., 1999, de Gooyer y cols., 2004). De
hecho, la sobreexpresién de REN y ANG-II a nivel de los tejidos extrarrenales en ratas
transgénicas, incluyendo las células ovaricas, produce reduccion del nimero y tamario de
foliculos antrales (de Gooyer et al. 2004). Asimismo, en ovejas el diametro folicular y las
concentraciones de ANG-Il se correlacionan negativamente (Li y cols., 2004). Finalmente,
la PROREN se relaciona inversamente con los niveles de E2, favoreciendo la atresia
folicular en vacas (Schultze y cols., 1989, Mukhopadhyay y cols., 1991). Estas evidencias
sugieren que otros factores no dependientes del SRA podrian estar implicados en la
regulacion del desarrollo folicular en estas Ultimas especies.

5.2.1.4.-ESTRADIOL-178 Y PROGESTERONA

Como se ha citado en el apartado correspondiente a revision bibliografica, las
hormonas esteroideas son importantes reguladores de la fisiologia reproductiva en la
yegua. Concretamente, el E2 y la P4 intervienen promoviendo cambios comportamentales
y estructurales en el aparato reproductor en la yegua durante el ciclo estral (Ginther,
1992). Tanto la copula como la fertilizacion requieren la presencia de estrogenos,
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hormona responsable del aumento de vascularizaciéon, hiperemia, congestion,
edematizacién del tracto reproductivo, foliculogénesis y comportamiento de recepcion al
semental caracteristico de la hembra en celo. La P4 desempefia un papel preponderante
tras el establecimiento del CL durante el ciclo estral, si bien, su efecto mas destacado se
produce durante la prefez, relacionandose con la implantacion y supervivencia del
embrién a nivel uterino, favoreciendo del mismo modo, el desarrollo de la glandula

mamaria (Gerald y Albretch, 1995; Spencer y cols., 2004).

5.2.1.4.1.-ESTRADIOL-178

Las concentraciones de E2 mostraron un patrén de evolucién simultaneo al
experimentado por el didmetro folicular desde el comienzo del estudio hasta el dia previo
a la ovulacion. No obstante, dichos niveles estrogénicos permanecieron elevados hasta el
dia +1, momento en el que alcanzaron el pico maximo, aunque posteriormente derecieron

con medias superiores a las del inicio del estudio.

El patron de evolucion creciente mostrado por el didmetro folicular y las
concentraciones de E2 durante el periodo de crecimiento folicular confirma los resultados
de investigaciones precedentes realizadas en yeguas de la misma raza (/llera y cols.,
1993), arabes (Amer y cols., 2008), Caspian (Shirazi y cols., 2003), Miniatura (Gastal y
cols., 2009), ponis (Gastal y cols., 1999; 2009) y otras razas equinas (Ginther y cols.,
2005; Honnen y cols., 2011). Este incremento dual tiene implicaciones importantes a nivel
fisiologico, ya que proviene de la aromatizacién de andrdgenos a estrogenos a nivel de
las células de la granulosa del foliculo preovulatorio. Se trata de un proceso bicelular,
gobernado por las gonadotropinas FSH y LH. La LH, especificamente, regula la
biosintesis de andrdégenos a partir del colesterol a nivel de las células tecales, que
posteriormente seran aromatizados a estrégenos bajo la accion de la FSH (Ginther y
cols., 2004, a; Gastal y cols., 2009). Asi, las concentraciones de E2 seran proporcionales
al grado de desarrollo folicular y actividad ovarica durante el estro (Ginther y cols., 2004,
b; Medan y cols., 2004; Crowell-Davis, 2007; Amer y cols., 2008; Honnens y cols., 2011).
De ahi, que las correlaciones halladas en la mayoria de estudios, como PRE (r=0,74;
lllera y cols., 1993, Caspian (r=0,74; Shizari y cols., 2003) incluida las yeguas de este
estudio sean altamente significativas y positivas (r=0,89) entre ambos parametros. Esta
elevacion de E2 hacia el momento de la ovulacion implica la presencia de edema vy
ecotextura endometrial compatibles con la conducta de celo en la yegua (/llera y cols.,
1993; Gastal y cols., 2009).
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Las concentraciones preovulatorias de E2 en la yegua PRE fueron inferiores a las
presentadas previamente en yeguas de la misma raza (l/llera y cols., 1993) y arabes
(Amer y cols., 2008), si bien, el didmetro folicular maximo alcanzado en este ultimo
estudio fue ligeramente inferior. Estas diferencias en principio, podrian deberse al nimero
de foliculos presentes en cada yegua en el momento de la toma de muestras, ya que en
este estudio Unicamente se consideraron yeguas con un unico foliculo antral, de gran
tamano. Entre otros factores, deberian considerarse la época del afo en la que se

realizaron los estudios asi como el método de determinacién hormonal.

Por el contrario, en yeguas de otras razas, Ginther y cols. (2005) y Gastal y cols.
(2008) obtuvieron concentraciones inferiores a las de la yegua de este estudio, aunque el
diametro fue ligeramente superior. Dichos niveles méaximos de E2 inducen la oleada
preovulatoria de LH, necesaria para la maduracion final del ovocito y el establecimiento
del CL, asi como las modificaciones del aparato reproductor y manifestaciones
comportamentales tipicas de celo, garantizando la recepcién, transporte de
espermatozoides y fertilizacion del ovocito (Bergfelt, 2000, Crowell-Davis, 2007).

Como se ha expresado previamente, las concentraciones de E2 continuaron
elevandose hasta el dia posterior a la ovulacion en la yegua PRE. Este resultado no es
sorprendente, ya que diversas investigaciones han mostrado que la duracion de este pico
de E2 puede ser incluso superior (24-48 horas post-ovulacién), aunque declina
posteriormente (Pattison y cols., 1974; Noden y cols., 1975; Plaschka y cols., 1993;
Shirazi y cols., 2003). Este descenso de E2 induce la finalizacion del comportamiento de
celo (Ginther y cols., 2001; Yougquist y Threlfall, 2007; Donadeu y Pedersen, 2008;
Gastal, 2009; Stabenfeldt y cols., 2010), presentando gran variabilidad entre yeguas. Asi,
mientras que en algunos estudios el declive se produce en el momento de la ovulacién
(Shirazi y cols., 2003; Amer y cols., 2008; Gastal y cols., 2009; Honnen y cols., 2011), en
la yegua PRE se alcanzaron niveles minimos al 5° dia post-ovulacion. En opinion de los
autores, las variaciones entre resultados podrian derivarse de las divergencias en el
tamano folicular, momento de la estacion de cria, edad de la yegua asi como el método

empleado en las determinaciones hormonales.

Las correlaciones halladas entre E2 y REN y E2 y ALD durante el periodo
preovulatorio fueron altamente significativas, marcando un notable grado de relacién
entre dichos parametros, si bien, fue menos intensa con la ANG-II. Diversos experimentos
cientificos realizados en distintas especies, incluida la mujer, sugirieron que los
estrégenos activan mecanismos tisulares o plasmaticos relacionados directamente con la
sobreexpresiéon de AOGEN (Sealey y cols., 1987; Gordon y cols., 1992; Sealey y cols.,
1994; Kuroski de Bold, 1999; Sanada y cols., 2001; Oelkers, 2002; Komukai y cols., 2010)
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y REN (Sealey y cols., 1987; Rubattu y cols., 1991; Chen y cols., 1992; Brosnihan y cols.,
1997; Kuroski de Bold, 1999; Sanada y cols., 2001; Oelkers, 2002; Taofeek y cols., 2004),
aunque inhiben la actividad de la ECA y la ANG-IlI (Gallagher y cols., 1999, Keam y
Wagstraff, 2002). En estas circunstancias, tanto el AOGEN, PROREN como la REN
activa evolucionan simultdneamente hacia el momento de la ovulacion.

El mecanismo por el cual los estrogenos participan en la sintesis de AOGEN se
fundamenta en que la region del promotor del gen que codifica el AOGEN es sensible a
este esteroide (Wheeler y cols., 1997). De hecho, la administracién de estrégenos
favorece la sintesis y liberacién hepatica de dicha proteina (Gordon y cols., 1992). Estas
evidencias experimentales se han puesto de manifiesto en terapias de sustitucion
hormonal en mujeres menopausicas (Jespersen y cols., 1983) y en tratamientos con
anticonceptivos orales (Oelkers, 1996), especialmente en los farmacos mas clasicos, con
dosis elevadas de estrogenos. En la actualidad, los anticonceptivos modernos llevan
dosis estrogénicas inferiores, por lo que aunque inducen incremento de AOGEN, no
modifican substancialmente los niveles de ANG-Il, disminuyendo el riesgo de
hipertension.

Esta aparente disociacién entre la ARP, ANG-1l y ALD en respuesta al AOGEN se
ha atribuido a la reduccién de la expresién del ARNm de la ECA (Gallagher y cols.,
1999), descenso de la sensibilidad tisular a la ANG-Il (Nickenig y cols., 1998;
Krishnamurthi y cols., 1999), y disminucién de la expresion de los receptores AT1 a nivel
tisular, como ha sido observado en la mujer (Oelkers, 1996), en la perra (Taofeek y cols.,
2004) y animales de experimentacion (Krishnamurthi y cols., 1999). A nivel central, los
estrogenos también suprimen la expresién del receptor AT1 hipofisario, reduciendo la
sintesis de ACTH y la produccién de ALD (Roesch y cols., 2000).

Entre otros factores relacionados con la disociacién entre la REN y la ALD
inducida por el AOGEN destaca el efecto feedback negativo ejercido por la ANG-Il sobre
la sintesis de REN (Brosnihan y cols., 1999; Oelkers, 1996; 2002; Seely y cols., 2004;
Prime y cols., 2007; Schunkert y cols., 1997; Xu y cols., 2008) y modificaciones de los
patrones de sintesis de péptidos derivados de la ANG a nivel tisular, como la ANG (1-7).
Esta desviacion de la sintesis de péptidos via inhibicion de la actividad de la ECA
(Brosnihan y cols., 1999), frena la activacion del SRA. De hecho, el tratamiento con E2
incrementa los efectos vasodilatadores (Brosnihan y cols., 1997; Miller y Ducklesm 2008;
Komukai y cols., 2010), debido al aumento de la liberacién de ANG (1-7) y NO a nivel
endotelial (Chen y cols., 2007). La NO al mismo tiempo puede desequilibrar los
receptores AT1 a nivel tisular, vascular y en las glandulas suprarrenales (Usui y cols.,
1998), mitigando las acciones directas de la ANG-Il. De forma contraria, la ovariectomia
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reduce la expresion del ARNm de la REN renal en diversas especies (Chen y cols., 1992;
Gordon y cols., 1992; Schunkert y cols., 1997; Seely y cols., 2004), aunque en algunas
condiciones los niveles de ANG-II se mantienen (Xu y cols., 2008).

La estrecha relacion mostrada entre los estrogenos, REN y ALD durante el periodo
pre y ovulatorio en la yegua PRE podria sugerir que la activacion del SRAA seria
dependiente de estos esteroides. Sin embargo, se desconoce el efecto de la utilizacion de
estrégenos sobre dichos componentes y el grado de actividad del SRAA. Seria
interesante en un futuro determinar cémo influyen estos esteroides sobre la sintesis de
AOGEN, REN y ALD, asi como las implicaciones a nivel cardiovascular y reproductivo
que podrian derivarse de su aplicacion.

5.2.1.4.2.-PROGESTERONA

Las concentraciones de P4 mostraron un descenso inicial desde el comienzo del
estudio hasta el dia de la ovulacion, seguido de una elevacion progresiva y significativa
hasta el 5° dia post-ovulacion.

En la yegua, los niveles de P4 inferiores a 1 ng/ml durante el periodo preovulatorio
definen especificamente las modificaciones especificas del aparato reproductor y la
conducta de celo relacionadas con la fase folicular en esta especie (Ginther, 1992; Daels
y Hughes, 1993; Kelley, 2009), corroborando los resultados de estudios precedentes
durante el mismo periodo (Vivo y cols., 1986; McMeen, 2002; Nagy y cols., 2004; Bergfelt
y Adams, 2007)

Tras la ovulacion, la dinamica creciente experimentada por la P4 se relaciona con
la luteinizacién de las células de la granulosa tras el pico de LH inducido por la accién de
los estrogenos (McMeen, 2002; Nagy y cols., 2004; Bergfelt y Adams, 2007). Este primer
incremento de P4 en la yegua PRE tiene lugar a las 24 horas de la ovulaciéon y confirma
los resultados obtenidos en diversas investigaciones en esta especie (Plotka y cols.,
1972; Meineck y cols., 1987; Shirazi y cols., 2003; Nagy y cols., 2004).

No obstante, con muestreos més frecuentes se ha mostrado que este aumento
significativo se produce a la 10 o 12 horas post-ovulacion, siendo altamente variable entre
yeguas (6-60 horas) (Plotka y cols., 1975; Pipkin y cols., 1987; Townson y cols., 1989;
Koskinen y cols., 1990; Nagy y cols., 2004). Dicha variabilidad podria estar relacionada
con la capacidad secretora del CL o bien con la tasa de catabolismo hormonal de la P4.
Esta ultima observacion al mismo tiempo, podria explicar las mayores concentraciones
plasmaticas de P4 en ponis que en yeguas durante los primeros 5 dias del diestro
(Squires y cols., 1974; Townson y cols., 1989; Nagy y cols., 2004). No obstante, se ha
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sugerido que los principales factores que alteran los niveles de P4 en yeguas no
gestantes se relacionan con el dia del ciclo, estacion, numero de ovulaciones y el
momento en el que se produce especificamente la segunda ovulacién. De hecho, las
yeguas con doble ovulacidon presentan concentraciones de P4 significativamente
superiores a las de ovulacion simple (Nagy y cols., 2004).

Los elevados niveles de P4 alcanzados en el 5° dia post-ovulacién en la yegua
PRE serian indicativos de madurez funcional del CL (Nagy y cols., 2004; Bergfelt y
Adams, 2007). No obstante, algunos estudios han sugerido que las células de la
granulosa podrian luteinizarse de forma previa a la ovulacién (Tucker y cols., 1991;
Collins y cols., 1997). Esta luteinizacion anticipada induce sintesis prematura de P4, que
progresivamente incrementa para alcanzar concentraciones de 4 a 22 ng/ml en el 5° dia
post-ovulacién (Adams y Bosu, 1988). Dicha produccién preovulatoria de P4 podria ser el
origen del descenso plasmatico de E2 al final del estro en algunas yeguas ( Tucker y cols.,
1991). Estos resultados contrastan con los obtenidos en las yeguas PRE de este estudio,
ya que no se produjo descenso de E2 ni aumento de P4 a lo largo del periodo

preovulatorio, a pesar de las diferencias producidas durante el diestro.

Este incremento de P4 durante el periodo luteal se ha relacionado con la sintesis
de ALD, a pesar de la intervencion de otros factores, como el Na, K o ACTH. No obstante,
las correlaciones mostradas entre la P4 y ALD (r=0,66), ALD y Na (r=-0,13) y ALD y K (r=-
0,13) podrian sugerir como se ha expresado previamente, que la P4 es el factor que
mayoritariamente contribuye a la sintesis de ALD en la yegua PRE durante el diestro. La
unién de la ALD al receptor mineralocorticoideo situado a nivel de las células de los
tubulos colectores de la nefrona distal, permite la reabsorcion de Na y retencion de
fluidos. Este receptor tiene la misma afinidad para la P4 y la ALD (Hurwitz y cols., 2004),
de forma que cuando se une la P4, al tratase de un inhibidor competitivo de la ALD,
antagoniza sus efectos, induciendo un efecto natriurético transitorio, como ha sido puesto
de manifiesto en humanos (Myles y Funder, 1996; Oelkers, 1996) y animales de
experimentacion (Wambach y Higgins, 1978). Este estado natriurético inicial inducido por
la P4 provoca la activacién compensatoria del SRA, y aumento de la sintesis de ALD
(Chidambaram y cols., 2002; Hirshoren y cols., 2002; Ounis-Skali y cols., 2006). Estas
evidencias se fundamentan en resultados aportados por estudios experimentales
realizados en la mujer y en animales de experimentacion. Asi, la adicién de P4 in vitro a
células aisladas a partir de la zona glomerulosa favorece la sintesis de ALD, en roedores
(Szmuilowicz y cols.2006). Asimismo, el tratamiento con P4 exdgena durante largos
periodos de tiempo también incrementa significativamente la ALD en la mujer
(Stanchenfeld y Taylor, 2005), sin modificaciones en la ARP, ANG-1l y EU de Na.
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No obstante, la administracién simultdnea de P4 y estrogenos incrementa la ARP,
ANG:-II, ALD, con disminucion de la EU de Na, en la mujer (Stanchenfeld y Taylor, 2005;
2007; Stachenfeld y cols., 2005). Por tanto, ambas hormonas serian las responsables de
la actividad del SRAA durante el periodo luteal en esta ultima especie. Esta evidencia
contrasta con la mostrada en la yegua, ya que las correlaciones encontradas entre E2 y
ALD durante la fase luteal sugieren que el incremento de actividad del SRAA esta
mediado por P4, con escasa participacion de los estrogenos en la sintesis de REN.

Estos resultados confirman las evidencias previas precedentes que describieron
que la P4 es la unica hormona inductora de ALD via SRA (Orshal y Khalil, 2004), ya que
los estrdégenos inhiben dicha respuesta (Schunkert y cols., 1997; Seely y cols., 1999). En
la yegua PRE se desconoce si existen mecanismos adiccionales que contribuyen al
incremento de ALD, a pesar del efecto antimineralocorticoideo de la P4 durante la fase
luteal. Se necesitarian futuros estudios de investigacién para definir mas concretamente
las modificaciones en la ALD mediada por la P4 u otros factores durante el periodo luteal
en la yegua PRE.

Como resumen de este apartado, en base a los resultados obtenidos se puede
concluir que el desarrollo folicular durante el periodo ovulatorio en la yegua PRE esta
relacionado intimamente con los niveles de E2 y con la actuacién de la REN y ALD. Sin
embargo, aunque no se descarta la participacién de la REN, ANG-Il y otros factores,
como el CORT vy los electrolitos plasmaticos, la P4 es el factor que mayoritariamente
contribuye a la sintesis de ALD y por tanto, a la actividad del SRAA durante el periodo
luteal en la yegua PRE.

5.2.2.-EVOLUCION DE LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS DURANTE EL CICLO
ESTRAL EN LA YEGUA PRE

5.2.2.1.-VALOR HEMATOCRITO

Segun confirmé el analisis estadistico el valor HTO mostr6 un incremento
significativo hacia el dia de la ovulacién, en ausencia de variaciones pre y post-

ovulatorias.

Esta dinamica en la yegua PRE contrasta con la descrita previamente en yeguas
de la misma raza (Plaschka y cols., 1993). Aunque este Ultimo estudio mostré ausencia
de modificaciones entre los dias -4 y +4 del ciclo, el valor medio minimo se alcanz6 el dia
de la ovulacién. En esta ultima investigacion los valores medios diarios también fueron
inferiores a los del presente estudio, aunque se llevd a cabo en un niamero reducido de

animales. Esta discrepancia entre resultados podria relacionarse con el numero de
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animales utilizados en los estudios y la metodologia empleada en el analisis laboratorial,
aunque no deben obviarse factores como el momento estacional de las venipunciones, la
presencia de los ritmos circadianos asi como la dieta suministrada a los animales, entre
otros.

En hembras de diversas especies, como la mujer (Vellar, 1974; Dapper y Didia,
2002), oveja (Krajnicakova y cols., 1995), vaca (Soliman y Zaki, 1963) y animales de
experimentacion (Harewood y cols., 1996) también se han descrito modificaciones
hematolégicas similares a la de la yegua PRE. La fase folicular en estas especies se
caracteriza por incremento del valor HTO, mas notable hacia el momento de la ovulacion.
Estas variaciones se han relacionado con las modificaciones morfol6gicas y funcionales
del aparato reproductor asi como la influencia de los estrégenos durante el estro. No
obstante, en la yegua las bajas correlaciones encontradas entre el valor HTO y los niveles
de E2 (r=0,09) descartan algun tipo de influencia hormonal estrogénica sobre la
eritrocitemia, a pesar de la similitud en la evolucién de ambos parametros. Podria
sugerirse la intervencién de otros factores en las modificaciones de la eritrocitemia

durante el periodo ovulatorio en la yegua PRE, como la influencia del estrés.

Aunque se desconoce si el momento del ciclo puede estar relacionado con el
estrés, algunas investigaciones han determinado la influencia del entrenamiento sobre
determinados parametros fisioldgicos indicadores de estrés en yeguas (Gorecka y cols.,
2004, Hedberg y cols., 2005). Segun indicaron estos estudios, las yeguas son mas
receptivas al entrenamiento durante el diestro, ya que la frecuencia cardiaca aumenta
durante el periodo pre y ovulatorio. Estas observaciones sugieren que en comparacion
con la fase folicular, el periodo luteal se caracteriza por menor presencia de estrés
(Gdrecka y cols., 2004, Hedberg y cols., 2005). Si se extrapolan los resultados a las
yeguas de este estudio, podria sugerirse que el estrés que caracteriza la conducta de
celo en la yegua conduciria al incremento del valor HTO, de forma secundaria a la
liberacién de catecolaminas y posterior esplenocontraccion (Persson, 1967; Schalm y
Carlson, 1982; Nagata y cols., 1999; Thornton, 2000).

Algunas investigaciones han relacionado la actividad del SRAA vy la eritrocitosis
que se produce en una gran variedad de condiciones clinicopatologicas (Stephen y
Lindop, 1998; Coulthrard y Lamb, 2002). De forma experimental, la eritropoyesis
incrementa tras la administracion de REN o ANG-Il (Mrug y cols., 1997; Freudenthaler y
cols., 1999; Gossmann y cols., 2001). No obstante, aunque algunos estudios in vitro
(Rodgers y cols., 2000) e in vivo (Kato y cols., 2005) sugieren un papel directo de la ANG-
Il sobre la estimulacién de la proliferacion de progenitores eritroides de la médula ésea
(BFU-E) via receptores AT1, otras investigaciones describen efectos inhibitorios (Brunet
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de la Grange y cols., 2002). Aunque la REN, ANG-II, ALD y el valor HTO mostraron una
dinamica creciente a lo largo del periodo preovulatorio en la yegua PRE, el analisis
estadistico no revel6 alguna relacién entre ellos. En base a estos resultados, se sugiere
que la contribucion de los componenentes del SRAA a la dinamica eritrocitaria durante el
periodo preovulatorio es escasa en la yegua PRE, por lo que no se descarta la
intervencion de otros factores no dependientes de REN, ANG-Il o ALD.

A diferencia de lo que acontece en la yegua, un estudio realizado en la mujer
mostré6 descenso de la concentracion de HB durante el periodo ovulatorio. Dicha
disminucion de HB se ha relacionado primariamente con pérdidas de sangre durante la
menstruacion y depresion de la sintesis y respuesta medular a la EPO, en respuesta a los
estrégenos (Hallberg, 1979; Javaid y cols., 2007). No obstante, este efecto presente
durante la fase folicular, es antagonizado por la P4 al comienzo del periodo luteal.

Aunque algunas investigaciones realizadas en perras (Mshelia y cols., 2005),
vacas (Ahmadi y cols., 2006) y yeguas de la misma raza (Satué y Calvo, 2010) no han
revelado modificaciones en el valor HTO durante el ciclo estral, la mayoria de estudios
realizados en yeguas han mostrado que el ciclo reproductivo altera substancialmente la
dinamica eritrocitaria en la yegua. En yeguas gestantes de diversas razas como, PSI,
Arabes, PRE de Estirpe Cartujana, Brasilefias y Bretonas, esta respuesta representa un
incremento significativo del valor HTO durante el periodo gestacional (Berlink y cols.,
2000; Satué, 2004; Galindo y cols., 2007; Satué y cols., 2010), respecto al de yeguas
ciclicas fisiolégicamente normales (Gill y Wanska, 1978; Lumsden y cols., 1980; Plotka y
cols., 1988; Harvey y cols., 1994, Galindo y cols., 2007). Estas modificaciones en los
componentes sanguineos se han relacionado con los requerimientos metabdlicos
necesarios para el desarrollo fetal y la lactacion durante el ciclo reproductivo (Harvey y
cols., 1994; Fowden y cols., 2000; Satué y cols., 2010).

Un estudio realizado en yeguas PSI describié la aparicion de una anemia de
intensidad ligera durante el ultimo periodo de gestacion (Trum, 1951). Esta observacién
en la yegua coincide con los resultados de diversas investigaciones realizadas en la
mujer (Bailit y cols., 2007), vaca (Steinhardt y cols., 1994), perra (Mshelia y cols., 2005),
cerda (Zvorc y cols., 2006), cabra (Azab y Andel Maksoud, 1999), elefante hembra
(Ratnassooriya y cols., 1993) y primates (Harewood y cols., 1996). La disminucion de la
eritrocitemia se ha asociado con el incremento del VP secundario a la retencion de agua 'y
Na a nivel renal, debido a la actuacién de la REN y ALD bajo la accion de los estrogenos.
La hipervolemia inducida por la gestacién se hace necesaria para atender las demandas
del utero gravido, proteger a la madre y al feto de los efectos perjudiciales de la
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disminucion del retorno venoso y evitar que la madre padezca los efectos adversos de la
pérdida de sangre durante el parto (McMullin y cols., 2003).

5.2.3.-EVOLUCION DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS DURANTE EL CICLO
ESTRAL EN LA YEGUA PRE

5.2.3.1.-CONCENTRACION PLASMATICA DE ELECTROLITOS
5.2.3.1.1.-SODIO

Las concentraciones de electrolitos junto con el valor HTO fueron las variables que
menos se modificaron a lo largo del ciclo estral en la yegua PRE, segun revel6 el analisis
de variacion. Asi, la natremia mostr6 una disminucion significativa el dia previo respecto

al dia de la ovulacion, en ausencia de modificaciones durante el periodo luteal.

En comparacién con los resultados aportados en este estudio, en yeguas de raza
arabe (Ali y cols., 2010; Meliani y cols., 2011) y PSI (Lumsden y cols., 1980) se han
descrito niveles plasmaticos de Na ligeramente inferiores. Segun el estudio de Meliani y
cols. (2011), las yeguas postparto presentan cifras de natremia significativamente
inferiores a la de yeguas gestantes, infértiles y potras, estableciéndose un ratio Na/K de
40,4+7,3 en yeguas no gestantes (Lumsden y cols., 1980) frente a 43,15+3,60 en yeguas
posparto (Meliani y cols., 2011), ambos superiores a los mostrados en la yegua PRE
(Na/K=34,19). Aunque no podemos precisar exactamente, el origen de estas
discrepancias podria depender de factores relacionados con las condiones climaticas de
humedad y temperatura, la region geografica en la que se realizaron los estudios asi
como el momento estacional de las venipunciones. No obstante, se han descrito cifras
superiores (Plaschka y cols., 1996; Satué y Domingo, 2011) e inferiores (Harvey y cols.,
2005) en yeguas gestantes de esta y otras razas, respecto a las de las yeguas no
gestantes de este estudio. En opinidon de los autores, las diferencias en los niveles de
electrolitos entre yeguas de diferentes categorias reproductivas podrian estar
relacionadas con las necesidades especificas y con el patron endocrinolégico dominante
dentro de cada fase, aunque presenta gran variabilidad interindividual.

Este patrén creciente experimentado por la natremia en la yegua es mas reducido
que en la mujer, evidenciandose desde el inicio hasta final de la fase folicular,
coincidiendo con el momento de la ovulacién (Dadlani y cols., 1982; Mira y cols., 1984).
Dicha respuesta se ha relacionado con la sintesis y liberacién de estrégenos, que
experimenta un patrén bifasico sobre la EU y fecal de Na, favoreciendo la pérdida inicial,
seguida de un periodo de retencién mas tardio, como se ha motrado en la mujer (Keller-
Wood, 2000; Sims y cols., 2008) y en la yegua (Kinslow y cols., 1995; Collins y cols.,
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1997). Estos hechos fisiologicos también se han puesto de manifiesto en ovejas
(Krajnicakova y cols., 1993), si bien, el celo en esta especie se relaciona mas
marcadamente con excrecién de Na (Michell, 1979; Keller-Wood, 2000). Contrariamente a
lo que ocurre en la mujer, este patrén se modifica tras la ovulacién hacia la retencién de
Na en la oveja (Michell, 1979; Krajnicakova y cols., 1994). Estas evidencias confirman
hechos fisiol6gicos como la retencién de Na que tiene lugar durante la fase luteal, periodo
directamente relacionado con la secrecion de ALD (Michelakis y cols., 1975; Janowsky y
cols., 2002) y otras hormonas, como la AVP. En referencia a estos acontecimientos,
Keller-Wood (2000) documentaron que los esteroides gonadales estimulan la secrecién
de AVP, implicada también en la retencién de fluidos. A diferencia de la mujer, en la vaca
la natremia no se relaciona con la dindmica de la P4 (Hugentobler y cols., 2010).

La ausencia de modificaciones en la natremia durante el periodo luteal en la yegua
PRE confirma los resultados de un estudio realizado en bufalas (Arshad y cols., 2005) y
contrasta con las evidencias experimentales en la mujer. De hecho, la fase luteal en la
mujer, segun algunos estudios se caracteriza por descenso de las concentraciones
plasmaticas de Na (Dadlani y cols., 1982; Mira y cols., 1984; Lanje y cols., 2010)
relacionado con el aumento de ADH (Forsling y cols., 1981) asi como con el efecto
antagonico entre la P4 y ALD a nivel del receptor mineralocorticoideo (Landau y Lugibihl,
1958). Por tanto, las variaciones en los patrones de electrolitos estdn intimamente
relacionadas con la actuacion de las hormonas ALD, P4 y ADH sobre la funcion renal,
favoreciendo el mantenimiento del equilibrio de fluidos y electrolitos durante el ciclo. Estas
teorias se apoyan en hechos fisiolégicos basados en que la ingestion de alimentos (Sims
y cols., 2008) y la ovariectomia en ovejas (Michell y Noakes, 1985) no modifican el patron
de excrecion de Na. Las bajas correlaciones encontradas entre E2, P4 y Na en la yegua
PRE no han podido explicar hechos fisiolégicos relacionados con la elevacién de la
natremia y natriuresis que se ponen de manifiesto durante la fase folicular y luteinica del
ciclo, de forma respectiva. En opinion de los autores, se necesitarian futuros estudios de
investigacion para evaluar la excrecion de Na, la posible existencia de natriuresis y los
mecanismos hormonales compensatorios del restablecimiento de la natremia durante el

ciclo estral en la yegua.

5.2.3.1.2.-POTASIO

Las concentraciones de K fluctuaron significativamente durante el periodo
preovulatorio, experimentando un pico significativo el dia posterior a la ovulacion. Los
resultados medios de la calemia en la yegua PRE fueron superiores a los obtenidos en
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yeguas no gestantes de raza éarabe (Ali y cols., 2010; Meliani y cols., 2011) y PSI
(Lumsden y cols., 1980) y yeguas gestantes de la misma raza (Satué y Domingo, 2011).
No obstante, se han establecido cifras de K en diferentes categorias reproductivas,
obteniéndose valores medios de 5,19 mmol/l en yeguas fértiles, 2,99 mmol/l en gestantes
y 4,31 mmol/l en subfértiles (Naheed, 2004; Meliani y cols., 2011). En yeguas PSI,
Quarter Horse, Saddlebred, Standardbred y Morgan Harvey y cols. (2005) describieron
una reduccion de la calemia durante las primeras fases de la gestacién, coincidiendo con
el periodo de lactacion. Este declive se relacion6 con la pérdida de K plasmatico para la
formacion de la leche (Peaker y cols., 1979; Rook y cols., 1997). Estos resultados
corroboran los descritos previamente por Naheed (2004), ya que en las yeguas postparto
la calemia disminuye frente a las gestantes, infértiles y potras. Al igual que sucede con la
natremia, las diferencias en la calemia entre yeguas de diferentes categorias podrian
relacionarse con las necesidades especificas en cada periodo, aunque se ha sugerido
que patrén endocrinolégico también podria inducir algunas de las modificaciones.

Los resultados en la yegua PRE confirman parcialmente los obtenidos en mujeres
y ovejas. De hecho, en la mujer la fase luteal se caracteriza por incremento de K (Dadlani
y cols., 1982; Mira y cols., 1984; Lanje y cols., 2010), aunque este ultimo es variable
pudiendo no manifestarse o disminuir (Michell, 1979; Keller-Wood, 2000). Sin embargo, la
natremia y la calemia se incrementan considerablemente hacia el momento de la
ovulacion en mujeres (Dadlani y cols., 1982; Mira y cols., 1984) y ovejas (Hawk y cols.,
1961; Krajnicakova y cols., 1993). Estas evidencias se fundamentan en hechos
fisiolégicos como la disminucién de la EU de K que tiene lugar durante el celo en la mujer
(Michell, 1979; Keller-Wood, 2000), si bien, esta idea no es defendida por todos los
investigadores (Reich, 1962). En opinion de los autores, las diferencias en el patrén
endocrinologico especifico a nivel de especie, el momento estacional de la toma de
muestras sanguineas, podrian ser algunos de los factores determinantes de tales

variaciones

5.2.3.1.3.-CLORO

Las concentraciones de Cl mostraron dos elevaciones a lo largo del periodo
analizado, ambas significativas estadisticamente. El primero de ellos tuvo lugar el dia de
la ovulacion, mientras que el segundo se produjo mas tardiamente (dia 3 post-ovulacion),
declinando posteriormente.

Las investigaciones que evaltan la evolucién de la calemia durante el ciclo

reproductor en la yegua son muy escasas y contradictorias. Asi, los niveles medios de Cl

118



durante la fase luteal en la yegua PRE fueron similares a los descritos previamente en
yeguas gestantes de la misma raza (Plaschka y cols., 1996, Satué y Domingo, 2011) y
yeguas PSI, Quarter Horse, Saddlebred, Standardbred y Morgan (Harvey y cols., 2005).
No obstante, mientras que Plaschka y cols. (1996) y Satué y Domingo (2011) no
evidenciaron modificaciones en el periodo gestacional, Harvey y cols. (2005) revelaron un
pico de cloremia antes del parto. Aunque estos ultimos investigadores no encontraron una
explicacion razonable a estos hechos, tal vez la dindmica hormonal presente en la
hembra durante este periodo podria estar relacionada con estas modificaciones. No
obstante, aunque la cloremia se correlaciona estrechamente con las concentraciones de
P4 durante el periodo luteal, en la mujer (Michelakis y cols., 1975; Janowsky, y cols.,
2002), estos hechos no se han confirmado en la vaca (Hugentobler y cols., 2010) ni en
las yeguas PRE de este estudio.

En vacas, se ha mostrado que los niveles intrafoliculares y plasmaticos de Cl se
correlacionan positivamente con el diametro del foliculo preovulatorio (LeRoy y cols.,
2004), estableciéndose una asociacion significativa positiva entre los niveles
intraoviductales y plasmaticos de dicho electrolito (Hugentobler y cols., 2007). Estas
interrelaciones podrian reflejar la influencia de los cambios metabdlicos plasmaticos a
nivel del liquido folicular, hechos fisiolégicos que podrian estar intimamente relacionados
con la calidad del ovocito y de las células de la granulosa del foliculo preovulatorio.
Aunque los electrolitos Na y K no se correlacionan estrechamente con el didmetro
folicular en la yegua PRE, no se descarta algun tipo de participacién de este electrolito en

la dinamica de crecimiento folicular.

En resumen, aunque los parametros hematoldgicos y bioquimicos se modifican
sensiblemente durante el periodo periovulatorio en la yegua PRE, estas alteraciones
podrian estar relacionadas con las necesidades especificas del periodo reproductivo, ya
que ambos son independientes de la dindmica endocrinolégica dominante y de la
influencia de los niveles de REN, ANG-Il y ALD durante el ciclo estral. En opinién de los
autores, se necesitarian futuras investigaciones para evaluar los mecanismos hormonales
compensatorios del restablecimiento de la natremia, calemia y cloremia en la yegua PRE
durante el ciclo estral.
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6.-CONCLUSIONES

PRIMERA. En la yegua PRE, el incremento de actividad del Sistema Renina Angiotensina
Aldosterona es una condicion fisiolégica del ciclo estral, aunque la participacién es
distinta segun el perfil endocrinol6égico de cada fase.

SEGUNDA. La fase folicular y mas concretamente el periodo ovulatorio en la yegua PRE
se caracteriza por incremento progresivo del diametro folicular y las concentraciones de
estradiol-17p3, renina, angiotensina Il y aldosterona, sugiriendo el efecto estimulatorio de
los estrégenos sobre los componentes del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona y

estos a su vez, en el desarrollo folicular.

TERCERA. Las interrelaciones positivas exhibidas entre el diametro folicular, estradiol-
178 y cortisol durante el periodo ovulatorio en la yegua PRE, a diferencia de lo que
acontece en otras investigaciones realizadas esta misma especie, podrian sugerir la
posible influencia estimulatoria del cortisol sobre la dindmica de desarrollo folicular, y que
la sintesis enddégena de estradiol podria favorecer la liberacion adrenal de cortisol.

CUARTA. Aunque las concentraciones de renina y cortisol exhiben un cierto grado de
relacion, no revelan una implicacién directa de la cortisolemia sobre el Sistema Renina

Angiotensina durante la fase folicular.

QUINTA. La inexistencia de relaciéon entre el valor hematocrito, estradiol-17, renina,
angiotensina Il y aldosterona descartan algun tipo de influencia de los estrégenos y de los
componentes del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona sobre la dinamica eritrocitaria
durante el periodo ovulatorio en la yegua PRE.

SEXTA. La disociacion manifestada entre la renina y angiotensina Il y angiotensina Il y
aldosterona apunta por un lado, que la génesis de angiotensina |l podria ser no
dependiente de renina o la existencia de efectos depresores hormonales sobre este
péptido, y por otro lado, que aunque la angiotensina Il interviene en la secrecion de
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aldosterona, su contribucién no es cuantitativamente significativa durante el periodo luteal
en la yegua PRE.

SEPTIMA. La estrecha relacién exhibida entre las concentraciones de progesterona y
aldosterona unida a la inexistencia de relacion entre el estradiol-17 y renina, y estradiol-
178 y aldosterona, sugieren que a diferencia de la mujer, la progesterona estéa implicada
directamente en la secrecion de aldosterona, excluyendo a los estrogenos de la
activacion del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona durante el periodo luteal en la
yegua PRE.

OCTAVA. La ausencia de relacién entre las concentraciones de electrolitos, sodio,
potasio, cloro, y esteroides ovaricos, estradiol-17f y progesterona, podria sugerir que el
incremento de natremia y natriuresis evidentes durante la fase folicular y luteinica
relacionadas con la dindmica endocrinolégica en otras especies, no se manifiestan en la
yegua PRE durante el ciclo estral.

NOVENA. Los datos hematolégicos, bioquimicos y hormonales medios en la yegua PRE
manifiestan un caracter homogéneo en relaciéon a los resultados aportados en animales

de esta y otras razas equinas durante el mismo estadio del ciclo reproductivo.
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7.-RESUMEN

SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA DURANTE EL CICLO ESTRAL
EN LA YEGUA PURA RAZA ESPANOLA: INTERRELACIONES CON OTRAS
HORMONAS Y CON EL ESTADO HIDROELECTROLITICO

En hembras de diversas especies los componentes del Sistema Renina
Angiotensina Aldosterona estan implicados en funciones reproductivas que tienen lugar
especificamente durante el ciclo estral, que abarcan foliculogénesis, maduracion
ovocitaria, ovulacion, desarrollo del cuerpo luteo y esteroidogénesis. Sin embargo, hasta
la actualidad estos mecanismos permanecen desconocidos en la yegua. Por este motivo,
los objetivos planteados en la presente investigacion han sido los siguientes: 1)
Establecer valores hematoldgicos, bioquimicos y hormonales de referencia en yeguas
PRE ciclicas fisiologicamente normales; 2) Analizar el efecto del ciclo estral sobre el perfil
hematico, bioquimico y hormonal en la yegua y 3) Valorar la implicacién del estradiol-17f,
progesterona, cortisol, valor hematocrito, sodio, potasio y cloro sobre los componentes del
SRAA durante el ciclo estral en la yegua PRE.

Se ha estudiado un total de 25 yeguas PRE con edades comprendidas entre 5 y
15 anos, a lo largo del periodo del ciclo estral comprendido entre los dias -5 y dia +5,
considerando el dia 0, el dia de la ovulacion. Se obtuvieron diariamente muestras de
sangre venosa matinales a lo largo del periodo del ciclo considerado. De la extraccién
realizada a cada yegua, se separaron dos fracciones, almacenandose en cantidades
similares en tubos con heparina-litio y tubos de vidrio con activadores de la coagulacion,
para la extraccion de plasma y suero, de forma respectiva. Previamente a la
centrifugacion de la sangre anticoagulada en heparina-litio, se procedié a la realizacion
del microhematdcrito. En plasma se analizaron las concentraciones de electrolitos, sodio,
potasio y cloro utilizando el analizador con electrodos selectivos, respectivamente. Las
concentraciones de renina, angiotensina, aldosterona, cortisol, estradiol-1783, vy
progesterona se analizaron en suero empleando técnicas inmunoenzimaticas de

competicion.

La fase folicular se caracteriza por incremento progresivo del diametro folicular y
las concentraciones de estradiol-173, renina, angiotensina Il, aldosterona, cortisol y
hematocrito, sugiriendo la implicacion directa de dichos parametros en el desarrollo
folicular y la ovulacién. La relacion positiva y significativa que experimenta la

progesterona y aldosterona, unida a la disociacibn mostrada entre la renina y
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angiotensina Il, y angiotensina Il y aldosterona podrian indicar que la génesis de
angiotensina |l no es dependiente de renina o bien, que podrian existir algunos efectos
depresores de este péptido durante el periodo luteal. Asimismo, aunque la angiotensina
Il interviene en la secrecibn de aldosterona, su contribucibn no parece ser
cuantitativamente significativa, por lo que habria que considerar otros factores no
dependientes del Sistema Renina Angiotensina en la yegua PRE durante el diestro.

En conclusién, el estado fisiolégico del ciclo estral modifica significativamente los
parametros hematolégicos, bioquimicos y hormonales en la yegua PRE. El ciclo estral se
caracteriza por una marcada actividad del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona,
aunque los componentes presentan actuaciones diferentes dependientes del perfil
endocrinoldgico en cada periodo del ciclo.

PALABRAS CLAVE. Bioquimica. Ciclo Estral. Hematologia. Hormonas. Reproduccion.
Sistema Renina Angiotensina Aldosterona. Yegua.
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8.-SUMMARY

RENIN ANGIOTENSIN ALDOSTERONE SYSTEM DURING THE ESTROUS CYCLE IN
SPANISH PUREBRED MARES: INTERRELATIONSHIP WITH OTHER HORMONES
AND WITH HYDROELECTROLYTIC STATUS

In females of various species the components of the renin-angiotensin-aldosterone
(RAAS) are involved in reproductive functions that occur specifically during the estrous
cycle, covering folliculogenesis, oocyte maturation, ovulation, luteal development and
steroidogenesis. However, these mechanisms remain unknown in the mare. For this
reason, the objectives of this research were as follows: 1) To establish hematologic,
biochemical and hormonal reference values in cycling Spanish Purebred mares, 2) To
analyze the effect of the estrous cycle on the hematolgical, biochemical and hormonal
profile in the mare and 3) To evaluate the influence of estradiol-17f3, progesterone,
cortisol, hematocrit, sodium, potassium and chloride on components of the RAAS during
the estrous cycle in mares Spanish Purebred mares.

A total of 25 Spanish Purebred mares aged 5 to 15 years were analyzed during the
estrous cycle between day -5 to day +5, considering day 0, the day of ovulation. Venous
samples were obtained daily in the morning over mentioned period of cycle. Samples
obtained of each mare were separated into two fractions in similar amounts in lithium
heparin-litium tubes, and tubes of glass clot for extraction of plasma and serum,
respectively form. Prior to centrifugation of blood anticoagulated with heparin lithium, we
proceeded to determine the microhematocrit. Plasma concentrations of electrolytes,
sodium, potassium and chloride were analyzed using a the selective electrode analyzer.
Serum renin, angiotensin, aldosterone, cortisol, estradiol-178, and progesterone were

analyzed using competitive immunoenzymatic methods.

The follicular phase is characterized by progressive increases of follicular diameter,
estradiol-17f3, renin, angiotensin |l, aldosterone, cortisol and hematocrit, suggesting the
direct involvement of these parameters in follicular development and ovulation. The
positive and significant relation experienced by the progesterone and aldosterone,
together with the dissociation between renin and angiotensin Il and angiotensin Il and
aldosterone may indicate that the release of angiotensin Il is not dependent on renin, or
that there may be some inhibitor effects of this peptide during the luteal phase. In addition,
although angiotensin Il is involved in aldosterone secretion, their contribution does not
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seem to be quantitatively significant, so we should consider other factors not dependent
on the RAAS in the Spanish Purebred mare during diestrous.

In conclusion, the estrous cycle significantly modifies the hematological,
biochemical and hormonal parameters in Spanish Purebred mares. The estrous cycle is
characterized by a marked activity of the RAAS, although the components have different
actions dependent on endocrine profile in each period of cycle.

KEY WORDS. Biochemistry. Estrous Cycle. Haematology. Hormones. Reproduction.

Renin-angiotensin-aldosterone. Mare.
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ANEXO

DIAMETRO P4 (ng/ml) E2 (ng/ml) REN ANG-II ALD CORT HTO Na K cl
(cm) (pg/ml) (ng/ml) (pg/ml)  (ng/ml) (%) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)
DIAMETRO (cm) 1,00 -0,92* 0,90* 0,74* 0,37 0,80 0,32 0,19 -0,09 -0,04 0,21
P4 (ng/ml) 1,00 -0,95* -0,76* -0,21 -0,79* -0,25 -0,26 0,11 -0,05 -0,23
E2 (ng/ml) 1,00 0,74* 0,22 0,79* 0,34 0,22 -0,01 0,09 0,30
REN (pg/ml) 1,00 0,36 0,76* 0,54 0,37 -0,02 0,00 0,32
ANG-II (ng/ml) 1,00 0,37 0,40 0,01 0,00 -0,30 0,04
ALD (pg/ml) 1,00 0,53 0,35 -0,07 -0,01 0,26
CORT (ng/ml) 1,00 0,30 0,21 0,05 0,39
HTO (%) 1,00 -0,06 0,25 0,47*
Na (mmol/l) 1,00 0,28 0,74*
K (mmol/l) 1,00 0,43
Cl (mmol/l) 1,00

TABLA 15.-Coeficientes de correlacién entre los parametros hematoldgicos, bioquimicos y hormonales en las 25 yeguas PRE
durante la fase folicular (*: significativo p<0,05).
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ANEXO

P4 (ng/ml) E2 (ng/ml) REN ANG-II ALD CORT HTO Na K cl

(pg/ml) (ng/ml) (pg/ml)  (ng/ml) (%) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)
P4 (ng/ml) 1,00 -0,76* 0,22 -0,80* 0,66 0,47 0,09 -0,08 -0,27 -0,10
E2 (ng/ml) 1,00 0,13 0,46 -0,35 -0,08 0,07 0,11 0,23 0,06
REN (pg/ml) 1,00 -0,33 0,37 0,39 0,04 -0,06 0,03 -0,11
ANG-II (ng/ml) 1,00 -0,66* -0,60* -0,07 0,06 0,27 0,13
ALD (pg/ml) 1,00 0,59* 0,02 -0,13 -0,13 -0,20
CORT (ng/ml) 1,00 0,14 -0,06 -0,31 -0,21
HTO (%) 1,00 -0,15 -0,08 -0,26
Na (mmol/l) 1,00 0,09 0,87*
K (mmol/l) 1,00 0,27
Cl (mmol/l) 1,00

TABLA 16.-Coeficientes de correlacion entre los pardmetros hematoldgicos, bioquimicos y hormonales en las 25 yeguas
PRE durante la fase luteinica (*: significativo p<0,05).
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