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Resumen: Las proteinas de fase aguda (PFAs), como el amiloide sérico
tipo A (AAS), la haptoglobina (Hp) y la proteina C reactiva (CRP) son
marcadores especificos de inflamacion, proporcionando un método
alternativo de diagnostico en la monitorizacion del estado sanitario del
caballo. El analisis de dichas proteinas durante la gestacion podria ayudar
a detectar posibles complicaciones patolédgicas, establecer un tratamiento
y monitorizar la respuesta al mismo. El objetivo de este estudio ha sido
determinar las concentraciones séricas de AAS, Hp y CRP junto con el
leucograma, para verificar si la gestacion fisiolégicamente normal
manifiesta una respuesta de fase aguda (RFA), y por tanto, evaluar el
seguimiento de la misma en yeguas PRE. Las concentraciones de Hp se
modificaron significativamente durante la segunda mitad de la gestacion,
sin modificaciones en el resto de parametros analizados. En conclusion, la
Hp podria ser un marcador util en el seguimiento de gestaciones

fisiol6gicamente normales en yeguas PRE.
Palabras clave: Gestacion. Proteinas de fase aguda. Yegua.

Abstract: Acute phase proteins like serum amyloid A (SAA), haptoglobin
(Hp) and C reactive protein (CRP) are specific inflammation biomarkers
who can provide a diagnostic alternative system for the healthy state
evaluation in the horse. Their analysis of these proteins during the
pregnancy could help to detect possible pathologic complications,
establish a treatment and evaluate their response. The objective of the
current study was determined the serum concentrations of AAS, Hp and
CRP and the white blood cells concentration as well trying to verify if the
physiological normal pregnancy cause an acute phase response, and
therefore, following the pregnancy process in Spanish Purebred mares.
Hp concentrations changed significantly during the second half of
pregnancy, without changes in the rest of analytic parameters. In
conclusion, Hp could be a useful mark in the physiological normal

pregnancy evaluation in Spanish Purebred mares.

Keywords: Acute phase proteins. Mare. Pregnancy.
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1. Introduccién:

La respuesta de fase aguda (RFA) representa un tipo de respuesta
integra destinada a minimizar el dafio, incrementar los procesos de
reparacion y restaurar la homeostasis tras la lesion tisular. Se trata de un
proceso dinamico, inespecifico frente a agentes externos, que implica
cambios sistémicos y metabdlicos producidos de forma previa a que los
mecanismos de la inmunidad especifica se pongan en marcha (Gruys et
al., 2005). Una de las principales funciones de la RFA es proporcionar
energia y sustratos necesarios para la lucha frente a patdgenos
invasores, evitar la transferencia de metabolitos necesarios y limitar el
dafio producido por aquellos patégenos y/o eliminar el tejido dafiado asi

como restaurar el tejido sano.

Durante el desarrollo de la RFA se liberan citocinas proinflamatorias como
la interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral
(TNF-a), liberados principalmente por los macrofagos (Uhlar and
Whitehead, 1999). Estas citocinas son las responsables de la mayoria de
los signos especificos de la inflamacion (pirexia, leucocitosis, etc) y de la
variacion en las concentraciones de ciertas proteinas presentes en el
plasma denominadas Proteinas de Fase Aguda (PFAs) que incluyen:
proteina C reactiva (CRP), amiloide sérico tipo A (AAS), haptoglobina
(Hp), fibrindgeno (Fb), ceruloplasmina (Cp) y a;.glicoproteina acida (AGP)
(Ceron et al., 2005; Crisman et al., 2008; Eckersall and Bell, 2010).

La RFA sistémica se desarrolla en dos oleadas, la primera de ellas se
caracteriza por el incremento de la actividad de fibroblastos y células
endoteliales en el lugar de la lesion, y la segunda, definida por la
liberaciébn de citocinas, cuya aparicibn en circulacion sistémica es la
responsable del amplio rango de efectos inflamatorios sistémicos, asi
como del incremento de la sintesis hepatica de PFAs (Suffredini et al.,
1999).



Determinados procesos inflamatorios que no desarrollan sintomas
clinicos, como la artritis, también pueden condicionar una RFA (Suffredini
et al., 1999). No obstante, aunque estas situaciones generalmente se
acompanan de incrementos de PFAs (Jaconsen et al., 2006 a), el
aumento es inferior a los episodios de inflamacion o infeccion aguda.
Ademas, existen evidencias cientificas de que la respuesta a la
inflamacion aguda y crénica varia de una proteina a otra (Horadagoda et
al., 1994).

La cuantificacion individual de PFAs puede proporcionar una valoracion
de la respuesta al estimulo desencadenante y de esta forma, hacer un
seguimiento de la posible patologia responsable del estimulo. Cuanto mas
agresivo sea el estimulo inflamatorio, mayor es el cambio en la
concentracion de PFAs, de forma que estos valores permaneceran
elevados en presencia del estimulo. Si la patologia inflamatoria responde
al tratamiento, las concentraciones de PFAs regresan a sus valores
fisiologicos en dias o semanas. Algunos autores, sugieren la necesidad
utilizar diversas PFAs en la monitorizacion del proceso patoldgico en vez

de una sola (Ceron et al., 2008).

Las PFAs se sintetizan principalmente en los hepatocitos como parte de
la RFA, aunque se ha reportado también fuentes de sintesis extrahepéatica
(Berg et al., 2011; Lecchi et al., 2012). Se consideran PFAs aquellas
proteinas que modifican su concentracion plasmatica en al menos un 25%
en procesos inflamatorios e infecciosos (Eckersall and Bell. 2010). Dichas
PFAs se clasifican segun dos criterios: el tipo de respuesta cuantitativa
ante el estimulo y la funcién biol6gica que desempefian. En base al tipo
de respuesta cuantitativa ante el estimulo se diferencian PFAs negativas
y positivas. Las PFAs negativas son aquellas proteinas cuyos niveles se
ven disminuidos en presencia de una RFA, como la albumina,
prealbimina y transferrina (Crisman et al., 2008). Las PFAs positivas son

las proteinas cuyos niveles se ven incrementados durante la RFA,



sugiriendo la mayor capacidad de sintesis hepatocitaria, que podria
estimarse en un 30-40%, aproximadamente (Eckersall and Bell. 2010).

Dentro de las PFAs positivas se consideran dos subtipos en relacion al
patron de respuesta a la estimulacion, PFAs mayores (0 major), la mas
interesante desde el punto de vista clinico en el caballo, esta
representada por el AAS (Jacobsen and Andersen, 2007), y moderadas o
menores (moderate o minor), representadas por la Hp y la CRP (Jacobsen
and Andersen, 2007; Cray, 2011).

Existen diferencias sustanciales entre especies en referencia a la sintesis
de PFAs tras la estimulacion. Asi, mientras que la CRP es la que
responde mayoritariamente en el hombre, perro y cerdo, en rumiantes la
PFA que responde principalmente al estimulo es la Hp. Una excepcion en
relacion a la especificidad de las PFAs respecto a la especie es el AAS,
proteina mayor en todas las especies mamiferas, a excepcion de la rata
(Uhlar and Whitehead, 1999).

En el caballo, las PFAs sufren un incremento substancial en presencia de
procesos patolégicos como, infecciones bactrianas y virales (Cohen et al.,
2005), cdlico, laminitis y artritis experimentalmente inducida, entre otros
(Jacobsen et al., 2006 a, b). También se han identificado modificaciones
moderadas tras el ejercicio extremo, parto o golpe de calor. Aungue las
concentraciones de las diversas PFAs aumentan de forma conjunta, su
elevacion no es uniforme (Crisman et al., 2008), siendo el AAS la proteina
que responde mas rapidamente al estimulo en el caballo, alcanzando

cifras 1000 veces superiores a los valores de referencia.

La deteccién del aumento de las PFAs presenta una gran ventaja sobre
los métodos de evaluacion clasicos de inflamacion, ya que tienen una
gran estabilidad incluso en congelacion (Ceron et al., 2005), y son validos
para el estudio de procesos inflamatorios en situaciones con deplecion de

medula 6sea e inmunosupresién, infecciones virales, etc., ya que la



respuesta leucocitaria es muy variable y no resulta fiable en muchos

casos (Jacobsen et al., 2005).

Las PFAs pueden proporcionar un sistema alternativo a la monitorizacion
del estado sanitario en el caballo, ya que las concentraciones de PFAs
contintan reflejando la actividad inflamatoria a lo largo del periodo de
duracion del tratamiento (Jacobsen et al., 2006 b; Lindegaard et al.,
2010). A diferencia del examen clinico habitual (examen fisico,
hematologia, bioquimica), los niveles de PFAs no establecen un
diagnostico especifico, ya que su elevacion no es especifica de
enfermedad, aunque proporcionan una informacion objetiva acerca del
alcance de las lesiones de forma individual y colectiva. Por lo tanto, la
determinacion de las PFAs combina la ventaja de los métodos clasicos y
la informacion detallada de la observacion clinica, ofreciendo la
posibilidad de determinar los patrones proteicos con el tiempo (Jacobsen
and Andersen, 2007).

La caracterizacion de las distintas PFAs en équidos han sido evaluada en
presencia de una gran variedad de condiciones patolégicas como,
infecciones bacterianas (Christoffersen et al., 2008), virus (Hultén et al.,
1999), parasitos (Rodriguez et al., 2014), artritis (Jacobsen et al., 2006 a,
b), quemaduras (Heegaard et al., 2000), agentes quimicos (Heegaard et
al., 2000), traumas (Heegaard et al., 2000) cirugias (Jacobsen et al., 2006
c), neoplasias (Heegaard et al., 2000) y patologias inmunomediadas
(Gabay and Kushner, 1999). Otra de las causas que condiciona una RFA
es el estrés, activando la produccion y liberacion de PFAs por parte del
higado (Pifieiro et al., 2007).

En el ambito reproductivo, la bibliografia referente al papel desarrollado
por las PFAs durante la gestacion es muy escasa y controvertida. En la
mujer (Kristensen et al., 2009; Capobianco et al., 2010), y diversas
especies animales, como la perra (Ulutas et al., 2009) y la vaca
(Krakowski and Zdzisinska, 2007) se ha mostrado que las hormonas

esteroideas, como la progesterona (P4) y los estrégenos pueden modular



la sintesis de citocinas durante el ciclo reproductivo, estableciéndose una
relacion estrecha entre ambos perfiles durante el ciclo estral y la

gestacion.

Por otro lado, las investigaciones llevadas a cabo en hembras de diversas
especies animales revelaron que la gestacion induce leucocitosis (Roy et
al.,, 2010) con neutrofilia (Rebelo et al., 1995), hecho posiblemente
relacionado con la liberacion de estrégenos, progesterona o cortisol
(Awodu et al., 2002). Dicho incremento en el nimero total de leucocitos se
ha relacionado con la liberacion de adrenalina, y consecuente
movilizacion de neutréfilos en yeguas Pura Sangre Inglés (PSI) (Gill and
Kownacka, 1979) y Bretonas y Brasilefias (Galindo et al.,, 2007). No
obstante, en yeguas Cartujanas, Satué et al. (2010) mostraron
disminucién del numero de neutrdfilos y eosinoéfilos en el segundo periodo
de gestacion. Por el contrario, Plaschka et al. (1996) no mostraron
modificaciones en el leucograma durante la gestacion en yeguas Pura
Raza Espafola (PRE).

Aunque los perfiles de PFAs han sido analizados en determinados
procesos patolégicos como, endometritis, metritis y placentitis
(Christoffersen et al., 2010; Coutinho da Silva et al., 2013; Canisso et al.,
2014), la carencia de investigaciones en el campo de la fisiologia de la
reproduccion sobre las PFAs restringe el uso de la evidencia cientifica en
la clinica equina. En la yegua se desconoce la magnitud de la respuesta
inflamatoria a la gestacion y si dichas proteinas pueden ser utilizadas
como fuente de diagnéstico de gestacion. Al mismo tiempo, la relacién
temporal entre ambos perfiles podria justificar la toma de muestras y
decisiones clinicas en momentos concretos del ciclo reproductor,
excluyendo la presencia de reabsorciones y muerte embrionaria, debido a
su implicacion en procesos fisiologicos como, nidacion embrionaria,

desarrollo placentario, etc. que tienen lugar durante este periodo.

El objetivo de este estudio ha sido establecer la relacion existente entre

las concentraciones de AAS, CRP, Hp y las distintas poblaciones
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leucocitarias durante la gestacion para verificar al igual que sucede en
otras especies si la gestacién determina una RFA en la yegua y su

magnitud.

2. Material y métodos:

2.1. Centro de realizacion
El estudio experimental de la presente investigacion se llevo a cabo en 6
ganaderias de PRE situadas en el término municipal de Pinedo, Almenara

y Massanasa pertenecientes a la Comunidad Valenciana.

Las determinaciones hematoldgicas se determinaron en el Laboratorio del
Hospital Clinico Veterinario de la Universidad CEU-Cardenal Herrera. La
cuantificacion de las distintas fracciones proteicas (AAS, CRP y Hp) se
realiz6 en el laboratorio del Departamento de Fisiologia Animal de la

Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia.

2.2. Animales y manejo

2.2.1. Descripcion general de los animales.

Se ha estudiado un total de 10 yeguas reproductoras sanas PRE 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. La edad de las yeguas al inicio del estudio

estuvo comprendida entre los 4y 17 afios.

Los criterios de inclusién de las yeguas para el desarrollo del presente

trabajo han sido los siguientes:

- Historial reproductivo: presencia de ciclicidad normal durante las
estaciones reproductivas precedentes, ausencia de patologias
reproductivas como endometritis, piometra u otros procesos
relacionados con pérdidas de fertilidad, asi como existencia de

partos normales con potros viables.
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- Carencia de procesos inflamatorios e infecciosos de cualquier
origen o que hubiesen requerido hospitalizacion un mes antes al
inicio de la toma de muestras.

- No haber recibido medicacion con antibiéticos ni antiinflamatorios
durante el periodo de toma de muestras.

- Estar al corriente del programa de desparasitacién y vacunacion

periodicos.

2.2.2. Condiciones de cria y alimentacion.

Todos los animales incluidos en este estudio fueron sometidos a
condiciones de manejo, alimentacién y control reproductivo similares. 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 investigacion. Durante los periodos de primavera y verano, 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. Por el contrario, durante las temporadas de
otofio e invierno, salieron al campo durante el dia y se estabularon antes
del anochecer, debido a las bajas temperaturas de la noche. Las hembras
gestantes, desde el momento en que se confirmd la prefiez y hasta el

inicio del parto, permanecieron sueltas en la pradera.

La alimentacion administrada a las yeguas se establecié en funcion de las
necesidades nutritivas, segun la edad y el estado reproductivo. Durante el
periodo de toma de muestras, las yeguas recibieron una dieta diaria
consistente 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. EI consumo de agua fue ad libitum.

12



2.2.3. Manejo reproductivo de las yeguas.

Desde el comienzo del periodo reproductivo y hasta conseguir que todas
las madres quedasen gestantes, las yeguas que mostraban signos de
celo se expusieron diariamente a un semental, para comprobar el grado
de aceptacién del macho o recelado. Aquellas yeguas que se mostraban
receptivas al semental se sometieron a un examen ecogréfico para
verificar el grado de crecimiento folicular, y al mismo tiempo, determinar el
momento optimo de la cubricion. Las yeguas que presentaron diametros
foliculares superiores a 4,0 cm se mandaron a cubrir mediante
inseminacioén artificial, utilizando semen de los propios sementales. La
confirmaciéon de la ovulacién se realizé a las 48 horas. El diagnéstico de
gestacion se realizé a los 15 dias post-cubricion mediante ecografia
transrectal. Posteriormente, se confirmé el mantenimiento de la gestacién
a los 2 meses. El parto en todas las yeguas ocurrié de forma natural, los
potros nacidos fueron viables y no hubo incidencias a resaltar durante el

periodo post-parto.

2.3. Obtencidén y preparacion de las muestras sanguineas
2.3.1. Procedimiento de extraccién, manipulacion y conservacion de
las muestras.

Para la realizacién del presente estudio se extrajeron muestras de sangre
venosa a las 10 yeguas que componen el efectivo analizado, durante los
11 meses de gestacion, con intervalos entre toma de muestras de 30
dias. La coleccion de sangre se efectu6 mediante puncion en la vena
yugular externa, previa desinfeccién del area interesada con alcohol,
utilizando jeringas desechables con cono luer (Discardit® Il Becton
Dikinson) de 20 ml y agujas de 40 mm de longitud y de calibre 18-20 G
(Sterican®, Braun Melsungen AG).

Para minimizar las variaciones asociadas al momento del dia, la toma de
muestra se realizo siempre durante la mafana, entre las 8:00 y las 11:00

horas.
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De cada una de las extracciones se obtuvo un total de 20 ml de sangre
venosa, que fueron introducidas en tubos de vidrio con activadores de la
coagulacion y granulos PS para desuerado (Tapval®). Las muestras
fueron protegidas de la luz y refrigeradas a 4°C durante su recogida y
posterior transporte al laboratorio. En el laboratorio, fueron centrifugadas
(Centrifuga P Selecta®) a 3.500 rpm durante 10 minutos, para la
obtencion de suero. Tras la centrifugacion, se transvaso el suero a tubos
Eppendorf mediante pipetas Pasteur. Las muestras permanecieron

almacenadas a -20°C para su andlisis posterior.

2.4. Analisis laboratorial.

2.4.1. Determinacion de las proteinas de fase aguda.

Para la determinacion del amiloide sérico tipo A (AAS; mg/l) se utilizé un
método automatizado inmunoturbidimétrico adaptado a un Cobas Mira
plus. EI nombre del kit utilizado es: LZ test SAA, Eiken Chemical Co
(Eiken SAA TIA).

Las concentraciones de haptoglobina (Hp; g/l) se analizaron mediante un
kit comercial Phase Haptoglobin® (Tridelta Development Limited, Irlanda).

La lectura se llevd a cabo mediante un lector ELISA de placas.

La proteina C reactiva (CRP; mg/l) fue determinada mediante un método
automatizado inmunoturbidimétrico adaptado a un Cobas Mira plus. EIl kit

utilizado para dicha determinacion fue CRP Randox.

2.4.2. Determinaciones hematolégicas.

Las determinaciones analiticas hematoldgicas se realizaron mediante un
contador celular semiautomatico (IDEXX ProCyte DX®), con el que se

cuantificaron los siguientes parametros:

- Recuento total de leucocitos (LEU, 10%/l)
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- En las extensiones sanguineas, se llevo a cabo el recuento
diferencial de las diversas células sanguineas: linfocitos (LFS),
neutrofilos (NFS), eosindfilos (EOS), monocitos (MON) vy
basdfilos (BAS), sobre un total de 100 células. A partir de los
porcentajes obtenidos, se calcul6 el numero absoluto de cada

una de las lineas leucocitarias (10°/pl).

2.5. Analisis estadistico.

Para el estudio estadistico, se utilizé el programa informatico Statistica for
Windows 6.0 (Statistica.StatSoft, Inc.)

Se obtuvieron los estadisticos descriptivos (media y DE) para la totalidad

de las muestras analizadas.

La influencia de la gestacién sobre las fracciones proteicas (AAS, Hp y
CRP) se realiz6 mediante un analisis de varianza (ANOVA) previa
transformacién logaritmica de los datos, para cumplir las condiciones de
normalidad (Test de Kolmogorov-Smirnoff) y homocedasticidad (Test de
Levene). En aquellos casos en los que este analisis 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 periodos del ciclo reproductivo.

Finalmente, se llevo a cabo un analisis de correlacion lineal (Correlacion
de Pearson) para analizar la relacion existente entre el perfil proteico y las
distintas poblaciones leucocitarias. Se considerd un nivel de significacion
de p<0,05.
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3. Resultados:

3.1. Concentraciones de AAS, CRP y Hp

En la tabla 1, se muestran las medias y desviaciones estandar de las
concentraciones de AAS (mg/L), CRP (mg/L) y Hp (g/L) durante los 11
meses de gestacion.

Tabla 1. Estadisticos descriptivos de las concentraciones de proteinas de fase

aguda en 10 yeguas PRE durante los 11 meses de gestacion.

Mes de n AAS CRP Hp
gestacién (mg/L) (mg/L) (/L)
1 10 0,71+ 1.58 3,14 £ 1.95 2,97 + 1.47
2 10 0,93 + 1.59 7,06 + 5.99 3,14 £ 1.42
3 10 1,01 +1.73 12,24 +13.81 3,20+ 1.40
4 10 2,60 + 2.09 11,99 +11.89 2,95+ 1.50
5 10 4,95 + 2.49 11,17 +11.09 3,01+ 1.04
6 10 1,41 +1.94 13,12+9.70 2,97 +1.09
7 10 2,03 +2.82 6,60 + 4.99 5,27 + 0.67
8 10 3,84 +2.33 5,05 + 7.00 7,42 £ 0.86
9 10 2,05 + 1.94 6,87 + 6.65 9,86 +0.78
10 10 3,01+1.38 7,43 £7.28 8,37 £ 0.35
11 10 0,00 + 0.00 3,38 £ 6.47 7,02 £1.02

AAS: Amiloide A Sérico; CRP: Proteina C Reactiva; Hp: Haptoglobina; n:
Tamafio muestral.

Las concentraciones de AAS y CRP no se modificaron a lo largo de la
gestacion. Las concentraciones de Hp partieron de un valor inicial de
(2,97 £ 1.47 g/L) en el primer mes, incrementando progresiva y
significativamente hasta el 9° mes de gestacién (9,86 + 0.78 g/L),
descendiendo posteriormente, aunque con valores superiores a los del

inicio de la gestacion (Figura 1; P < 0,05).
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FIGURA 1. Valores medios = DE de las concentraciones de haptoglobina a lo largo
de los 11 meses de gestacion en 10 yeguas PRE. (Al: diferencias significativas
entre el primer y noveno mes; Bl; diferencias entre el segundo y noveno mes; BJ:
diferencias entre el segundo y décimo mes; CG: diferencias entre el tercer y
séptimo mes; CH: diferencias entre el tercer y octavo mes; CI: diferencias entre el
tercer y noveno mes; CJ: diferencias entre el tercer y décimo mes; DI; diferencias
entre el cuarto y noveno mes; DJ; diferencias entre el cuarto y décimo mes)
(ANOVA; P < 0,05).

3.2. Leucograma

En la tabla 2, se muestran las medias + DE de los nimeros absolutos de
leucocitos, linfocitos, neutrdéfilos, eosinéfilos, monocitos y basofilos. No se
han observado diferencias significativas entre los meses de gestacion. A
pesar de ello, los valores mas elevados se presentaron entre el quinto y el

séptimo mes de gestacion.
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Tabla 2. Media + DE de los numeros absolutos de las distintas poblaciones

leucocitarias en 10 yeguas PRE durante los 11 meses de gestacién.

MES N LEU LINF NFS EOS MON BAS

1 10 10,87+288 4,92+1,27 501+152 0,84+056 0,24+0,07 0,00+0,00

2 10 982 166 4,02+1,05 498+108 0,62+0,28 0,22+0,09 0,00+0,00

3 10 10,38+1,77 4,39%1,23 526+1,00 036+023 0,26+0,20 0,00+0,00

4 10 10,70+3,80 4,57+1,76 508+190 068+064 037+020 0,00+0,00

5 10 10,39+1,80 4,41+1,13 495+0,71 0,71+0,48 0,32+0,21 0,00+0,00

6 10 1151+289 484+131 590+156 051+035 032+0,18 0,00+ 0,00

7 10 11,03+2,17 4,99%1,30 514+1,09 060+039 031+025 0,00+0,00

8 10 10,68+2,37 4,62+1,05 538+175 042+021 0,25+0,07 0,00+0,00

9 10 10,80+252 4,50+1,31 558+167 045+0,39 0,27+0,18 0,00+ 0,00

10 10 10,75+2,43 4,41+1,05 553+1,77 060+0,36 0,20+0,08 0,00+ 0,00

11 10 10,67+2,75 4,67+1,13 521+162 058+0,32 0,26+0,17 0,00+0,00

LEU: Leucocitos; LINF: Linfocitos; NFS: Neutrdéfilos; EOS: Eosinéfilos; MON:
Monocitos; BAS: Basoéfilos; n: Tamafio muestral. Valores expresados en 10%/ul.
(P<0.05).

3.3. Correlaciones entre las PFA y el leucograma

En la tabla 3, se muestran las correlaciones existentes entre las
diversas PFAs y los componentes del leucograma. No se han hallado

correlaciones significativas entre ambos grupos de parametros.
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Tabla 3. Correlaciones entre las concentraciones de proteinas de fase aguda y las

distintas poblaciones leucocitarias.

AAS CRP Hp LEU LINF NFS EOS MON BAS
SAA 1,00 0,01 -0,09 | 0,06 0,07 -0,01 | 0,08 0,27 0,01
CRP 1,00 -0,01 | -0,00 | 0,04 -0,03 [ 0,01 0,02 -0,01
Hp 1,00 0,02 -0,03 0,13 -0,7 |-0,11 | -0,06
GB 1,00 0,81 0,85 0,54 0,21 0,28
LINF 1,00 0,42 0,47 0,05 0,21
NES 1,00 0,24 0,23 0,23
EOS 1,00 -0,02 10,29
MON 1,00 -0,10
BAS 1,00

AAS: Amiloide A Sérico; CRP: Proteina C Reactiva; Hp: Haptoglobina; LEU:
Leucocitos; LINF: Linfocitos; NFS: Neutréfilos; EOS: Eosinoéfilos; MON: Monocitos;
BAS: Basofilos; (P<0,05).

4. Discusion:

Las concentraciones de AAS no se modificaron a lo largo de la gestacion
en la yegua PRE, confirmando los resultados de investigaciones
precedentes realizadas en la mujer (Ostensen et al.,, 1985) la perra
(Ulutas et al., 2009) y la yegua al final de la gestacion (Duggan et al.,
2007). No obstante, en mujeres con episodios recurrentes de infeccion e
inflamacion uterina, Dabrowsky et al. (2009) sugiriendo el papel del AAS
como marcador real y sensible de los procesos inflamatorios que ocurren

en hembras reproductivas.

Sin embargo, otros estudios realizados en mujeres mostraron elevacion
de AAS en las gestantes respecto a las ingravidas (Kristensen et al.,
2009). De hecho, este aumento llega a ser de 10 a 20 veces superior (208
ng/ml) en el momento del parto, respecto a las medias obtenidas durante
el periodo preparto (0,5 mg/dl) (Coutinho da Silva et al., 2013). Se ha
sugerido que este incremento esta originado por el dafio tisular producido
en el canal del parto necesario para la expulsion del feto. Por el contrario,
estas evidencias no han sido mostradas en todos los estudios (Canisso et
al., 2014).

Aunque en la yegua PRE las concentraciones de CRP no han revelado

modificaciones a lo largo de la gestacion, en la mujer, esta proteina es
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sintetizada por el endometrio, sirviendo de mecanismo de defensa innata
contra invasores o como agente modulador de la inflamacién localizada.
Diversos estudios realizados en esta misma especie han mostrado que la
CRP se incrementa durante la gestaciéon (Kristensen et al., 2009;
Vonversen-Hoeynck et al., 2009), y mas concretamente durante el primer
trimestre (Belo et al., 2005). Esta respuesta se ha relacionado con la
implantacion embrionaria (Sacks et al., 2004) o con el incremento
progresivo de los niveles de estrégenos (Belo et al., 2005), como también
se ha evidenciado en la perra (Kuribayashi et al., 2003). Parece ser que el
producto de la concepcién es la mayor fuente de sintesis durante las
fases tempranas de la gestacion (Kasman et al., 1988). No obstante, los
niveles de CRP no se mantienen homogéneos en todas las mujeres a lo
largo de la prefiez, relacionandose con la intensidad del estimulo sobre la
liberacion de citocinas pro-inflamatorias (Belo et al., 2005), con

incremento marcado hacia el momento del parto (Sacks et al., 2004).

En vacas Lee et al. (2003) mostraron elevacion de CRP durante los cuatro
primeros meses de gestacion, coincidiendo con los meses de maxima
lactacion. Dicha elevacion podria estar relacionada con los cambios
metabdlicos y el estrés durante el periodo de intensa produccion lactea,
ya que durante los ultimos dos meses de gestacion (periodo de secado)

los niveles se mantuvieron dentro del rango fisioldgico.

Por el contrario, en yeguas PSI, Yamashita et al. (1991) mostraron
disminucién progresiva de esta proteina desde el séptimo al hoveno mes
de gestacion, aunque en el momento del parto se elevaron

sensiblemente, relacionado con el estrés en el momento del parto.

En la mujer (Cho et al., 2009) y en la vaca (Crisman et al., 2008) la Hp es
una de las PFAs mas especificas. El papel sobre la reproduccion viene
dado fundamentalmente por la expresion de dicha proteina en diversos
organos reproductivos como, el ovario (O'Bryan et al., 1997) y el atero
(Sharpe-Timms et al., 2000).
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Los niveles de Hp en la yegua PRE mostraron un patrén biféasico, en el
tercer y noveno mes, este Ultimo significativamente mas intenso que el
anterior. Esta dinamica fue descrita previamente en la mujer (Haram et al.,
1983). La Hp ejerce un efecto angiogénico por su accion estimulante de la
proliferacion y diferenciacion de las células endoteliales de los vasos
sanguineos (Cid et al., 1993) e inmunosupresor (Oh et al., 1990). El factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es uno de los reguladores
clave de la angiogénesis y vasodilatacion, que ocurre en la placenta
(Espinosa, 2011). La secrecién de VEGF es dependiente de determinadas
condiciones locales como, la hipoxia (Ferrara, 2004). Se ha demostrado
que el trofoblasto se desarrolla bajo condiciones de hipoxia durante al
menos el primer trimestre de gestacion (Semenza, 2000). Ademas, la
densidad vascular del tejido endometrial se incrementa gradualmente
durante toda la gestacion (Reynolds and Redmer, 2001). No obstante, la
densidad vascular del tejido placentario permanece relativamente
constante hasta la mitad de la gestacion, incrementandose drasticamente
en asociacion con el grado de crecimiento fetal (Stegeman, 1974). Este
patron de angiogénesis placentaria favorece el flujo uterino y umbilical
durante la gestacion (Reynolds et al., 2005).

Por otro lado, los linfocitos T CD4 TH-2, activadores de citoquinas IL-4, IL-
5, IL-6 y IL-10 podrian ser los responsables de la respuesta inmunitaria
durante la gestacion, ya que concretamente la IL-6 es la precursora de la
Hp (Seghal et al., 1989). Dichas citocinas contribuyen a la implantacion
del embrion, desarrollo placentario y supervivencia fetal (Dealtry et al.,
2000)

El mantenimiento de este ambiente inmunitario durante la gestacion, es
dependiente de otras células productoras de citocinas existentes tanto en
el tejido materno como en el fetal. Asi, tanto el trofoblasto, los linfocitos
granulosos grandes, las células Natural Killer, los macrofagos y las
células estromales a nivel de la decidua contribuyen a mantener este

ambiente TH-2 durante el primer trimestre de la gestacion. Esta respuesta
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adquiere una especial relevancia durante la segunda mitad de la
gestacion, periodo coincidente con la mayor tasa de crecimiento fetal
(Challis et al., 2009). Aunque desconocemos el origen del perfil de esta
proteina en la yegua, se podria sugerir mecanismos angiogénicos o
inmunitarios similares a la respuesta mostrada por la Hp en otras

especies.

Los resultados en la yegua PRE contrastan con los mostrados
previamente en la yegua por Taira et al., (1992). De hecho, estos ultimos
investigadores revelaron incremento de Hp durante los cuatro dltimos
meses de gestacion, alcanzando concentraciones maximas en el
momento del parto. Adicionalmente, Canisso et al., (2014) no detectaron

modificaciones en el perfil de esta proteina hacia el momento del parto.

En la yegua PRE ni el numero de leucocitos totales ni las diversas
poblaciones leucocitarias analizadas revelaron diferencias significativas.
Estos resultados contrastan con los mostrados en mujeres (Rebelo et al.,
1995; Roy et al., 2010), vacas (Awodu et al., 2002) y yeguas (Gill and
Kownacka, 1979; Galindo et al., 2007). De hecho la gestacion segun
estos ultimos estudios, se acompafa de leucocitosis, hecho posiblemente
relacionado con la dinAmica hormonal de los estr6genos, progesterona o
cortisol presente durante este periodo. Este incremento de leucocitos
totales, porcentaje de linfocitos y numero absoluto de neutrdfilos llega a
cifrarse en un 70% respecto de las yeguas no gestantes (Gill and
Kownacka, 1979).

Por el contrario, en yeguas Cartujanas, Satué et al., (2010) mostraron una
disminucién del nimero de neutrdfilos y eosindéfilos en el segundo periodo
de gestacion, sin modificaciones en los niumeros absolutos de linfocitos,
monocitos y basofilos, como previamente verificaron Galindo et al. (2007).
Finalmente, Plaschka et al. (1996) no revelaron modificaciones en el
leucograma durante la gestacion, hecho que corrobora los resultados de
este estudio. Tal vez, el escaso numero de animales incluidos en ambos

estudios sea la causa de la falta de variaciones entre resultados. Esta
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ausencia de modificaciones, segun Canisso et al., (2014) podria estar
relacionada con los protocolos de muestreo. Ademds, estos Uultimos
autores mostraron que no hubo un cambio en el leucograma en yeguas

con placentitis ascendente experimentalmente inducida.

Segun revelan los resultados de este estudio, la gestacion en la yegua no
manifiesta un patron de RFA sistémica, a diferencia de lo que acontece en

la mujer y la vaca, como se ha expresado anteriormente.

5. Conclusién:

En conclusioén, la gestacién no modifica las fracciones proteicas de AAS y
CRP ni los componentes del leucograma en la yegua PRE. Esta ausencia
de variaciones pudiera estar relacionada con el buen estado sanitario de
las yeguas presentes en este estudio. Por el contrario, la elevacion
significativa de Hp en la segunda mitad de la gestacion podria sugerir
determinados mecanismos fisiolégicos no relacionados con el
leucograma, por lo que la gestacion en la yegua PRE no manifiesta una
RFA como en otras especies animales. Estos resultados abren nuevos
campos de investigacion sobre el papel que desempefia la Hp en la
reproduccion de yeguas y que por su importancia, deberian ser

investigados en futuros estudios.
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