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1.-INTRODUCCION

El caballo Pura Raza Esparnola (PRE) es la raza cuantitativamente mayoritaria y
autéctona de Espafa, existiendo numerosas yeguadas distribuidas a lo largo de la
geografia de nuestro pais. Por otro lado, hay que considerar que los caballos PRE han
constituido la base genética para la formacion de numerosas razas equinas, entre las

que destacan Lipiziana, Kladrub, troton de Orloff, Frederiksberg, Holstein...

Sin embargo, a pesar de la importancia econdémica y socio-cultural del caballo
PRE, no existen parametros hematoldgicos e inmunofenotipicos concretos que puedan
considerarse de referencia en esta raza. Asi, la mayoria de estudios de investigacion
se han orientado a valorar las variaciones hematologicas que se producen en
determinadas situaciones fisiolégicas, como entrenamiento y ejercicio (Mufioz, 1997;
Aglera y cols., 1994; Rubio y cols., 1994, a, b; 1995; Escribano y cols., 1995, a, b, c;
Munoz y cols., 2001; 2006; Gouveia, 2003), momento del ciclo reproductor (Plaschka y
cols., 1996; 1997; Manso y cols., 1998; Satué, 2004) y patolégicas, como laminitis
(Riber y cols., 1995).

Asimismo, las aplicaciones del inmunofenotipado se han centrado por un lado,
en caracterizar las poblaciones de linfocitos B y T en determinadas patologias que
cursan con desequilibrios del sistema inmunitario (Deeg y cols., 2001; Flaminio y cols.,
2002; Castillo-Olivares y cols., 2003; Pellegrini-Massini y cols. 2005; Thomas y cols.
2005; Kleiber y cols., 2005; Gardner y cols., 2006; De Brujin y cols., 2007; Lewis y
cols., 2007; Rendle y cols., 2007) y evaluar el grado de susceptibilidad individual a
padecer determinadas patologias de origen bacteriano, virico y fungico (Flaminio y
cols., 1999; Russell y cols., 1998; Fraser y cols., 2002; Chaffin y cols., 2004). Ademas,
esta técnica ha permitido definir las variaciones normales que se producen en las
células inmunitarias durante el crecimiento y desarrollo en potros, asi como para
valorar la respuesta linfocitaria tras la exposicion a determinados antigenos
ambientales (Flaminio y cols., 1998; 1999; 2000). En todos estos casos, los resultados
de dichas investigaciones se compararon con grupos control de animales sanos con

un amplio rango de edad, sin especificar el sexo concreto de cada uno de ellos.

Debido a la inexistencia de referencias bibliograficas en poblaciones equinas
sanas, y particularmente en el caballo PRE, el conocimiento de los parametros
hematolégicos e inmunofenotipicos basales y las variaciones en funcion de la edad y
el sexo justificaria la creacion de rangos de referencia mas estrechos ajustados a
dichas condiciones fisiolégicas. De esta forma, los datos obtenidos daran consistencia



a los resultados de la investigacion y serviran como parametros comparativos a otros

estudios que utilicen la misma metodologia.

El presente estudio, debido al numero de animales empleados, asi como el
rango de edad considerado es el primer examen laboratorial de estas caracteristicas
realizado en el caballo, y suponemos que precursor de futuras investigaciones en la
especie equina. Este trabajo de investigacién permitira por un lado establecer valores
de referencia concretos y ajustados para équidos machos y hembras de diferentes
edades y presumimos que seran imprescindibles para el diagndéstico de patologias de
origen hematolégico o del sistema inmunitario, serviran para analizar las repercusiones
e implicaciones sistémicas de dichos procesos patolégicos, el establecimiento del

prondstico asi como valorar la respuesta al tratamiento.

2.-OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

En base a lo expuesto anteriormente y debido al interés creciente suscitado por
el caballo Pura Raza Espafola, el presente estudio fue disefiado, en colaboracién con
el Equipo Veterinario de las yeguadas, para conocer en profundidad el hemograma y el
inmunofenotipo de los équidos PRE, asi como sus variaciones con respecto al sexo y
la edad. Este objetivo genérico se subdivide en varios objetivos parciales, que se
detallan seguidamente.

PRIMERO: Establecer valores hematoldgicos de referencia para équidos PRE con
edades comprendidas entre 1 y 7 afnos, que puedan ser de utilidad clinica al
veterinario que basa su actividad profesional en esta raza. Se sabe que el hemograma

se encuentra sometido a la influencia de factores variados, como raza, sexo, edad, etc.

SEGUNDO: Valorar las modificaciones hematicas asociadas a la edad en el caballo
PRE, estableciendo para ello cuatro grupos de edad. De esta manera, se pueden
conocer las necesidades especiales que los animales de edad mas avanzada
requieren para mantener su actividad fisica y reproductiva al mas alto nivel posible,
supliendo de este modo, la demanda creciente de ejemplares por parte de los
propietarios de caballos PRE e incrementando el efectivo disponible de esta raza.



TERCERO. Valorar las modificaciones hematoldgicas asociadas al sexo en caballos
PRE. Quiza el patron endocrinolégico presente en machos y hembras pudiera ser en
principio, el responsable de las diferencias hematicas basales en este grupo de

animales.

CUARTO: Establecer valores de referencia de las poblaciones y subpoblaciones
linfocitarias de los équidos PRE. Al tratarse de la primera investigacion de estas
caracteristicas, la implicacién diagnostica podria no circunscribirse Unicamente al

caballo esparol sino podria tener implicaciones clinicas en otras razas equinas.

QUINTO: Valorar las modificaciones asociadas a la edad sobre las poblaciones y
subpoblaciones linfocitarias. De esta manera se podria evaluar los cambios numéricos
que acontecen en las poblaciones de linfocitos T, linfocitos B y NK con la edad, y por
tanto, valorar la susceptibilidad de los individuos a padecer determinadas patologias

de origen virico, bacteriano, fungico, etc. asi como la respuesta vacunal.

SEXTO: Valorar la influencia del sexo sobre la composicion de las poblaciones y
subpoblaciones linfocitarias.



2.-REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.-PERFIL HEMATOLOGICO EN EL CABALLO
2.1.1.-SERIE ROJA

El término serie roja hace referencia a los precursores eritrocitarios, los tejidos en
los que tiene lugar su produccién y a los propios eritrocitos maduros. La unidad funcional
de la misma es el hematie, el cual se evalla a partir de muestras de sangre periférica,
mediante el calculo del namero circulante de gloébulos rojos, de la concentracion de
hemoglobina, del valor hematdcrito, de los indices eritrocitarios y del examen morfolégico
a nivel microscépico del eritrocito (Messer, 1995).

Para la interpretacion de los datos hematoldgicos en los équidos, se deben
considerar algunas caracteristicas propias de esta especie, que les diferencia de otros
animales domésticos (Morris y Large, 1990, a). Se destacan las siguientes:

Valor hematécrito inestable: El valor hematécrito en el caballo es muy variable,

debido a la importante inervacién del bazo y a su actuacion como reservorio hemético,
albergando en su interior mas de la tercera parte del total de células rojas. De esta forma,
cualquier estimulacién adrenérgica, como ocurre durante el ejercicio, en respuesta a la
excitacion, a la pérdida de sangre..., provoca una esplenocontraccién, liberando una gran
cantidad de eritrocitos hacia la circulacién periférica. Por esta razén, el valor hematécrito
del caballo en reposo debe evaluarse cuidadosamente bajo diferentes niveles de
excitaciéon (Persson, 1967; Schalm y Carlson, 1982; Kunugiyama y cols., 1997).

Formacion de pilas globulares: Se trata de un mecanismo de agregacion natural,

caracteristico de los équidos, que conlleva una rapida separaciéon de los elementos
formes del plasma, propiciando una velocidad de sedimentacién globular alta (Schalm y
Carlson, 1982; Jain, 1993; Oguz y cols., 1997; Baumler y cols., 2001; Plasenzotti y cols.,
2004).

Inexistencia de signos periféricos de regeneracién: Los eritrocitos equinos

permanecen en la médula 6sea durante todo su proceso de formacion, de modo que se
vierten hacia el torrente circulatorio una vez que la maduracién se ha completado. Por
este motivo, las caracteristicas morfolégicas ligadas a regeneracién, descritas en otras

especies, como la policromasia o reticulocitosis, la macrocitosis u otros signos periféricos



de regeneracion, son poco frecuentes en las extensiones sanguineas del caballo (Schalm
y Carlson, 1982; Cooper y cols., 2005).

Cuerpos de Howell-dolly: Son inclusiones eritrocitarias basofilas excéntricas,

remanentes de ADN, que se pueden encontrar ocasionalmente en la sangre equina. A
diferencia de lo que ocurre en otras especies animales, su presencia no indica respuesta
regenerativa frente a situaciones de anemia, a no ser que aparezcan en un numero

elevado (Schalm y Carlson, 1982).

Tamarno eritrocitario: El eritrocito equino es relativamente pequeiio en

comparacion con el de otras especies animales, con un diametro medio de 5 a 6 um y un
volumen corpuscular medio (VCM) de, aproximadamente, 40 a 52 fl (Barman vy cols.,
1993; Lassen y Swardson, 1995; Kramer, 2000). Ademas, el tamafo de los hematies
difiere segun la raza equina. Los caballos dedicados a la practica deportiva, como el Pura
Sangre Inglés (PSI) o los trotones Standardbred, presentan un VCM inferior a las otras
razas. Como consecuencia, la hemoglobina se reparte en un nimero mayor de células,
incrementando la superficie de la masa eritrocitaria. La mayor facilidad para el
intercambio gaseoso podria justificar, parcialmente, la mejor adaptaciéon al deporte de
determinadas razas de équidos (Allen y Powell, 1983; Verheyen y cols., 2006).

2.1.1.1.-FACTORES DE VARIACION DE LA SERIE ROJA EN EL CABALLO

Dentro de la interpretacion del analisis hematoldgico en relacién a la serie roja se
deben considerar varios factores de variacién, entre los que se citan los siguientes:
manejo de la muestra, precision de las determinaciones, actitud y grado de excitacion,,
lugar de venipuncion, alimentacién, ritmos biolégicos de tipo circadiano, sexo, estacién
del ano, altitud, edad, raza, ejercicio y entrenamiento y efecto de la administracion de
tranquilizantes (Schalm, 1964; Archer y Jeffcott, 1977; Snow y cols., 1983; Jain, 1993;
Rose y Hodgson, 1994; Car, 2000):

2.1.1.1.1.-Manejo de la muestra

Existen diversos estudios en los que se pone de manifiesto que la utilizacion de
tubos de vacio para la coleccién de la sangre puede provocar dafos en las células
(Archer, 1977). No obstante, el empleo de agujas de calibre superior a 21 G permite la
obtencién de resultados satisfactorios (Jeffcott, 1977; Messer, 1995; Cole y Whitney,
1997).



Una vez realizada la extraccion sanguinea, otro parametro a considerar es el
tiempo transcurrido hasta la realizacién del frotis sanguineo. Este debe llevarse a cabo lo
antes posible, preferentemente dentro de las 6 horas posteriores a la obtencién de la
muestra. De este modo, se evitan las alteraciones causadas por el almacenamiento. Uno
de los cambios que aparecen con mas frecuencia debido al almacenamiento es el
aumento del tamano de los hematies, circunstancia que se refleja en el incremento de
VCM y del valor hematdcrito (Winter, 1968; Guyton, 1992).

Por otro lado, la exposicion de la muestra a elevadas temperaturas ambientales o
a la luz solar puede provocar hemolisis, obteniéndose valores alterados en el recuento
eritrocitario (Rose y Hodgson, 1994).

2.1.1.1.2.-Precisién de las determinaciones

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 mas fiable de los resultados
(Persson, 1975; Rose y Hodgson, 1994). De hecho, Persson (1975) describe una
variacion de hasta un 30% en los valores basales de hemoglobina en tres caballos
trotones Standardbred, en los que se obtuvo sangre durante 7 dias consecutivos.

2.1.1.1.3.-Actitud y grado de excitacion del animal

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).

Algunos estudios indican que la excitacién del animal conlleva una elevacion del
numero de gldbulos rojos circulantes, de la concentracién de hemoglobina y del valor
hematécrito. Este hecho es una consecuencia de la contraccion esplénica, producida por
la accion de la adrenalina y de la noradrenalina (Gohary y Bickhartdt, 1979; Kurosawa y
cols., 1998; Nagata y cols., 1999). 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 un cierto grado de movilizacién



esplénica, derivado de la actuacion de los ejes simpatico-adrenal e hipotalamico-
hipofisario (Persson, 1967; Nagata y cols., 1999).

Como causas de estrés en el caballo se citan la fatiga, la pérdida de peso y
deshidratacion que acompafnan al transporte, entre otras (Stull, 1999; Stull y Rodiek,
2000; Racklyeft y cols., 2000; Friend, 2001).

2.1.1.1.4.-Lugar de venipuncién

El lugar para la toma de la muestra sanguinea parece tener un efecto considerable
sobre el resultado del eritrograma, existiendo diferencias entre las muestras obtenidas a
partir de distintas venas corporales: auricular, yugular, pectoral... (Sakurai y cols., 1967;
Lindner y Birks, 1994).

2.1.1.1.5.-Alimentacién

Otro factor a considerar es la alimentacién recibida por el caballo. En este sentido,
existen varios trabajos en los que se constata un incremento significativo del valor
hematécrito y de las proteinas plasmaticas totales en animales alimentados a base de
heno. Este hecho se asocia a las pérdidas de liquidos a través de la salivacién (Kerr y
Snow, 1982; Sufit y cols., 1985). De igual modo, se observan variaciones en los
parametros eritrocitarios en caballos con diferentes regimenes nutricionales (Clarke y
cols., 1988; Gatta y cols., 1992; Greppi y cols., 1996). También, se han mostrado
variaciones en los parametros de la serie roja en animales sometidos a diversas dietas
alimenticias en los que se adicionan micotoxinas del género Fusarium (Raymond y cols.,
2003).

2.1.1.1.6.-Ritmos bioldgicos de tipo circadiano

Se sabe que los ritmos circadianos afectan a los diferentes parametros
hematoldgicos (Kottmann, 1973; Allen y Powell, 1983; Bubna y Jaksch, 1986; Gill y
Rastawicka, 1986; Gatta y cols., 1992; Gill y cols., 1994; Yashiki y cols., 1995; Lubas y
cols., 1996; Piccione y cols., 2004).

Gill y Rastawicka (1986) describen que los periodos de oscuridad, o sea, los

momentos nocturnos, se asocian a elevaciones en el valor hematocrito y en la



concentracion de hemoglobina. Hauss (1994) asocia esta variacién a la influencia sobre
la eritropoyesis ejercida por la alternancia entre los periodos de luminosidad y de
oscuridad. Anos mas tarde, Greppi y cols. (1996) confirman estos resultados,
encontrando, ademas, que la concentracién plasmatica de proteinas totales también

aumenta durante las horas con menor luminosidad.

2.1.1.1.7.-Sexo

Las diferencias hematoldgicas ligadas al sexo en los équidos parecen tener una
importancia limitada. No obstante, existe una cierta controversia al respecto. Schalm
(1964) observo que la cantidad de hemoglobina en los hematies del macho es mas
elevada que en las hembras, dando lugar a valores superiores de hemoglobina
corpuscular media (HCM) y de concentracion hemoglobinica corpuscular media (CHCM).
En principio, estas diferencias entre géneros se han asociado a la actuacién de los
androgenos sobre la eritropoyesis (Persson y Ullberg, 1974).

Por el contrario, Schalm y cols. (1975), Ponce y cols. (1979) y Gill y Rastawicka
(1986) mostraron en caballos PSI y Cuartos de Milla que el recuento de glébulos rojos, la
concentracion de hemoglobina y el valor hematdcrito eran superiores en hembras que en
machos. Segun Ponce y cols. (1979) este incremento eritrocitario en las hembras podria
deberse a la mayor capacidad de almacenamiento de eritrocitos por parte del bazo.

2.1.1.1.8.-Estacion del ano

Se sabe que la estacidén del ano influye de forma notable sobre la hematologia
(Gilly Wanska, 1978; Gill y Kownacka, 1979; Komosa y cols., 1990). De esta forma, se ha
determinado que la concentracién de hemoglobina y el valor hematécrito son superiores
en verano y en otofo en relacion al resto de estaciones del afio. Esta variacion se
relaciona con una ingestion mayor de proteinas y con la actividad fisica mas intensa que
los animales realizan durante estas épocas del afno (Rowlands y cols., 1979; Singh y
Rattan, 1981). Ademas, se constata que el frio intenso disminuye el numero de glébulos
rojos, debido a la reduccion de su vida media (Horton, 1978).



2.1.1.1.9.-Altitud

La altura sobre el nivel del mar también condiciona variaciones en el hemograma.
De hecho, caballos sometidos a mayor altitud poseen un aumento significativo de la
concentracion de hemoglobina, del valor hematécrito y del recuento eritrocitario, respecto
a animales que habitan en alturas inferiores. Se trata de un mecanismo compensatorio
del menor contenido en oxigeno en el aire atmosférico, el cual se reduce de forma

proporcional a la altitud (Wickler y Anderson, 2000; Wickler y cols., 2005).

2.1.1.1.10.-Edad

La influencia de la edad sobre los pardmetros hematoldgicos ha sido evaluada en
diversas razas equinas (Ralston y cols., 1988; McFarlane y cols., 1998; 2001; Cebulj-
Kadunc y cols., 2002; 2003). Sin embargo, la mayor parte de los estudios que relacionan
la edad con hematologia se han focalizado en potros desde el nacimiento a los cuatro
anos de edad (Stewart y cols., 1970; Harvey y cols., 1984; Jain, 1993), aunque
recientemente los caballos geriatricos han recibido mayor atencion, probablemente
debido al incremento de estos mismos en la poblaciéon (McFarlane y cols., 1998; Paradis,
2002).

Los potros recién nacidos poseen eritrocitos de origen fetal de gran tamano,,
presentando niveles elevados de glébulos rojos, de concentracién de hemoglobina y de
valor hematdcrito. Dichos pardmetros se reducen progresivamente durante el primer mes
de vida. El declive experimentado por los parametros eritrocitarios durante los primeros
estadios de la vida del animal estd supeditado a la expansiéon rdpida del volumen
plasmatico, debida a la ingestién del calostro, al incremento de la destruccién de los
hematies fetales y a la inadecuada suplementacion del hierro necesaria para la sintesis
de hemoglobina. A partir del segundo mes de vida, se inicia un aumento gradual de estos
parametros, que culmina al afio de edad. En este momento, el animal muestra valores

sanguineos similares a los del adulto (Jain, 1993).

Stewart y cols. (1970) estimaron que el valor hematécrito y la concentracién de
hemoglobina disminuyen en potros menores de 2 afos de edad, incrementandose a
continuacion, hacia los 2 afnos. Entre los 3 y los 4 afios, existe un incremento gradual del
VCM y de la HCM vy, dado que la concentracion de hemoglobina y el valor hematdcrito
permanecen constantes durante este periodo, el incremento en el tamafo celular se
acompafa de una ligera reduccion del nimero de hematies. Otros autores encuentran
estos mismos resultados en caballos de raza Lipiziana y en caballos salvajes (Raltson y
cols., 1988; McFarlane y cols., 1998; Cebulj-Kadunc y cols., 2002).



En la yegua gestante Pura Raza Espanola de Estirpe Cartujana, Satué (2004)
mostré una reduccion del numero de glébulos rojos con un aumento compensatorio del
VCM y de la HCM. Esta reduccion en los valores de glébulos rojos previamente habia
sido mostrada en Standardbred (Stewart y cols., 1970; Jain, 1986; Ralston y cols., 1988),
Lipiziano (Cebulj-Kadunc y cols., 2002) y équidos salvajes (Plotka y cols., 1988). A pesar
de ello, McFarlane y cols. (1998) encontraron una tendencia decreciente en animales
geriatricos, posiblemente relacionada con la disminucion de la capacidad regenerativa de
la médula ésea.

El incremento en el tamario eritrocitario parece ser un hallazgo frecuente asociado
a la edad en el caballo (Raltson y cols., 1988; McFarlane y cols., 1998; Satué, 2004). El
aumento del VCM aparece en caballos adultos en respuesta a anemia severa asociada a
respuesta regenerativa intensa de la médula 6sea (Easley, 1985; Radin y cols., 1986) o
bien a cambios en la dindmica de maduracién de los glébulos rojos (McFarlane y cols.,
1998).

Estos mismos cambios en el VCM con la edad también han sido mostrados en
pacientes humanos adultos, y se han asociado a la disminucién de vitamina B, o folatos
en la dieta (Matthews y cols., 1988). De hecho, la sulementacién con vitamina B, y acido
folico provoca un aumento del VCM. En équidos, Stillions y cols. (1971) mostraron la
carencia de deficiencias vitaminicas, principalmente debida a la sintesis endbégena
mediante fermentacién microbiana a nivel del intestino mayor. Sin embargo, existen
situaciones que podrian causar deficiencias vitaminicas en el caballo, mas concretamente
en casos de entrenamiento excesivo, ejercicio o confinamiento (Roberts, 1983). La
reduccion del numero de gloébulos rojos en la yegua prefiada de Pura Raza Espanola,
podria estar relacionado con el descenso de la capacidad digestiva en animales de mayor
edad (Satué, 2004). Este aumento del tamanio eritrocitario podria haber condicionado el
incremento de la HCM (McFarlane y cols.,, 1998; Satué, 2004).

2.1.1.1.11.-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 razas pesadas, de sangre fria (cold-blooded),
como Percheron, Clysdesdale y ponies (McLeod y Ponder, 1946; Knill y cols., 1969; Jain,
1993; Parry y Brobst, 1997; Kramer, 2000).



Las diferencias hematol6gicas entre los dos grupos de razas pueden derivar de la
actuacién de los siguientes factores: temperamento, necesidad de oxigeno y dificultades
termorreguladoras. En relacion al temperamento del animal, se acepta que los animales
de razas pesadas suelen ser menos excitables que los de razas ligeras. Por ello, la
esplenocontraccion derivada de la liberacion de hormonas simpéticas tras la excitacion
debe ser de menor magnitud en el primer grupo de caballos (Hanson y cols., 1995).
Menor necesidad de oxigeno en los tejidos metabdlicamente activos en razas de sangre

fria.

Se describe que las razas pesadas tienen un cociente masa corporal/superficie
menos favorable para la termorregulacion, en comparacion con las razas ligeras. Por ello,
una masa hematica circulante mayor seria un inconveniente durante el ejercicio, al
alcanzarse una hiperviscosidad sanguinea mas intensa, con los efectos negativos

asociados a ella (Kline y Foreman, 1991; Golland y cols., 2003; McKeever, 2003).

2.1.1.1.12.-Ejercicio

La relacién existente entre la serie roja y el rendimiento deportivo en diversas
disciplinas ecuestres ha sido objeto de estudio para muchos investigadores, dando lugar
a resultados conflictivos. No obstante, la mayoria de los autores aceptan que los caballos
mas aptos fisicamente presentan valores basales de recuento de células rojas,
hemoglobina y valor hematécrito dentro de unos limites concretos (Brenon, 1956; Irvine,
1958; Steel y Whitlock, 1960; Stewart y cols., 1970; Stewart y Steel, 1974; Marbach,
1978). Dentro de este contexto destacan los trabajos de Steel y Whitlock (1960) y de
Marbach (1978).

Steel y Whitlock (1960) analizaron un total de 274 muestras sanguineas basales y
segun los datos obtenidos, consideraron cuatro grupos de caballos: hipervolémico
(nimero de glébulos rojos>11 x 10%/mm?; concentracién de hemoglobina >16 g/dl; valor
hematocrito >45%), normovolémico (nimero de glébulos rojos: 9-11 x 10%mm?;
concentracion de hemoglobina: 14-16 g/dl; valor hematdcrito: 40-45%), ligeramente
anémico (nimero de glébulos rojos: 8-9 x 108/mm?; concentracién de hemoglobina: 12-14
g/dl; valor hematdcrito: 35-40%) y anémico (nimero de glébulos rojos<8 x 10%/mm?;
concentracion de hemoglobina<12 g/dl; valor hematécrito<35%). Estos autores

encontraron que el grupo de mayor rendimiento fue el normovolémico.

Posteriormente, Marbach (1978), sobre un conjunto de 3794 muestras de sangre,

concluyeron que los caballos de carreras con un estado de forma fisica correcta tenian



unos datos hematoldgicos basales comprendidos dentro de unos limites estrechos: 9-
11,5 x 10%mm?® de glébulos rojos, 14,8-15,8 g/dl de hemoglobina y 35-40 % de valor
hematocrito. Los cambios hematoldgicos durante el ejercicio se producen conjuntamente
con las adaptaciones cardiovasculares, con la finalidad de transportar el oxigeno a los
tejidos metabdlicamente activos. Por este motivo, las caracteristicas sanguineas pueden
ser uno de los factores limitantes de la capacidad aerobia (Persson, 1967).

El bazo de los équidos constituye un reservorio de hematies, capaz de almacenar
hasta 1/3 del volumen total de glébulos rojos del sistema circulatorio (Torten y Schalm,
1964; Persson, 1967; 1968; 1997; Martinez y cols., 1988; Hanson y cols., 1995; Rubio y
cols., 1995). La esplenocontraccion producida como consecuencia de la liberacion de
catecolaminas y/o de cortisol al inicio del ejercicio, puede incrementar el valor hematocrito
hasta un 50% (Persson, 1967; Revington, 1983).

El grado de movilizacion esplénica esta supeditado a la duracion y a la intensidad
del esfuerzo y, por tanto, a la necesidad de oxigeno en los tejidos metabdlicamente
activos (Persson, 1983). De este modo, las actividades fisicas maximas, como las
carreras de velocidad, inducen una esplenocontraccion marcada, lograndose valores
hematocritos superiores al 60% (Rose y cols., 1983; Snow y cols., 1983; McKeever y
cols., 1993). Las actividades fisicas submaximas, por el contrario, no requieren un
consumo de oxigeno tan elevado. En este caso, el incremento de los valores hematicos
es menor y depende, fundamentalmente, del estado hidrico, produciéndose pérdidas de
agua y electrolitos debido a la intervencién de los mecanismos termorreguladores (Judson
y cols., 1983, a, b; Rubio y cols., 1994, a, b; 1995).

Por otro lado, Hanzawa y cols. (1995) pusieron de manifiesto que los eritrocitos
liberados por el bazo durante el esfuerzo fisico, también denominados equinocitos por
algunos autores, presentan un tamano y una cantidad de hemoglobina inferiores que los
eritrocitos circulantes normales. De ahi que los indices celulares VCM y HCM decrezcan
significativamente durante el desarrollo de una actividad fisica (Boucher, y cols., 1985;
Weiss y cols., 1992; 1994). No obstante, hay que matizar que no todas las
investigaciones coinciden en este aspecto. Smith y cols. (1989) describieron macrocitosis
e hipercromia tras actividades fisicas de intensidad maxima.



2.1.1.1.13.-Entrenamiento

Muchos investigadores han evaluado el efecto del entrenamiento fisico sobre el
hemograma. Se describe un incremento de los valores eritrocitarios en reposo (Steel y
Witlock, 1960; Persson, 1967; Clarkson, 1968; Snow y McKenzie, 1977; Mullen y cols.,
1979; Snow y cols., 1982; Rose y cols., 1983; Allen y Powell, 1983; Rose y Hodgson,
1983; Escribano y cols., 1995, c; Tyler-McGowan y cols., 1999).

También se comprueba que en el sindrome de sobreentrenamiento, relacionado,
en parte, con insuficiencia o agotamiento adrenal, se puede estimular intensamente la
eritropoyesis, condicionando un incremento del volumen sanguineo total. Esta respuesta
representa una consecuencia de la policitemia secundaria fisiolégica derivada de la
hipoxia tisular (Persson, 1967; 1968; 1983; Bruin y cols., 1994; Golland y cols., 2003;
McKeever, 2003).

2.1.1.1.14.-Estado fisiologico

Las investigaciones que evallan los cambios hematolégicos derivados de la
gestacién en yeguas son escasas Yy controvertidas. En estudios llevados a cabo con
yeguas gestantes PSI y Arabes, se observé un incremento significativo en el nimero de
eritrocitos (Hansen y Tood, 1951; Mason y Kwok, 1977; Berlink y cols., 2000) y del
hematocrito durante el periodo gestacional (Berlink y cols., 2000; Domingo, 2008). Estos
resultados podrian estar asociados a la intensidad de los requerimientos metabdlicos del
feto durante el segundo periodo de gestacion y la influencia de la lactacién durante el
primer periodo.

Por el contrario, diversas investigaciones realizadas en varias especies mamiferas
confirmaron una reduccién de los valores eritrocitarios durante la gestacién. Esta
disminucién es una consecuencia de la hemodilucién por el incremento en el volumen
plasmatico (Botella y Clavero, 1974). Tras el parto, aumentan ligeramente, una vez que
se restablece el volumen normal al liberarse los anejos y liquidos fetales (Jain, 1993).
Dicha idea es defendida por diversos autores, como Satué (2004) y Orozco y cols. (2007)
en yeguas, Allard y cols. (1989) en perras y Ratnasooriya y cols. (1993) en elefantes
hembra. Sin embargo, otros autores no mostraron variaciones en los parametros

eritrocitarios durante este periodo en la yegua (Plaschka y cols., 1996).

En momentos cercanos al parto, el andlisis de la eritrocitemia en la yegua no ha
revelado variaciones significativas (Plaschka y cols., 1997; Taylor-Macallister y cols.,
1997; Manso y cols., 1998).



La lactacion cursa con una reduccion en el numero circulante de hematies, en la
concentracion de hemoglobina y en el valor hematdcrito en la yegua, segun Hansen y
cols. (1950, b). Con posterioridad, Harvey y cols. (1994; 2005), en yeguas PSI y Cuarto
de Milla, describieron esta misma circunstancia. Estos ultimos autores resenaron que,
aunque no se trata de una anemia propiamente dicha, en hembras con un periodo de
lactacién superior a los 4 meses de duracién, se evidencia un descenso del valor

hematocrito.

La tendencia hacia la disminucion de los valores del eritrograma también se ha
descrito en animales de otras especies, como vacuno de leche (Steinhardt y cols., 1994),
ovino (Ramos y cols., 1992) y caprino (Mbassa y Poulsen, 1991; Montoro, 1995).

2.1.1.1.15.-Tranquilizantes

La administracion de compuestos tranquilizantes, como los derivados
fenotiazinicos (acepromazina, clorpromazina,...) y los op-adrenérgicos (xilazina,
romifidina, detomidina,...) modifica sustancialmente el hemograma basal. Su accién se
basa en la relajacién de la musculatura lisa de la cépsula esplénica, propiciando el
almacenamiento de células rojas en el bazo (Jeffcott, 1977; Muir y Hubbell, 1991). Del
mismo modo, estas sustancias generan un efecto hipotensivo prolongado, tras una
primera fase corta de hipertension. La hipotension conduce a un incremento del volumen
plasmatico. La hemodilucién resultante, asimismo, da lugar a una reducciéon de los

valores hematicos en reposo (Dalton, 1972; Jeffcott, 1974; Snow y MacKenzie, 1977).

2.1.1.2.-INTERPRETACION DE LA SERIE ROJA
2.1.1.2.1.-Recuento de eritrocitos

De forma general, las modificaciones patologicas que pueden afectar a la serie

roja son la policitemia o eritrocitosis y la anemia.

La policitemia se define como el incremento absoluto o relativo de la cantidad de
glébulos rojos. En el hemograma, viene representada por el aumento del valor
hematécrito, de la concentracién de hemoglobina y del recuento de eritrocitos (Lassen y
Swardson, 1995).

Las policitemias se clasifican en dos grandes grupos, relativas o absolutas. En las

policitemias relativas, no existe un incremento en la creacion de células rojas. Sus



origenes son la deshidratacion y la contraccion esplénica (Lassen y Swardson, 1995). La
deshidratacion conduce a una disminucion del volumen plasmatico en relacién al
componente celular. Se trata, por tanto, de una hemoconcentracién, que se acompana de
un aumento de la concentracién de proteinas plasmaticas totales (Lassen y Swardson,
1995). Por otro lado, la contraccion esplénica puede elevar sustancialmente el valor
hematdcrito, la concentracion de hemoglobina y el recuento celular. En ambos casos, el
numero total de eritrocitos no se modifica (Morris y Large, 1990, a; Watson, 2000).

La policitemia absoluta representa la adicion de células de nueva formacién hacia
la circulacion periférica. Dentro de este grupo, se distinguen la policitemia absoluta
primaria y la policitemia absoluta secundaria.

En la primaria, la eritrocitosis indica una respuesta exagerada de la médula ésea,
sin ningun estimulo que la provoque, ya que las concentraciones periféricas de
eritropoyetina no varian. Este tipo de policitemia se produce en algunas neoplasias 0
alteraciones funcionales medulares (Morris, 1998; Watson, 2000).

En la secundaria, por el contrario, la policitemia se debe a la actuacion de la
eritropoyetina sobre la médula ésea, ya que los niveles de dicha hormona se elevan
significativamente. Segun algunos autores, cabe distinguir entre una policitemia
secundaria fisiol6gicamente correcta y una policitemia secundaria fisiologicamente
incorrecta. La primera se describe en casos de hipoxia cronica sistémica, como ocurre en
pacientes con patologias cardiovasculares y pulmonares de curso prolongado o en
caballos que viven en zonas de altitud elevada, donde el contenido en oxigeno del aire es
bajo. La segunda se relaciona con neoplasias que exacerban la produccién de
eritropoyetina, bien de forma directa, como ocurre en los tumores renales (carcinoma
renal) o bien de forma indirecta, formando parte del sindrome paraneoplasico, como
ocurre en el carcinoma hepatocelular (Morris, 1998; Watson, 2000).

A continuacion, en la tabla 1 se expone un resumen de los diversos tipos de
policitemia (Morris, 1998):



CLASIFICACION ETIOLOGIA

Eritrocitosis relativa Deshidratacién

Esplenocontraccion

Eritrocitosis absoluta
Eritrocitosis absoluta primaria Disfunciones medulares

Eritrocitosis absoluta secundaria Respuesta a un incremento en los niveles
periféricos de eritropoyetina

Eritrocitosis absoluta fisiolégicamente Respuesta a hipoxia crénica o altitud elevada

correcta

Eritrocitosis absoluta fisiolégicamente Sindrome paraneoplasico, neoplasias de

incorrecta origen renal

Tabla 1.- Representacion esquematica de los diversos tipos de policitemia descritos para
équidos (Morris, 1998)

La anemia se define como una disminucién absoluta o relativa del valor
hematocrito, de la concentracion de hemoglobina y del recuento de eritrocitos (Messer,
1995). En las anemias relativas, no existe una reduccion del numero total de células rojas.
No obstante, la hemodilucion o el secuestro de eritrocitos hace que las tres variables
citadas desciendan (Mahaffey y Moore, 1986; Tvedten y Weiss, 2000).

Las anemias con relevancia clinica son las absolutas, en las que existe un
descenso en el numero total de células rojas. De forma genérica, se diferencia entre
anemias regenerativas y no regenerativas. Dentro del primer grupo, se encuentran las
anemias derivadas de la pérdida de sangre, bien de forma aguda, bien de forma cronica,
y las anemias hemoliticas. A continuacién, se presentan los diversos tipos de anemias

absolutas descritas en équidos (Lassen y Swardson, 1995; Morris, 1998).

A. Anemias regenerativas
A.1. Anemias regenerativas por pérdida de sangre
A.1.1. Anemias regenerativas por pérdida aguda de sangre

Coagulacién intravascular diseminada

Traumas y cirugias



Diatesis hemorragicas angiopaticas, trombopaticas y plasmopaticas
Intoxicacion por rodenticidas

Micosis de bolsas guturales

Purpura hemorrégica equina

Hematoma etmoidal progresivo
A.1.2. Anemias regenerativas por pérdida cronica de sangre

Pérdidas por el sistema digestivo: neoplasias digestivas, Ulceras gastricas,....
Pérdidas por el sistema respiratorio: tumores, hemorragias pulmonares,....

Pérdidas por el sistema genitourinario: cistitis, neoplasias vesicales,...
A.2. Anemias regenerativas hemoliticas
A.2.1. Anemias regenerativas hemoliticas de origen no infeccioso

Isoeritrolisis neonatal equina

Anemia hemolitica alimentaria (trébol dulce, cebolla)

Transfusién incompatible de sangre

Toxicosis por fenotiacinas

Administracion de penicilinas

Intoxicacion por ion6foros (monensina)

Anemia hemolitica inmunomediada

Anemia hemolitica secundaria a neoplasias (linfoma)

Anemia secundaria al tratamiento sistémico con organofosforados
Deficiencia en glucosa-6-P deshidrogenasa

A.2.2. Anemias regenerativas hemoliticas de origen infeccioso

Anemia infecciosa equina
Theileria equi o Babesia caballi

Clostridiosis
B. Anemias no regenerativas o hipoproliferativas

B.1. Anemia de la enfermedad crdnica

B.2. Insuficiencia renal crénica

B.3. Anemia aplasica idiopatica

B.4. Hipoplasia familiar del caballo Standardbred
B.5. Neoplasias medulares

2.1.1.2.2.-Concentracion de hemoglobina y valor hematdcrito

La concentracion de hemoglobina es un parametro que considerado aisladamente,

no tiene significado clinico, por lo que debe evaluarse de forma conjunta con el valor



hematécrito (Messer, 1995). El conocimiento del valor hematdcrito en el caballo es
especialmente Util, puesto que junto con la concentracion de proteinas plasmaticas
totales, permite la valoracion del estado hidrico del paciente (Pastor y cols., 1995;
Kramer, 2000).

De forma general, ambos parametros, es decir, valor hematdcrito y concentracién
de proteinas plasmaticas totales, suelen evolucionar de forma paralela. Sin embargo,
existen multiples situaciones clinicas en las que existe disparidad entre ambos
parametros. Entre dichas situaciones cabe considerar las siguientes (Morris, 1998; Sloet
Van Oldruitenborgh-Oosterbaan, 1999; Kramer, 2000):

-Aumento del valor hematdcrito en caso de esplenocontraccién, no acompanado

de elevaciones simultaneas de proteinas plasmaticas totales.

-Procesos que cursan con pérdida de proteinas (enteritis, tiflocolitis, procesos
renales con proteinuria, insuficiencias hepaticas). En este caso, puede hallarse una
hipoproteinemia con un valor hematécrito normal, o bien, una proteinemia normal con
elevacion del valor hematécrito debido a las pérdidas hidricas que suelen acompanar a
algunas de las patologias anteriores.

-Anemias hemoliticas intravasculares, con un descenso del valor hematécrito y, en

funcion de la causa, proteinemia normal, hipoproteinemia o hiperproteinemia.

-Disminucién de la concentracién de proteinas plasmaticas totales y del valor

hematécrito en procesos hemorragicos.

2.1.1.2.3.-indices eritrocitarios

Los indices eritrocitarios, VCM, HCM y CHCM, resultan especialmente utiles para
evaluar y categorizar los procesos anémicos. Clinicamente, los mas utilizados son el VCM
y la CHCM, que informan sobre el tamafo medio de los hematies y sobre la cantidad de
hemoglobina que poseen, respectivamente (Messer, 1995; Morris, 1998; Sloet Von
Oldruitenborgh-Oosterbaan, 1999; Kramer, 2000).

En relacion al VCM, los eritrocitos pueden ser de tamafno normal (normociticos),
mas pequenos de lo normal (microciticos) o de tamano superior al normal (macrociticos).
Segun la CHCM, los eritrocitos se clasifican como normocrémicos, si poseen una
cantidad normal de hemoglobina, o hipocromicos, si la cantidad de hemoglobina es
inferior a la normal (Pastor y cols., 1995).



Finalmente, hay que tener en cuenta que, para una correcta interpretacion del
eritrograma, se debe conocer la concentracion de proteinas plasmaticas totales y/o de
albumina. La evaluacién conjunta de ambos parametros permite la diferenciacion entre

variaciones hematicas absolutas o relativas (Messer, 1995; Kramer, 2000).

2.1.2.-SERIE BLANCA

La serie blanca hace referencia al conjunto de datos aportados por el recuento
total de leucocitos, el recuento diferencial de los mismos y el andlisis de la morfologia
leucocitaria, pudiendo considerarse como una valoracion puntual de un proceso dinamico
(Kidd, 1991; Welles, 2000).

Los valores celulares sanguineos representan el resultado final de la dindmica de
produccion celular por parte de la médula ésea, la liberacién de las células formadas a la
sangre periférica y la utilizacion de éstas por los diversos 6rganos y sistemas corporales,
pudiendo coexistir células en diferentes estadios de maduracién (Kidd, 1991). De este
modo, se pueden hallar células completamente maduras (neutrdfilos, eosindfilos,
monocitos, linfocitos y baséfilos) y leucocitos inmaduros (neutréfilos en banda,
metamielocitos, mielocitos y progranulocitos) (Messer, 1995; Welles, 2000).

2.1.2.1.-CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS LEUCOCITARIAS
EN EQUIDOS

2.1.2.1.1.-Neutrdfilos

La liberacidon de los neutréfilos desde la médula ésea hacia la circulacion sistémica
se encuentra regulada por las necesidades tisulares y por la actuacion de diversos
factores de origen humoral. Tras su paso hacia la sangre, los neutréfilos pueden situarse
en el pool circulante o bien en el pool marginal, almacenados en el endotelio vascular de
diferentes érganos, como pulmén o intestino. De hecho, Lassen y Swardson (1995)
describen tres localizaciones generales para los neutrdfilos:

-Médula ésea: En este compartimento existe una poblacién proliferante de
neutréfilos, que incluye promielocitos, mielocitos, metamielocitos y neutrofilos
maduros, preparados para su liberacién hacia sangre periférica (Lassen y
Swardson, 1995; Roi y cols., 1997; Smith, 2000).



-Sangre: En el compartimento sanguineo se encuentran los neutréfilos circulantes,
valorables mediante el hemograma. Estas células periféricas aparecen con forma
redondeada y con un tamafno de 10 a 15 um de didmetro. Su citoplasma es claro,
con granulos de tincion neutra o rosa palido y su nucleo es polimorfico y
segmentado, con cromatina dispuesta en forma de nudos (Lassen y Swardson,
1995; Roi y cols., 1997; Welles, 2000).

-Tejidos: En los procesos infecciosos e inflamatorios se produce una liberacion de
sustancias quimiotacticas que favorecen la migracion neutrofilica desde el lecho
vascular hacia los tejidos afectados. Los granulocitos del pool/ marginal se
adhieren al endotelio vascular, especialmente al de los vasos de pequeno calibre.
Esta circunstancia facilita la migracion hacia los tejidos, al mismo tiempo que sirve
de reserva para el pool circulante, de modo que existe un intercambio continuo
entre los sectores marginal y circulante (Lassen y Swardson, 1995; Roi y cols.,
1997; Smith, 2000).

En sangre periférica, los neutrofilos pueden aparecer como neutrofilos
segmentados, una vez alcanzada su madurez, o bien como neutréfilos en banda, cuando

aun son formas inmaduras (Kramer, 2000; Smith, 2000).

En condiciones fisiol6gicas, la cantidad circulante de neutréfilos en banda en
sangre periférica es escasa. En casos de infeccion bacteriana, estos neutrdéfilos jévenes
pueden suponer entre un 1 y un 10% del recuento diferencial leucocitario total.
Morfolégicamente, presentan un ndcleo polimoérfico, sin constricciones, con un patron de
cromatina menos condensada que los neutréfilos segmentados. Su citoplasma es similar
al del neutréfilo maduro (Jain, 1993; Welles, 2000).

El neutréfilo maduro o segmentado muestra un nucleo con lobulaciones unidas
mediante finos estrechamientos y un patrén de cromatina densa. El citoplasma se tifie de
forma palida y contiene una gran cantidad de granulos pequefios azurdfilos rosados,
repartidos de forma uniforme (Lassen y Swardson, 1995; Smith, 2000).

Los neutréfilos circulantes tienen una vida media de 10,5 horas, renovandose
aproximadamente 1,5 veces al dia (Lassen y Swardson, 1995; Welles, 2000). A
continuacion, abandonan el torrente circulatorio y emigran hacia los tejidos. Se trata de un
movimiento unidireccional, ya que estas células no regresan hacia la circulacion
periférica. En los tejidos, los neutrdfilos son funcionales durante 1 6 2 dias vy,
posteriormente son fagocitados por las células del sistema monocito—macréfago, o bien



se eliminan por las superficies mucosas (Morris y Large, 1990, b; Morris, 1998; Welles,
2000).

La funcién principal de los neutréfilos es defensiva y se lleva a cabo mediante
mecanismos de fagocitosis. Para ello, los neutréfilos utilizan enzimas hidroliticas y
compuestos reactivos de oxigeno, que destruyen a los microorganismos. Sin embargo,
estas enzimas también se liberan hacia los propios tejidos del paciente, ocasionando
dafios tisulares importantes. Ademas, los neutréfilos producen leucotrienos y otros
mediadores de la inflamacion que contribuyen al inicio del proceso inflamatorio (Roi y
cols., 1997; Smith, 2000; Welles, 2000).

En situaciones de infeccién bacteriana puede producirse una desviacion a la
izquierda, caracterizada por un incremento en el porcentaje de neutréfilos inmaduros
presente en sangre periférica. Esta desviacion aparece como consecuencia de la
demanda exacerbada de neutréfilos por parte del organismo, sobrepasando la capacidad
de respuesta de la médula 6sea para proveer suficiente cantidad de células maduras
(Schalm y Carlson, 1982; Welles, 2000). Por este motivo, en sangre periférica se pueden
encontrar diversos tipos de células inmaduras, tales como metamielocitos, mielocitos,
promielocitos y mieloblastos (Latimer y Rakich, 1992). Otro hallazgo caracteristico de las
infecciones bacterianas es la apariciébn de modificaciones morfoldgicas citoplasmaticas,
que seran descritas con posterioridad y que se conocen como cambios téxicos
neutrofilicos (Lassen y Swardson, 1995; Kramer, 2000; Welles, 2000).

2.1.2.1.2.-Eosindfilos

Los eosindfilos son células de tamarfio ligeramente superior al de los neutrofilos.
Su citoplasma, de color azul palido, muestra numerosos granulos con una tincién
eosindfila intensa. Su ndcleo puede aparecer segmentado o lobulado y, a veces, se
encuentra cubierto casi completamente por los granulos citoplasmaticos (Kramer, 2000;
Smith, 2000). No obstante, hay que tener en cuenta que existen situaciones, poco
frecuentes, en las que se produce una degranulacién eosinofilica, presentandose como
estructuras celulares vacuolizadas (Latimer, 1999).

La cantidad de eosindfilos presentes en sangre periférica es escasa, debido a que
la mayor parte de estas células migra hacia los tejidos, como son la mucosa bronquial,
tracto gastrointestinal,... (Young, 2000). La vida media de los eosindfilos circulantes es de
unas 2 a 12 horas en seres humanos, situacion extrapolable a los équidos. Se confirma
que estas células poseen receptores para las hormonas estrogénicas, de modo que se



puede producir un flujo incrementado de eosindfilos hacia el tracto genitourinario en
momentos determinados del ciclo reproductivo, no asociado a la exposicion a un
elemento antigénico. A continuacion, los eosinofilos permanecen a nivel tisular durante
varios dias, ejerciendo diversas funciones, hasta su eliminacion por el sistema monocito—
macréfago o mediante migracién por las superficies epiteliales (Latimer, 1999; Welles,
2000; Young, 2000).

La funcion principal de los eosindfilos es la destruccion de agentes de naturaleza
parasitaria y la modulacién de las reacciones de hipersensibilidad, estando ambas
acciones relacionadas. La exposicion a antigenos de naturaleza parasitaria,
fundamentalmente a helmintos, induce la produccion de IgE por las células plasmaticas.
Este anticuerpo citofilico se fija, con posterioridad, a los receptores de membrana de las
células cebadas o mastocitos. La nueva exposicion al mismo compuesto antigénico
induce una alteracién en las células cebadas, con degranulacion y liberacion de factores
quimiotacticos de eosindfilos. Dichos factores promueven la salida de los eosindfilos
circulantes hacia los tejidos, procediendo a la destruccién parasitaria o a la regulacion de
la reaccién inmune originada (Roi y cols., 1997; Latimer, 1999; Welles, 2000; Young,
2000).

La destruccion parasitaria por los eosinéfilos se ve facilitada por la opsonizacion
previa del organismo con anticuerpos, generalmente con IgG o con complemento. Tras la
fijacibn de los eosindfilos a los parasitos opsonizados, se produce la degranulacion
celular, con la liberacién de proteinas basicas y peroxidasas, que originan lesiones en las
proteinas de superficie del agente parasitario y la produccién de compuestos reactivos de
oxigeno (Morris, 1998; Latimer, 1999; Welles, 2000).

Por otro lado, diversos estudios in vitro han mostrado que los eosindfilos actian
como moduladores de las reacciones inmunes. Este grupo de leucocitos puede fagocitar
granulos desprendidos o liberados de las células cebadas, inactivar las sustancias de
reaccion lenta de la anafilaxis (leucotrienos C4, D4 y E4) con aritilsulfatasa B, degradar la
histamina con histaminasa, inactivar el factor activador de plaquetas con fosfolipasa D y
neutralizar la heparina con la liberacién de diversas proteinas (Weller y Goetzl, 1980;
Butterworth y Davis, 1981). Sin embargo, la degranulacién de los eosindéfilos no se halla
libore de consecuencias secundarias, debido a la produccion de lesiones tisulares
indiscriminadas. La agresion tisular puede ser localizada, como ocurre en las neumonias
alérgicas o en las patologias obstructivas recurrentes de las vias respiratorias inferiores, o
generalizada, como se produce en los casos de hipereosinofilia idiopatica o en las



infiltraciones eosinofilicas sistémicas. Este dltimo grupo de sindromes no siempre se

acompana de eosinofilia periférica (Latimer, 1999; Welles, 2000).

2.1.2.1.3.-Basofilos

Los baséfilos son células de tamaro ligeramente superior al de los neutréfilos.
Presentan un nucleo lobulado, si bien en menor grado que el de los neutréfilos, y un
citoplasma de color azul grisdceo sobre el que se dispone una gran cantidad de granulos
repartidos de forma irregular, con una tincién intensa de color parpura, llegando incluso a
ocultar el nucleo (Jain, 1993; Kramer, 2000). Las células cebadas raramente se aprecian
en sangre periférica, pero cuando aparecen muestran un ndcleo redondo u ovalado (Jain,
1986; 1993; Scott y Stockham, 2000).

Los basdfilos no suelen aparecer en condiciones fisiolégicas en sangre periférica,
si bien tienden a incrementarse en situaciones de eosinofilia (Scott y Stockham, 2000). No
obstante, desempenan funciones bioldgicas importantes, participando en las reacciones
inflamatorias inmunomediadas, como anafilaxis e hipersensibilidad cutanea, previniendo
y/o favoreciendo los procesos hemostaticos a través de la liberacion de heparina o
mediante su actividad basofilica similar a la calicreina, incrementando la lipdlisis
plasmatica mediante la liberacion de heparina y la estimulacién de la lipoproteina lipasa, y
propiciando la destruccion parasitaria, sobre todo de garrapatas. Asimismo, se ha
sugerido la intervencion de los baséfilos en la citotoxicidad tumoral. Algunas de estas
funciones parecen estar reguladas por los linfocitos T, sobre todo la actuacién basofilica
en las reacciones de hipersensibilidad (Newball y cols., 1980; Goetzl y cols., 1984; Roi y
cols., 1997; Welles, 2000).

2.1.2.1.4.-Monocitos

Los monocitos son los leucocitos maduros de mayor tamafno que aparecen en la
circulacion periférica. Como caracteristicas mas destacables, cabe citar su nucleo, con
aspecto oval, lobulado o en forma de herradura o rifidn, y su citoplasma, con numerosos
granulos azurdfilos repartidos difusamente. El patrén de cromatina nuclear es menos
condensado que el de los neutréfilos y, ocasionalmente, puede apreciarse una vacuola
nuclear (Jain, 1993). El citoplasma muestra una coloracion azul grisadcea y contiene
numerosas vacuolas de tamano variable, localizadas preferentemente, en la periferia

celular, lo cual confiere a los monocitos un aspecto espumoso (Bienzle, 2000).



Tras su produccién en la médula 6sea, los monocitos pasan a sangre y se dirigen
a los tejidos. Alli maduran hacia macrofagos tisulares. Mediante la transformacion de
monocito a macréfago, la célula incrementa su tamafo y genera una cantidad mayor de

granulos citoplasméticos (Bienzle, 2000).

Si bien su cinética no ha sido analizada en detalle en los équidos, se supone que es
equiparable a la descrita en seres humanos y en otras especies de mamiferos. Su
estancia a nivel medular es breve, con una media de 1 a 2,5 dias, antes de su liberacién
hacia el torrente circulatorio. Se cree que no existe un almacenamiento medular
cuantitativamente importante. No obstante, en estados sanitarios correctos, la capacidad
proliferativa medular de los monocitos no se utiliza completamente, de modo que puede
experimentar una expansiéon importante cuando las necesidades tisulares se exacerban

en estados patoldgicos (Meuret y cols., 1974; Welles, 2000).

En el torrente sanguineo, la cantidad total de monocitos se distribuye entre los
pools circulante y marginal, con un cociente de 1/3,5. Al contrario de lo que ocurre con los
neutréfilos, este cociente permanece constante en diversos estados fisiolégicos y en
respuesta a patologias. La vida circulante media del monocito es de unas 8,4 horas,
abandonando la circulacién, independientemente de la edad celular, y no existe un
intercambio a nivel tisular y sanguineo (Meuret y Hoffman, 1973). En los tejidos, los
monocitos maduran hacia macréfagos, transformaciébn que se acompana de
modificaciones en su ultraestructura, aparicion de receptores celulares o cambios
metabdlicos. La vida media de los macréfagos oscila entre varios dias y meses (Lasser,
1983; Welles, 2000).

Los monocitos y los macréfagos son los leucocitos con mayor actividad fagocitica.
Desempenan un papel muy importante en la defensa del organismo frente a numerosos
agentes infecciosos (hongos, virus, protozoos y ciertas bacterias), acttan en la
presentacion de antigenos a los linfocitos, eliminan células senescentes, neoplasicas o
dafiadas y remodelan la reparacion tisular durante el crecimiento y cicatrizacion. También
intervienen en los procesos inflamatorios liberando sustancias biolégicamente activas,
tales como enzimas proteoliticas, interferdn, interleukinas, factores de necrosis tumoral,
componentes del complemento, prostaglandinas y proteinas de transporte (Roi y cols.,
1997). Por otro lado, regulan las funciones hemostaticas vy fibrinoliticas. La secrecion de
algunas proteinas, como las interleukinas, es vital para la produccién de fiebre
(interleukina 1), la estimulacién del crecimiento de los linfocitos T (interleukina 2 o factor
de crecimiento de los linfocitos T) y el aumento de la granulopoyesis (interleukina 3 o



factor estimulador de la formacidén de colonias granulocito-macroféagicas) (Latimer, 1999;
Welles, 2000).

2.1.2.1.5.-Linfocitos

Los linfocitos constituyen la segunda poblacién circulante mas numerosa de
leucocitos en caballos sanos, siendo el componente principal del sistema inmune. La
célula madura tiene un didmetro de 7 a 12 um, un ndcleo algo excéntrico y redondeado
con una muesca, en numerosas ocasiones, y un patron de cromatina dispuesto en
agregados densos. En general, los linfocitos T y B son células pequefas, (Tizard, 2007),
aunque existe una poblacion bien definida de mayor tamafo con granulos citoplasmaticos
que corresponde a los linfocitos Natural killer (células NK). El citoplasma de todas células
es bastante estrecho, generalmente de tonalidad azul pdlida (Latimer y Rackich, 1992;
Day, 2000; Regueiro y cols., 2004).

Los linfocitos estimulados antigénicamente, también conocidos como linfocitos
atipicos, células plasmocitoides o inmunocitos, pueden aparecer en cantidades infimas en
caballos sanos, incrementdndose de forma limitada en respuesta a la activacion
antigénica mediante inmunizacion, natural o adquirida. Dichas células son de igual
tamarno e incluso superior al de los neutréfilos, poseen un margen nuclear irregular, con
cromatina moderadamente agregada y una banda citoplasmatica que ocasionalmente se
tine de color azul palido, representando la zona de Golgi (Latimer, 1999; Day, 2000). Los

inmunocitos se incluyen dentro de los linfocitos en el recuento diferencial leucocitario.

La vida media de los linfocitos varia entre 20 y 200 dias (Schalm y Carlson, 1982),
siendo la duracion media de su transito por sangre de aproximadamente, unas 30 horas
(Duncan y Prasse, 1986). Es interesante mencionar que los linfocitos sanguineos tienen
la capacidad de recircular en la sangre, asi como la de experimentar procesos de mitosis.
La recirculacion facilita la exposicién de los linfocitos a los antigenos localizados y
redistribuye los linfocitos sensibilizados a través del tejido linfoide del organismo. La
proliferacion linfocitaria tras una exposicion antigénica resulta en una amplificacion
general y logaritmica de la respuesta inmune (Craddock, 1971 a, b; Jain, 1986; Welles,
2000).

La mayor parte de los linfocitos sanguineos se origina en los tejidos linfoides
periféricos, de modo que tan sélo un porcentaje reducido deriva de los tejidos linfoides
centrales, es decir, de la médula 6sea y del timo (Parks y Chisari, 1983). Generalmente,

los linfocitos circulantes son linfocitos T, de tamafo pequeno, con una vida media



prolongada y con memoria inmunolégica. En los équidos, la distribucién de la poblacién
de linfocitos es aproximadamente de 29 a 51% (media 38%) de linfocitos T y del 23 al
35% (media 27%) de linfocitos B (Banks y Henson, 1973; Tarr y cols., 1977; Kramer,
2000).

En relaciébn a su cinética, cabe resaltar su circulacion continua entre sangre,
canales linfaticos y tejidos periféricos linfoides (Latimer, 1999). Esta circulacion se lleva a
cabo de una forma concreta, ya que se demuestra que los linfocitos regresan
preferentemente a los lugares de origen. Esta respuesta posiblemente deriva de la
existencia de receptores en las células endoteliales, asi como en los propios linfocitos,
que propician la adhesién celular y la extravasacion posterior (Hopkins y McConnell,
1984; Welles, 2000).

El tiempo de circulacion esta supeditado al subtipo linfocitico y al tejido de origen.
De forma genérica, los linfocitos T circulan con mas rapidez que los B y la migracién a
través del parénquima esplénico es mas rapida que a través de los ganglios linfaticos. Se
citan valores medios de 5 a 6 horas en el bazo y de 15 a 20 horas en los linfonodos
(Hopkins y McConnell, 1984). En estados sanitarios correctos, los linfocitos circulan
preferentemente por las vénulas hacia los tejidos linfoides periféricos, por los eferentes
linfaticos hacia el conducto toracico y, de ahi, hacia la circulacion general (Craddock,
1971, a, b). Se evidencia, ademas, el acceso directo hacia la sangre, pero esta ruta es
mas importante en procesos patoldgicos, con una entrada importante de linfocitos de los
aferentes linfaticos. Por tanto, las patologias modifican o alteran los patrones normales de
circulacion linfocitaria (Hopkins y McConnell, 1984; Day, 2000).

La funcion de los linfocitos T es la de intervenir en la inmunidad celular y la de los
linfocitos B la de producir anticuerpos después de su transformacion en células
plasmaticas (Roi y cols., 1997). Los linfocitos T experimentan un proceso de maduracion
y adquieren plena competencia inmunoldgica en el timo. Entre ellos, se diferencian
diversos tipos, como supresores, colaboradores, citotoxicos, de hipersensibilidad
retardada y de cultivo mixto linfocitario (Lassen y Swardson, 1995; Day, 2000; Welles,
2000).

Estos linfocitos viajan via sanguinea a los diferentes 6rganos linfoides periféricos,
como ganglios linfaticos, timo, placas de Peyer intestinales,... para regresar de nuevo a la
circulacion general. Esta recirculacion se mantiene de forma continua durante meses e

incluso durante afnos (Lassen y Swardson, 1995; Day, 2000).



Los linfocitos B, en general, tienen una longevidad inferior a la de los linfocitos T y
su recirculacién es de menor importancia. Su ubicacién en los o6rganos linfoides
periféricos se establece principalmente en los foliculos linfoides de los ganglios linfaticos,
en los foliculos de la pulpa blanca del bazo y dispersos en la pulpa roja de este érgano,
asi como en los foliculos linfoides del tejido linfatico bucofaringeo e intestinal.
Morfolégicamente no se distinguen de los linfocitos T, si bien estos ultimos suelen mostrar
granulos citoplasmaticos y su tamano es ligeramente superior (Lassen y Swardson, 1995;
Day, 2000).

Cuando un linfocito B recibe un estimulo antigénico adecuado, se produce un
proceso de transformacién morfologica en el interior del foliculo linfoide ganglionar. Esta
transformacién modifica al linfocito B y le otorga memoria inmunolédgica. Dicho cambio
pasa por una serie de etapas, que van desde la aparicién de una profunda hendidura en
el nacleo con un aumento progresivo en su tamafo, hasta su conversion en una célula
con signos evidentes de inmadurez morfologica. Esta ultima célula, ya fuera del foliculo
linfoide, se transforma en inmunoblasto, caracterizado, como se ha descrito con
anterioridad, por su gran tamafo, unos 20 a 30 um de diametro, por su nucleo
redondeado con patrén de cromatina densa y varios nucleolos de localizacion periférica, y
por su citoplasma con coloracidén basoéfila intensa (Lassen y Swardson, 1995; Day, 2000;
Welles, 2000).

A partir de este estadio evolutivo, el inmunoblasto puede regresar a la fase de
linfocito B pequeno, quiescente, o bien, convertirse en una célula plasmatica secretora de
inmunoglobulinas. Las células plasmaticas se localizan en los cordones medulares de los
ganglios linfaticos, asi como en el bazo, el timo, la médula 6sea o en el tejido conectivo
de diversos 6érganos, como la dermis y el intestino. Su morfologia es peculiar, con un
nucleo excéntrico de cromatina densa, en rueda de carro, con un citoplasma
intensamente basofilo y una zona yuxtanuclear mas clara, donde se sitta el aparato de
Golgi, hipertrofiado en estas células (Lassen y Swardson, 1995; Day, 2000; Welles,
2000).

2.1.2.2.-FACTORES DE VARIACION DE LA SERIE BLANCA EN EL CABALLO

Se describen numerosos factores capaces de suscitar una respuesta leucocitaria
en el organismo, modificando la cantidad de leucocitos presentes en sangre periférica. De
hecho, existen diversos tipos de respuesta leucocitaria observados comiunmente en el
caballo. Segun Lassen y Swardson (1995) cabe citar los siguientes:



-Leucocitosis fisiologica: Hace referencia a los cambios en el numero de leucocitos
circulantes derivados de la actuacién de diferentes factores neuroendocrinos,
fundamentalmente de los ejes hipotalamico—hipofisario y simpatico-adrenal
(Welles, 2000; McKeever, 2002).

-Leucocitosis patolégica: Su aparicion indica la actuacién defensiva frente a los
agentes infecciosos o la participacién leucocitaria en un proceso inflamatorio
(Welles, 2000).

La leucocitosis fisioldégica asociada a la intervencién del eje simpatico-adrenal
resulta de una contraccién esplénica en casos de miedo, excitacion o actividad fisica de
intensidad maxima y de corta duracion. Se produce una movilizacion del pool marginal de
neutréfilos y/o de linfocitos hacia la circulacién general. Ademas, se favorece el
intercambio entre los pools marginal y periférico debido a la reduccién en la capacidad de
adherencia neutrofilica y al incremento del flujo sanguineo a través de la microvasculatura
(Latimer y Mejer, 1989). Cursa, por tanto, con una leucocitosis con neutrofilia,
fundamentalmente por aumento de las formas maduras y/o linfocitosis. En algunos casos,
estos cambios pueden acompanarse de eosinofilia y de monocitosis. No se produce
desviacion hacia la izquierda, ya que en estados sanitarios apropiados, no se liberan
neutréfilos inmaduros desde la médula 6sea. Por tanto, la intensidad de la liberacion
medular, la vida media de las células circulantes y el tamano del pool total neutrofilico no
se modifica (Bogg, 1967). La leucocitosis derivada de la liberacién de las hormonas
simpaticas adrenalina y noradrenalina es la modificacién leucocitaria de mayor magnitud

cuantitativa en los équidos (Snow y cols., 1983; Welles, 2000).

Generalmente, tales modificaciones leucocitarias suelen ser transitorias,
desapareciendo con rapidez tras su instauracién. De este modo, el pool marginal de
neutréfilos se restablece de nuevo en los 20 a 30 minutos siguientes al inicio de la
respuesta y el recuento de linfocitos retorna a sus valores basales al cabo de 1 hora
(Rossdale y cols., 1982).

Por otro lado, existe una respuesta leucocitaria asociada a la liberacién de cortisol,
también conocida como leucocitosis por estrés. Aunque en ciertos casos puede
considerarse esta leucocitosis como fisiolégica, hay que tener en cuenta que también
puede aparecer en estados patolégicos (Welles, 2000; McKeever, 2002).

Bajo determinadas situaciones estresantes, los animales responden con una
liberacion importante de cortisol. Esta hormona conlleva la aparicién de leucocitosis con



neutrofilia, sin desviacion a la izquierda, que coexiste con linfopenia y eosinopenia
(Welles, 2000; McKeever, 2002).

La aparicién de neutrofilia proviene de la movilizacion de estas células desde su
pool marginal de almacenamiento, de la reduccién en la capacidad de migracién desde la
sangre hacia los tejidos periféricos y del aumento en la movilizaciéon de la poblacion de
reserva de la médula ésea (Caracostas y cols., 1981). La linfopenia es el resultado del
secuestro linfocitico por parte de los tejidos linfoides (Duncan y Prasse, 1986). La
eosinopenia deriva de la marginacién de los eosindéfilos en los vasos sanguineos, asi
como de la menor liberacion de estas células desde la médula ésea (Duncan y Prasse,
1986; Welles, 2000).

La respuesta leucocitaria vinculada al cortisol se produce entre 2 y 4 horas
después de la elevacién de los niveles circulantes de corticoides endégenos (Rossdale y
cols., 1982) o tras la administracion exdgena de este grupo de sustancias (Rossdale y
cols., 1982; Burguez y cols., 1983). Los valores normales se recuperan en unas 24 horas.
Como se ha comentado con anterioridad, aunque esta respuesta puede ser fisiolégica,
asociada a la realizacion de actividad fisica (pruebas de resistencia), también se describe
en una amplia variedad de procesos patolégicos (Morris y Large, 1990, b; Welles, 2000).

Al igual que se ha descrito para la serie roja, la serie blanca también se ve
afectada por numerosos factores, tales como la raza, el momento del dia, sexo del

animal, edad del animal y ejercicio fisico.

2.1.2.2.1.-Raza

La raza es un hecho a tener en cuenta a la hora de interpretar un leucograma,
como queda patente en los trabajos de Schalm (1964), Coles (1974) y Escribano y cols.
(2005). Estos autores encontraron una mayor cantidad de leucocitos en caballos PSI, en
comparacion con las razas de tiro. Ademas, los dos citados investigadores describen un
cociente neutréfilos/linfocitos (N/L) de, aproximadamente, 1/1 en caballos PSI, mientras
que este cociente fue de 5/3 en animales de razas pesadas. Resultados similares han
sido descritos por Harvey y cols. (1984).



2.1.2.2.2.-Momento del dia

Otro factor a considerar es el momento del dia en el que se efectia la extraccién
sanguinea. Allen y Powell (1983), en caballos PSI de carreras, observaron que el
recuento de linfocitos aumenta significativamente por las tardes y se reduce por las
mananas. Otros autores atribuyeron estos cambios a las variaciones circadianas
experimentadas por los corticoides (McKeever, 2002). Se sabe que la concentracién
maxima circulante de cortisol se produce en las primeras horas del dia, tras el amanecer
(McKeever, 2002; Piccione y cols., 2004). Anteriormente, Plotsky y cols. (1989) mostraron
la actuacion del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal en el control de los disturbios
producidos en la homeostasis.

2.1.2.2.3.-Sexo

En caballos de raza Angloarabe, Munoz y cols. (2001) revelaron que el numero
total y absoluto de granulocitos era superior en hembras que en sementales. Sin
embargo, en esta misma raza Escribano y cols. (2008) mostraron mayores porcentajes de

neutréfilos en machos que en hembras.

2.1.2.2.4.-Edad

El numero de leucocitos presente en el feto aumenta considerablemente a lo largo
del periodo de gestacion, llegandose a alcanzar después del nacimiento valores incluso
superiores a los del adulto. Por otro lado, cabe citar que durante el proceso de
crecimiento fisico se produce un descenso en la tasa de neutrofilos. Al mismo tiempo, el
numero de linfocitos y eosindéfilos aumenta, alcanzandose una meseta a los 4-6 meses de
edad (Harvey y cols., 1984; Jain, 1986). De este modo, la relacién N/L, elevada en el
momento del nacimiento, experimenta un descenso progresivo, con cifras de 1/1 a los 51
dias de edad. Estos valores se mantienen hasta los 2 afos de vida. Posteriormente, el
cociente N/L se incrementa en el caballo adulto, describiéndose valores de 2/1 en
caballos geriatricos (Harvey y cols., 1984; Zinkl y cols., 1990; Jain, 1993; Lassen y
Swardson, 1995).

En diversas razas equinas se ha descrito una reduccién del numero de glébulos
blancos y linfocitos de forma concomitante al aumento del ndmero de neutrdfilos y
eosinofilos con el avance de la edad (Schalm y cols., 1975; Lassen y Swardson, 1995;
McFarlane y cols., 2001; Cebulj-Kadunc y cols., 2003; Satué, 2004). Esta inversion del



cociente neutréfilos/linfocitos con la edad se asocia a la reduccién de la capacidad de las
células para regenerarse (Fermaglich y Horohov, 2002).

A lo largo de los ultimos afos, este proceso ha recibido una considerable atencion
en medicina geriatrica humana (Negoro, 1992; Globerson, 1995; Pawelec y cols., 1997).
En pacientes adultos se ha mostrado una tendencia progresiva hacia la linfopenia, como
consecuencia de la reduccién en el nimero de células B, linfocitos CD4" y CD8*, debido a
la disminucion de la funcionalidad del timo, reduciéndose de esta forma la respuesta
inmune contra antigenos (Negoro, 1992). Estos mismos acontecimientos en el caballo
reflejan la senescencia del sistema inmunolégico (Horohov y cols., 2002; Smith y cols.,
2002).

En relacién al numero de eosindfilos, en asnos y diversas razas de équidos se
describe un aumento con la edad (Harvey y cols., 1984; Zinkl y cols., 1990; Jain, 1993;
Lassen y Swardson, 1995; Satué, 2004). Este incremento se asocia a una exposicion
prolongada a alergenos a lo largo de la vida (Jain, 1993). De forma contraria, McFarlane y
cols. (1998) y Cebulj-Kadunc y cols. (2003) no detectaron diferencias en los recuentos de

este parametros entre animales jovenes y adultos.

Los monocitos, por el contrario, no parecen mostrar ninguna variacién asociada al
envejecimiento (Jain, 1993; Lassen y Swardson, 1995; Cebulj-Kadunc y cols., 2003;
Satué, 2004).

2.1.2.2.5.-Ejercicio

La respuesta leucocitaria esta directamente relacionada con el tipo de ejercicio
llevado a cabo. De este modo, la proporcion de leucocitos puede incrementarse entre un
10 y un 30%, dependiendo de factores como el grado de intensidad y la duracién del
esfuerzo, asi como del nivel de excitacion al que se ve sometido el animal antes y durante

la realizacién del mismo (Rose y Hodgson, 1994; Evans y cols., 1995).

En ejercicios de intensidad maxima y corta duracion (carreras de velocidad) se
produce una marcada leucocitosis con neutrofilia y linfocitosis, debido a la movilizacién de
células sanguineas por la estimulacion simpatico-adrenal (Rose y cols., 1983). También
puede apreciarse cierto grado de eosinopenia, ya que en situaciones de excitacion, los
eosindfilos tienden a retirarse a sus lugares de reserva, como mucosa gastrica, pulmones,
tejido linfoide,... (Roi y cols., 1997).

En ejercicios de intensidad submaxima y larga duracion (pruebas de resistencia),

aparece una leucocitosis debida, exclusivamente, a neutrofilia. Dicha neutrofilia,



acompanada a veces de linfopenia, se atribuye a la liberacion de cortisol desencadenada
por este tipo de actividad fisica (Jensen-Waern y cols., 1999). La intensidad de los
cambios leucocitarios en ejercicios submaximos depende parcialmente de la velocidad,
de modo que los caballos méas rapidos presentan un cociente N/L mayor que los animales
menos veloces (Rose y Hodgson, 1994; Escribano y cols., 1995, a).

La realizacién de ejercicios de intensidad maxima conlleva una disminucién en la
relacion N/L, como consecuencia de la mayor proporcion de linfocitos liberados a la
circulacién. Sin embargo, ante ejercicios de resistencia, el cociente N/L se incrementa,
debido al descenso en la tasa de linfocitos circulantes (Rossdale y cols., 1982; Snow y
cols., 1983).

Al igual que ocurre en ejercicios de resistencia, el estrés sufrido en el transporte
en équidos afecta de forma directa al cociente neutrofilos/linfocitos. Esta elevacion se
debe a la duracion del efecto estresante sobre la liberacién de cortisol (Stull y Rodiek,
2000).

2.1.2.2.6.-Estado fisioldgico

Las investigaciones llevadas a cabo en hembras de diversas especies de
mamiferos domésticos concluyen que la gestacion condiciona una leucocitosis (Kolb,
1976; Schalm y Carlson, 1982; Jain, 1986; Ratnasooriya y cols., 1993). Este hecho
posiblemente represente el efecto de la liberacién de estrégenos (Kolb, 1976; Alonso y
cols., 1987).

Dicha leucocitosis se debe fundamentalmente a la neutrofilia, como se ha descrito
en mujeres (West, 1990; Branch, 1992; Balloch y Cauchi, 1993; Gilles y Monif, 2002;
Luppi, 2003), vacas (Diez y cols., 1982; Gonzalo y cols., 1986; Pereira y cols., 1987) y
ovejas (Alonso y cols., 1987; Ramos y cols., 1992). Del igual modo, esta circunstancia se
aprecia en yeguas PSI (Hansen y cols., 1950, b). No obstante, hay que matizar que otros
autores observan neutropenia y linfocitosis a lo largo de la gestacion en ovejas (Chiboka y
Thomas, 1985; Jain, 1986; Ramos y cols., 1992). Por otra parte, segun Gilles y Monif
(2002) y Luppi y cols. (2002), en mujeres, la gestacion condiciona linfopenia y

monocitosis.

Al contrario de los autores anteriores, Gill y cols. (1994) confirmaron que en
yeguas PSI gestantes aparece leucopenia durante los primeros 4 meses de gestacion,
con una tendencia hacia el aumento a partir de la mitad de la prefiez, incremento que se

mantiene hasta el momento del parto.



Finalmente, otras investigaciones no han mostrado variaciones en el leucograma
durante la gestacion (Hansen, 1950, a; Hansen y Todd, 1951; Mason y Kwok, 1977;
Plaschka y cols., 1996; Berlink y cols., 2000; Satué, 2004).

El parto parece condicionar una leucocitosis caracterizada por neutrofilia,
linfopenia y eosinopenia, posiblemente asociada a la actuacion del eje hipotalamo—
hipofisario—adrenal, con la consiguiente liberacion de glucocorticoides, como corresponde
a una respuesta de estrés (Schalm y cols., 1975; Silver y cols., 1984; Blanchard y cols.,
1986; Harvey y cols., 1994).

Al contrario de lo expuesto en el parrafo anterior, Plaschka y cols. (1996) y Taylor-
Macallister y cols. (1997) presentaron, en yeguas durante el parto, una leucopenia con
neutropenia y eosinopenia.

Segun los resultados expuestos por Hansen y cols. (1950, a) y por Trum (1951) la
lactacion desencadena leucopenia, de intensidad proporcional al grado de estrés de los
animales a lo largo del periodo de produccion maxima de leche.

2.1.2.3.-INTERPRETACION DEL LEUCOGRAMA EN EL CABALLO
2.1.2.3.1.-Interpretacién de las variaciones cuantitativas en los neutréfilos

La neutrofilia o incremento del niumero de neutréfilos circulantes, como se ha
expuesto en los parrafos anteriores, puede presentarse tanto en procesos fisioldgicos
(respuesta de estrés, esplenocontraccion) como patol6gicos (inflamaciones, infecciones,
neoplasias). De forma genérica, se considera neutrofilia cuando el numero de neutréfilos
supera los 6000/mm?® de sangre. La desviacién hacia la izquierda denota un valor de
formas inmaduras superior a 300/mm? (Latimer, 1999; Welles, 2000).

La neutrofilia clinica se produce cuando la salida de los neutréfilos formados a
nivel medular excede la migracion hacia los tejidos. En esta circunstancia, el pool
neutrofilico total experimenta una expansién y la vida media de la poblacién circulante es
normal o aumenta ligeramente. La magnitud de la neutrofilia es superior en procesos
infecciosos localizados, generalmente con creacion de abscesos, que en desérdenes
inflamatorios generalizados (Jain, 1986; 1993; Welles, 2000).

La presencia y la magnitud de la desviacién hacia la izquierda depende de tres
factores: nimero de neutrofilos en el pool medular, liberacion desde la médula y rapidez
del paso de neutrdéfilos desde el compartimento mitético medular hacia el compartimento



no mitético, de maduracién o de almacenamiento. Por tanto, la severidad de la patologia
se refleja en la intensidad de la desviacion a la izquierda y en la presencia de cambios
toxicos en los neutréfilos (Latimer, 1999).

En algunos pacientes equinos puede observarse neutrofilia, si bien el diagndstico
del tejido afectado puede ser complicado. Bajo esta situacidn clinica, se debe excluir la
afectacidon generalizada de los tejidos dérmicos, sistemas gastrointestinal y genitourinario,
articulaciones, planos tisulares o abscesos ocultos. Por otro lado, hay que tener en
cuenta que los procesos hemorragicos y las anemias hemoliticas cursan con neutrofilia

(George y cols., 1982).

La convalecencia de un estado patoldgico se manifiesta con una disminucion en la
intensidad de la desviacién hacia la izquierda, ya que la produccion medular de
neutréfilos rellena el pool no mitético. Por otro lado, la reduccién en las demandas
tisulares promueve la regresién hacia los valores basales. La persistencia de la
leucocitosis neutrofilica con una desviacion hacia la izquierda minima refleja la existencia
de una enfermedad supurativa cronica, generalmente asociada a anemia no regenerativa

de enfermedad crénica e hiperfibrinogenemia (Welles, 2000).

La neutropenia o reduccion del numero de neutrofilos en sangre periférica por
debajo de 3000/mm?® es una consecuencia de ciertos procesos patolégicos. Puede derivar
de la actuacion individual o simultanea de uno de estos tres mecanismos: produccién
defectuosa en la médula ésea, intercambios entre los pools marginal y periférico y
migracion rapida hacia los tejidos, con una velocidad superior a la capacidad medular de
reemplazamiento de dichas células. Siempre hay que tener en cuenta que la neutropenia
es un problema clinico serio y que puede resultar de un proceso bacteriano grave
(Latimer, 1999; Welles, 2000).

La produccion neutrofilica reducida en la médula 6sea se ha documentado en
ponies y en caballos. La exposicion a radiaciones ionizantes y a quimioterapia resultan en
una neutropenia severa. En estos casos, no obstante, la neutropenia es una
manifestacion de la pancitopenia, cuya causa suele ser dificil de diagnosticar, a pesar de
la valoracién exhaustiva de la historia clinica, del examen fisico, del diagndstico
laboratorial e incluso del estudio anatomopatologico (Berggren, 1981). Por otro lado, la
neutropenia secundaria a una reduccién de la masa medular es poco frecuente, pero se

observa en mieloptisis (Latimer, 1999; Welles, 2000).

La neutropenia asociada a necrosis medular se describe en personas tras
procesos sépticos severos, sobre todo por infecciones por Staphylococcus,
Pneumococcus 'y Klebsiella spp. (Murdoch y Smith, 1972). Aunque en vacuno se observa



destruccién medular y pancitopenia tras mastitis y metritis, esta circunstancia no se ha
visto en équidos (Weiss y Miller, 1985). No obstante, la neutropenia derivada de la
destruccién medular debe considerarse en cualquier paciente equino, tras descartar otras
causas de neutropenia, sobre todo si existe una sepsis concomitante de intensidad
severa (Latimer, 1999; Welles, 2000).

La obliteracién del espacio medular aparece secundariamente a reacciones del
estroma o0 a enfermedades infiltrativas, si bien la neutropenia se acompafia de
pancitopenia. Las reacciones del estroma incluyen la mielofibrosis o produccion de tejido
conectivo fibroso y la osteopetrosis o deposiciéon de tejido osteoide. Las enfermedades
infiltrativas mas comunes son las inflamaciones granulomatosas diseminadas y las
neoplasias (Latimer y Mejer, 1989). En el caballo, la mayoria de las mieloptisis con
neutropenia secundaria se atribuyen a patologias de origen neoplasico,
fundamentalmente linfoma y leucemia (Latimer, 1999).

El intercambio temporal entre el pool circulante y el marginal se refleja en el
leucograma mediante neutropenia, si bien la cantidad total de neutréfilos sanguineos
puede permanecer invariable. Este mecanismo, junto con el incremento en la demanda
tisular, son las consideraciones primarias en el diagnéstico diferencial de la neutropenia
en équidos. Se produce, fundamentalmente en casos de endotoxemia y patologias
gastrointestinales variadas, como el sindrome de colitis dorsal derecha o las tiflocolitis por
salmonelosis (Smith, 1981; Owen y cols., 1983; Ziemer y cols., 1987; Schott y cols.,
2001). En estos casos, la presencia de neutropenia sugiere la reduccién de la vida media
neutrofilica y la migracibn masiva desde los vasos sanguineos hacia los tejidos
severamente danados. Se aprecia, ademas, destruccion intravascular o intrasinusoidal o
secuestro de estas células (Latimer, 1999). La neutropenia asociada a infecciones
bacterianas suele manifestarse, asimismo, con desviacion a la izquierda, degeneracion

celular y cambios toxicos leucocitarios (Jain, 1993).

2.1.2.3.2.-Interpretacion de las variaciones cuantitativas en los linfocitos

La linfocitosis, incremento del numero circulante de linfocitos, supone una
elevacion sobre 5000/mm?® y se atribuye a estados fisiolégicos, estimulacion antigénica

crénica o neoplasias linfoides.

Como se ha citado en pérrafos anteriores, la linfocitosis fisiologica proviene de la
liberacién incrementada de hormonas simpaticas, fundamentalmente adrenalina,

induciendo valores de linfocitos circulantes de hasta 14000/mm3.



Por otro lado, las infecciones crénicas y las lesiones inflamatorias cursan con
linfocitosis. Ejemplos tipicos de estas circunstancias son las infecciones bacterianas y las
alteraciones postvacunales (Jeffcott, 1977; Rumbaugh y cols., 1978). Este incremento en
el nimero de linfocitos se vincula a la presencia de inmunocitos en los frotis sanguineos.
Las neoplasias linfoides no son una etiologia frecuente de linfocitosis en équidos
(Schalm, 1981; Madewell y cols., 1982). No obstante, se aprecia en linfomas en fase
leucémica y en leucemias linfociticas (Madewell y cols., 1982; Welles, 2000).

La linfopenia o reduccién del nimero de linfocitos por debajo de 1500/mm?®, es un
hallazgo frecuente en el hiperadrenocorticismo, en la administracién de corticoides
exdgenos y en infecciones agudas de etiologia diversa (Latimer, 1999). De este modo, la
linfopenia es un hallazgo comun en los primeros dias de las infecciones viricas, como es
el caso de herpesvirus tipo | (Mason y cols., 1989; 1990). Otras causas a considerar en el
diagnostico diferencial de la linfopenia son las inmunodeficiencias, como el sindrome de
inmunodeficiencia combinada del potro Arabe (Morris, 1998; Latimer, 1999; Welles,
2000).

2.1.2.3.3.-Interpretacién de las variaciones cuantitativas en los eosindéfilos

La eosinofilia, incremento del nimero de eosindfilos por encima de 800/mm?
sugiere una interaccién antigeno—anticuerpo en los tejidos en los que existe una gran
cantidad de mastocitos, como piel y pulmén, o bien un problema parasitario, que
produzca sensibilizacion. Los potros carecen de eosindfilos circulantes, experimentando
una elevaciéon sustancial al alcanzar los 3 meses de edad. Se supone que esta
circunstancia deriva de la exposicion a parasitos u otros antigenos (Jeffcott, 1977; Harvey
y cols., 1984; Jain, 1986). La eosinofilia es mas probable y su intensidad mas marcada en
las nematodosis, debido a la necesidad de migracion tisular para completar su ciclo vital
(Latimer, 1999; Welles, 2000). Determinados casos de leucemia linfoide o linfosarcoma
en équidos se presentan acompanados de eosinofilia. Estas patologias son similares al
sindrome paraneoplasico humano, en los que la produccion de IL-5 por los linfocitos T
neoplasicos causan la diferenciacion y activacion de los eosinéfilos (Welles, 2000).

Por otro lado, las lesiones inflamatorias en la piel, en el tejido gastrointestinal y en
el tracto genitourinario pueden originar una eosinofilia secundaria a la degranulacién de
las células cebadas (Tavassoli, 1981; Gibson y Alders, 1987; Welles, 2000). No obstante,
resulta paraddjico que muchas de estas patologias conlleven una infiltracion severa
eosinofilica tisular, sin presencia concomitante de eosinofilia periférica (Pass y Bolton,
1982). La presencia incrementada de estos elementos celulares en los tejidos danados se



asocia a la degranulacion de los baséfilos o células cebadas, a la produccién de factores
quimiotacticos derivados del complemento, a la sintesis de aminas vasoactivas y de
linfokinas y a la deposicién de inmunocomplejos dentro de los tejidos (Tavassoli, 1981).

La eosinopenia, reduccion del numero circulante de eosindfilos, es dificil de
evaluar en el caballo, ya que los leucogramas de los animales clinicamente normales
contienen cantidades pequenas de eosindfilos. No obstante, se describe eosinopenia
asociada a procesos infecciosos o inflamatorios activos, asi como en respuesta al

incremento de corticoides, endégenos o exdgenos (Roi y cols., 1997; Welles, 2000).

2.1.2.3.4.-Interpretacion de las variaciones cuantitativas en los monocitos

La monocitosis o0 incremento en la concentracion periférica de monocitos, aparece
en situaciones con intensa fagocitosis tisular, tales como procesos de necrosis, hemdlisis
intravascular o enfermedades supurativas crénicas. La monocitopenia o descenso en el
numero circulante de monocitos, carece de significado clinico (Roi y cols., 1997; Welles,
2000).

2.1.2.3.5.-Interpretacién de las variaciones cuantitativas en los basofilos

La basofilia o incremento del nimero de baséfilos en sangre periférica, es dificil de
evaluar, ya que estas células se encuentran pocas veces en el torrente circulatorio
(Welles, 2000). No obstante, como causas mas comunes de basofilia cabe citar la
hiperlipemia, la dermatitis alérgica y las reacciones de hipersensibilidad. Del mismo modo,
también se describen circunstancias que inducen basopenia, tales como las situaciones
de excitacibn y de estrés, posiblemente asociados a la liberacibn exagerada de
corticoides (Roi y cols., 1997).

2.1.3.-PLAQUETAS

2.1.3.1.-CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS DE LAS PLAQUETAS

Las plaguetas o trombocitos son fragmentos citoplasmaticos de los
megacariocitos. Generalmente aparecen como estructuras ovales o alargadas, de 2,5 pm
de diametro y de 3,5 um de longitud, con citoplasma de color azul palido en el que
pueden aparecer granulos azuréfilos y rodeadas por una fina membrana (Kramer, 2000).



El tiempo de supervivencia de las plaquetas en sangre circulante es de 4 a 7 dias
en équidos (Schalm y cols., 1975; Jain, 1993).

Estas células desempenan un papel esencial en los procesos hemostaticos y
modulan las reacciones inflamatorias e inmunolégicas. La formacién del coagulo primario
depende de la interaccion entre las plaquetas y el endotelio vascular,, adhesién que se
produce por la fijacion de la glucoproteina de la membrana plaquetaria al colageno del
endotelio vascular mediante un puente del factor de Von Willebrand (fvW). A
continuacion, las plaquetas experimentan procesos de activacion, agregacion y liberacion
de diversas sustancias (Siess, 1989; Gentry, 2000; Segura y cols., 2006).

Debido a la actuacion de ciertos agonistas plaquetarios, que conducen a la
sintesis y liberacién de tromboxano A2 (TXA2) y de &cido araquidonico, las plaquetas
pierden su morfologia oval, pasando a ser redondeadas, con seudopodos,, modificacion
necesaria para la agregacion. La agregacion primaria es reversible y esta supeditada a la
liberacién de adenosin difosfato (ADP) desde la plaqueta durante la fase de activacion,
asi como a la exposicion de los receptores de fibrindbgeno, a los que se une esta proteina
en presencia de calcio. Por el contrario, la agregacion secundaria es irreversible, se
produce tras la liberacion de TXA2 y por la secrecién de los granulos plaquetarios, que
contienen adenosin trifosfato (ATP), ADP, Ca*", fibringeno, fvW, trombomodulina, factor
V, factor plaquetario 4 e hidrolasas lisosomiales (Jain, 1993). Finalmente, el efecto
sinérgico del TXA2 y del ADP induce la contraccion plaquetar y la secrecién de granulos,
con liberacion del factor plaquetar 3, que proporciona los fosfolipidos para las
interacciones siguientes con las proteinas de coagulacion, acelerando la formacién de
trombina (Jain, 1993; Gentry, 2000).

Por otro lado, las plaquetas intervienen en la respuesta inflamatoria, al liberar
sustancias vasoactivas, tales como prostaglandinas, proteinas cationicas, colagenasas,
elastasas, histamina, serotonina y quimiotactinégeno, que desencadenan o mantienen la
respuesta inflamatoria e influencian la reparacién tisular tras una lesién (De Gaetano y
cols., 1989; Gentry y Nyarko, 2000). Esta funcion plaquetaria viene determinada por la
liberacién del factor activador de plaquetas, producido por diversas células inflamatorias,
especialmente neutréfilos y macroéfagos.

En personas, se observa que las plaguetas muestran capacidad fagocitica de
microorganismos Yy particulas de latex. Asimismo, pueden intervenir en la endotoxemia,
con una actividad detoxificante de polisacaridos bacterianos en el torrente circulatorio.
Por estos motivos, se sugiere que los pacientes trombocitopénicos deben recibir una



transfusion de plasma o de concentrados de plaquetas, en un intento de incrementar sus

mecanismos de defensa frente a infecciones bacterianas (Jain, 1993; Weiss, 2000).

Finalmente, se describe que las plaquetas podrian actuar en la implantacién de
metastasis tumorales. Segun Weiss (2000), los agregados de plaquetas favorecen la
diseminacion de células tumorales en la sangre, al propiciar la adherencia a la superficie

endotelial y al permitir la formacion extravascular de cimulos celulares neoplésicos.

2.1.3.2.-FACTORES CONDICIONANTES DEL PLAQUETOGRAMA EN EL CABALLO

Aunque existen diversas investigaciones que analizan la influencia de diferentes
factores sobre la concentracion plaquetar circulante en équidos, son escasos los trabajos
concluyentes.

2.1.3.2.1.-Anticoagulante

La utilizacion de EDTA como anticoagulante, aunque puede producir agregacion
plaquetaria en situaciones normales, es mas frecuente en pacientes con patologias
gastrointestinales severas, debido a la activacién plaquetaria por las endotoxinas
circulantes y a la formacion de agregados de plaquetas y leucocitos (Hinchcliff y cols.,
1993; Schrezenmeier y cols., 1995; Jarvis y Evans, 1996; Yoneyama y cols., 2003; Saigo
y cols., 2005).

2.1.3.2.2.-Obtencion de la muestra sanguinea y tiempo de analitica

Las venipunciones reiteradas, las alteraciones en el flujo sanguineo o el retraso en
la realizacién de la analitica modifican significativamente el recuento de plaquetas (Weiss
y cols., 1998; Mani y cols., 2004). Es recomendable llevar a cabo el andlisis dentro de las
2 h siguientes a la extraccion, ya que el volumen plaquetar medio (VPM) se altera si la
muestra con EDTA se mantiene en refrigeracion. Por otro lado, resulta interesante el uso
del citrato sodico como anticoagulante cuando se desea evaluar el tamafio de las
plaquetas (Sellon, 1998; Weiss y cols., 1998; May y Heptinstall, 2004; Seghatchian y
cols., 2006).



2.1.3.2.3.-Raza

Jeffcott (1977), en caballos Cuartos de Milla, encontraron que la cantidad de
plaguetas en esta raza es superior a la de otras razas equinas. Sin embargo, esta mayor
concentracion plaquetar parecia no depender exclusivamente del factor racial, ya que
también podria estar relacionada con el grado de actividad fisica que cada raza realiza.

2.1.3.2.4.-Edad

La edad del animal parece influenciar significativamente el plaquetocrito. Raltson y
cols. (1988), Jain (1993) y Satué (2004) mostraron una disminucion progresiva del
recuento plaquetario conforme avanza la edad del caballo. Zinkl y cols. (1990) y Kubota y
cols. (1991), en asnos y en seres humanos, de forma respectiva, presentaron resultados
similares a los anteriores. Por el contrario, en équidos (McFarlane y cols., 1998) y
humanos (Takubo y Tatsumi, 2000) no evidenciaron modificaciones en el numero de
plaquetas en sangre periférica en personas de diferentes edades.

2.1.3.2.5.-Ejercicio y entrenamiento

La evolucion de las plaquetas durante una actividad fisica es variable y depende
de los autores. Segun Archer (1959) y Bayly y cols. (1983), el entrenamiento en caballos
PSl y la realizacion de ejercicios de intensidad maxima, conducen a una trombocitosis.
Por el contrario, Lepherd (1977) y Kociba y cols. (1984) no consiguieron poner de
manifiesto la existencia de cambios en la concentracion sanguinea de plaquetas en
caballos sometidos a diferentes pautas de ejercicio. Por otro lado, también existen
investigaciones que presentan una trombocitopenia durante esfuerzos de intensidad
maxima, circunstancia que se asocia a un incremento en la capacidad de agregacion

plaquetaria (Kingston y cols., 2002; Norris y cols., 2006).

2.1.3.2.6.-Estado fisioldégico

En seres humanos y en animales de laboratorio se aprecia una marcada
activaciéon de la megacariopoyesis al final del periodo gestacional, persistente durante las
semanas iniciales tras el parto, posiblemente asociada a la elevacion de las
concentraciones de estrégenos, progesterona y otras hormonas esteroideas (Botella y
Clavero, 1974; Fay y cols., 1983; Matsumura y cols., 1984; Sill y cols., 1985; Suarez y



cols., 1988; Jackson y cols., 1992). Igualmente, se encuentra una trombocitosis derivada
de la gestacion en otras especies de mamiferos, como por ejemplo, el elefante hembra
(Ratnasooriya y cols., 1993).

Por otro lado, algunos investigadores han hallado una trombocitopenia gestacional
debida al efecto dilucional en humanos y primates (Fay y cols., 1983; Matthews y cols.,
1990; Verdy y cols., 1997; Harewood y cols., 2000).

En cuanto a la especie equina, la mayoria de los estudios indican que la gestacion
no parece tener un efecto significativo sobre la poblacion plaquetaria circulante (Harvey y
cols., 1994; Plaschka y cols., 1996; Berlink y cols., 2000). Sin embargo, Satué (2004) en
la yegua Pura Raza Espanola de Estirpe Cartujana mostré modificaciones significativas
en el nimero de plaquetas en sangre periférica durante la gestacion. La dindmica
hormonal durante la gestacion (Lovell y cols., 1975; Ginther, 1979; Daels y cols., 1991)
unida a los niveles incrementados de tromboxano B2, producido por la placenta, corion y
amnios podrian justificar esta respuesta.

Jackson y cols. (1992) observaron una trombocitosis previa al parto en la rata,,
atribuida al efecto conjunto del estrés de la hembra durante este momento del ciclo
reproductor y de la liberacion incrementada de estrégenos, progesterona y otras
hormonas esteroideas. Esta misma idea habia sido defendida varios afos antes por
Matsumura y cols. (1984) en ratas y por Suarez y cols. (1988) en la mujer. Por el
contrario, la informacién existente en la literatura sobre el efecto del parto en el
plaguetograma de la yegua ha revelado la ausencia de modificaciones significativas
(Harvey y cols., 1994; Plaschka y cols., 1997; Manso y cols., 1998)

De acuerdo con la bibliografia consultada, la lactacién no parece ejercer ningun
efecto evidenciable sobre la poblacion circulante de plaquetas en yeguas (Harvey y cols.,
1994; Manso y cols., 1998; Satué, 2004).

2.1.3.3.-INTEPRETACION DEL PLAQUETOGRAMA EN EL CABALLO

Las principales alteraciones que se producen en el plaguetograma son la
trombocitosis 0 incremento del nUmero de plaquetas y la trombocitopenia o disminucion
del nimero de plaguetas (Messer, 1995; Morris, 1998; Weiss, 2000).

Los procesos de trombocitosis pueden aparecer de forma fisiologica o patoldgica.
La trombocitosis fisiologica se produce por la movilizacion de las plaquetas desde el bazo



y otros compartimentos no esplénicos, como el pulmén o la médula ésea (Messer, 1995;
Morris, 1998). La trombocitosis patolégica puede ser primaria, cuando deriva de
enfermedades medulares, o secundaria a fracturas, cirugias, patologias infecciosas e
inflamatorias,... (Messer, 1995; Morris, 1998; Weiss, 2000).

La trombocitopenia puede deberse a diversos mecanismos, como reduccion de la
trombopoyesis, incremento de la destruccién periférica de las plaguetas, aumento en su
consumo y pérdida plaquetar, secuestro en el bazo y origen idiopatico (Sellon, 1998).
Seguidamente se exponen las causas de trombocitopenia en el caballo, segun Lassen y
Swardson (1995), Sellon y cols. (1996), Sellon (1998), Russell y Grindem (2000):

A. Reduccion de la trombopoyesis: Cualquier patologia y/o medicacion que afecte
la funcionalidad de la médula 6sea, origina trombocitopenia, en algunos casos
acompanada de anemia y leucopenia. Las patologias medulares que pueden
cursar con trombocitopenia en équidos son la mieloptisis, la mielofibrosis, la

mielodisplasia y las aplasias medulares idiopaticas con pancitopenia.

B. Incremento de la destruccion periférica de las plaquetas: Se produce en las

trombocitopenias inmunomediadas, primarias o secundarias.

- En la trombocitopenia inmunomediada primaria, se producen anticuerpos
frente a los antigenos de la membrana plaquetar, de modo que la plaqueta
es eliminada por la accion del sistema fagocitico mononuclear en higado,
bazo y médula ésea.

- La trombocitopenia inmunomediada secundaria se debe a la unién no
especifica de inmunocomplejos circulantes a los receptores de la superficie
plaquetar. En el caballo, se describe asociada a infecciones viricas
(herpesvirus, influenza, peste equina, anemia infecciosa equina, arteritis
viral equina), bacterianas (septicemia neonatal, Ehrlichia equi) y

neoplasias.

C. Aumento del consumo y pérdida de plaquetas: Se asocia a hemorragia, a
coagulacion intravascular diseminada y a la activacion localizada de procesos
coagulativos y fibrinoliticos, como ocurre en las vasculitis (purpura hemorragica
equina), en las neoplasias vasculares (hemangiosarcoma diseminado) y en las

patologias renales (sindrome hemolitico—urémico).

D. Secuestro en el bazo: Debido a la capacidad de almacenamiento de las
plaquetas en el bazo y a la produccion de anticuerpos antimegacariocitos, en



medicina humana y en pequenos animales las patologias esplénicas se asocian a

trombocitopenia, circunstancia mucho menos importante en los équidos.

2.1.4.-ESTUDIO DEL FROTIS SANGUINEO EN EL CABALLO

El estudio del frotis o extensién sanguinea permite llevar a cabo un examen
exhaustivo de las diversas poblaciones celulares de la sangre, poniendo de manifiesto
cualquier alteracion en su tamafo, morfologia, caracteristicas tintoriales,... (Messer, 1995;
Kramer, 2000).

2.1.4.1.-EXAMEN DE LOS ERITROCITOS EN EL FROTIS SANGUINEO

Los hallazgos indicativos de alteracion que se observan con mayor frecuencia en
el examen eritrocitario en el caballo se describen a continuacion (Stockham y cols., 1994;
Lassen y Swardson, 1995; Tvedten y Weiss, 2000):

- Cuerpos de Howell-Jolly: Son remanentes de ADN, de tincidon baséfila intensa.

Pueden aparecer en nimeros incrementados en casos de anemias severas y en

procesos de supresién esplénica.

- Excentrocitos o _hemifantasmas: Estas células representan eritrocitos con un

contenido escaso en hemoglobina.

- Esquistocitos: Son fragmentos eritrocitarios, irregulares, brillantes e indicativos
de trastornos sistémicos, como cambios en la microcirculacion, coagulacién
intravascular diseminada, neoplasias, procesos inflamatorios de 6rganos muy

vascularizados, como higado, pulmén, bazo, médula 6sea o placenta.

- Estomatocitos: Son células de contorno irregular, cuya presencia puede sugerir

la existencia de una hemdlisis inmunomediada.

- Esferocitos: Se trata de eritrocitos de tamafo pequefo, carentes de palidez
central. Derivan de alteraciones a nivel de la membrana celular, causadas por el
sistema monocito—-macréfago, manteniéndose el volumen citoplasmatico

inalterado.



- Equinocitos: Se trata de hematies espiculados, con proyecciones romas o
puntiagudas en la membrana celular, generalmente numerosas y distribuidas a lo
largo de toda la superficie del eritrocito. Las espiculas son uniformes en tamano,
lo cual permite la diferenciacion entre equinocitos y acantocitos. En estos ultimos,
las proyecciones muestran tamafno variable y su distribucion en la célula es
irregular. Se han descrito tres causas de formacion de los equinocitos, como son:
artefactos, administracion de farmacos y deplecion electrolitica, sobre todo
hipocalemia y deshidratacion hematica (Weiss y cols., 1994).

Por otro lado, durante el examen de los hematies en el frotis sanguineo, se
pueden hallar modificaciones en el tamaro y en la coloracion de los mismos (Lassen y
Swardson, 1995; Tvedten y Weiss, 2000):

- Hipocromia: Se identifica como una menor intensidad en la coloraciéon de los
eritrocitos en la extension sanguinea. Esta alteracion se corresponde en el

eritrograma con una reduccion del indice CHCM.

- Microcitosis: Revela la existencia de eritrocitos de tamafo pequefio y se
manifiesta con un valor de VCM bajo.

- Macrocitosis: Hace referencia a la presencia de eritrocitos de tamafo mayor y se
presenta con un valor de VCM elevado.

2.1.4.2.-EXAMEN DE LOS LEUCOCITOS EN EL FROTIS SANGUINEO

El estudio de la morfologia de los gldébulos blancos en el frotis sanguineo es
esencial para el diagnéstico de diversas patologias. Asi, en infecciones bacterianas por
agentes Gram negativos, es frecuente la observacion de alteraciones citoplasmaticas y
nucleares conocidas como cambios toxicos (Smith, 2000).

Los cambios toxicos son las alteraciones mas comunes inducidas por procesos
patologicos. Estos cambios usualmente estédn asociados a infecciones bacterianas
severas 0 septicemia, aunque también pueden ponerse de manifiesto en procesos
inflamatorios estériles o por toxicidad de determinados medicamentos del tipo de la
fenilbutazona (MacKay y cols., 1983). Se identifican varios tipos de cambios téxicos que
incluyen la existencia de vacuolizacion citoplasmatica, cuerpos de Dohle, basofilia
citoplasmatica y granulacion téxica (Latimer, 1999; Smith, 2000).



La basofilia y la vacuolizacion son los cambios téxicos citoplasmaticos mas
comunes de los neutréfilos equinos. La basofilia citoplasmatica procede de remanentes
de ARN y ribosomas tras la maduracion. El origen de las vacuolas permanece adn sin
discernir, aunque se asocia a fenédmenos de autodigestion. Los neutréfilos afectados
tienen un citoplasma espumoso y azulado (Latimer, 1999; Smith, 2000).

Los cuerpos de Doéhle son unas particulas de 0,5 a 2,0 um, azul grisaceas
depositadas en la periferia del citoplasma, denotan infeccion severa (Latimer, 1999;
Smith, 2000).

La granulacion téxica se produce por un incremento de la permeabilidad de la
membrana de los granulos citoplasmaticos a los colorantes. Los neutrofilos afectados
contienen granulos de coloracion rosa purpura. No son frecuentes en el caballo, aunque
se han identificado en animales afectados de lipidosis hepatica (Latimer, 1999; Smith,
2000).

El nucleo en condiciones de toxicidad medular también puede verse afectado. En
tales condiciones, entre los signos marcadores de toxicidad se citan poliploidia,
hiposegmentacion y neutréfilos gigantes, entre otros (Smith, 2000).

2.1.4.3.-EXAMEN DE LAS PLAQUETAS EN EL FROTIS SANGUINEO

Las principales alteraciones cualitativas que se pueden encontrar en las plaquetas
de una preparacion sanguinea en el caballo son las siguientes (Pastor y cols., 1995;
Smith, 2000):

- Macroplaquetas. Se trata de plaquetas de gran tamano, con signos marcados de
inmadurez, incremento del ratio nucleo/citoplasma, anisocariosis o0 nucleo

disperso.

- Plaquetas de forma oval o de cigarro. Suelen ser indicativas de hemorragia
oculta.



2.1.5.-PLASMA SANGUINEO EN EL CABALLO

2.1.5.1.-COMPOSICION PROTEICA DEL PLASMA EN EL CABALLO

El plasma sanguineo constituye el componente liquido de la sangre, sobre el que
se disponen los diferentes elementos formes. A partir de él, las células obtienen sus
nutrientes y depositan sus productos de desecho (Webb y Weaver, 1979).

Los componentes mayoritarios del plasma son las proteinas, que representan
aproximadamente 6-8 g/dl de sangre, mientras que el componente no proteico supone
s6lo 1 g/dl de plasma. El componente proteico del plasma, sobre todo la albumina, es el
principal determinante de la presion osmética coloidal (Kaneko, 1997; Thomas, 2000).

A continuacion, en la tabla 2, se relacionan los principales constituyentes proteicos
del suero sanguineo en el caballo (Kaneko, 1997). La diferencia entre el plasma y el
suero radica en que en este Ultimo no se encuentran presentes ni el fibrinbgeno ni las

proteinas de la coagulacion (Kaneko, 1997).

NOMBRE TIPO Y TRANSPORTE ORIGEN
ALBUN”NA Regulacion osmoética Higado
a1-GLOBULINA Bilirrubina Higado

Lipoproteina
Transporte de esteroides
02-GLOBULINA Mucoproteina Higado
Haptoglobulina
B1-GLOBULINA Lipoproteina Higado
Esteroide
Caroteno
Protrombina
B2-GLOBULINA Sistema reticulo-endotelial

5-GLOBULINA Sistema reticulo-endotelial

Tabla 2.- Componentes proteicos del suero en équidos (Kaneko, 1997)



En el caballo, la relacién entre la concentracion de albumina y de globulinas
plasmaticas oscila entre 0,8 y 1,0 y constituye un parametro importante a considerar en el
analisis de las proteinas plasmaticas (Thomas, 2000).

2.1.5.2.-FACTORES DE VARIACION DE LA PROTEINEMIA EN EL CABALLO

En condiciones fisioldgicas, la concentracion de proteinas plasmaticas permanece
relativamente constante a lo largo del tiempo. Sin embargo, existen numerosos factores
que pueden afectar sus valores basales (Kaneko, 1997; Thomas, 2000). Entre dichos
factores cabe nombrar los siguientes: edad y crecimiento fisico, influencia hormonal y
sexual, influencias de tipo nutricional, estrés y pérdida de fluidos, ejercicio.

2.1.5.2.1.-Edad y crecimiento fisico

La edad es un factor importante a considerar en la interpretacion de los cambios
que se producen en las proteinas plasmaticas. En el feto, tanto la concentracion de
proteinas plasmaticas totales como la fraccion de la albumina se incrementan
progresivamente con la edad. Antes del nacimiento existe una ausencia completa de

inmunoglobulinas (Kaneko, 1997; Thomas, 2000).

Tras el nacimiento, mediante la ingestion del calostro materno, se produce la
transferencia pasiva de inmunoglobulinas desde la madre hacia el potro, alcanzandose
una concentracion maxima de proteinas plasmaticas totales dentro de las 24 horas
primeras de vida (Kaneko, 1997; Thomas, 2000).

Transcurrido el primer dia de vida, y una vez concluida la transferencia pasiva de
inmunidad, la concentracion de proteinas plasmaticas totales desciende progresivamente,
hasta que el potro adquiere capacidad para elaborar sus propias proteinas (Thomas,
2000). Finalizado el periodo de lactancia del potro, la concentracion de proteinas
plasmaticas totales experimenta un ligero incremento conforme aumenta la edad del
animal. Al mismo tiempo, se produce un descenso en el cociente albumina/globulina
(Kaneko, 1997).

En el animal adulto, la cantidad de proteinas plasmaticas permanece
relativamente estable, hasta llegar a la senectud, momento en el que declinan
significativamente (Tumbleson y cols., 1972; Kaneko, 1997; Thomas, 2000; Siciliano,
2002). Esta reduccion se asocia a tendencias hacia la hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia. Estos resultados se deben al efecto anabdlico de los estrégenos (Perk



y Lobi, 1960), en personas (Kubota y cols., 1991; Takubo y Tatsumi, 2000; Martin y cols.,
2001), asnos (Zinkl y cols., 1990), gatos (Nakai y cols., 1992) y perros (Uchiyama y cols.,
1985; Lowseth y cols., 1990). En determinados casos, esta disminucion de la
concentracion de proteinas se ha asociado a patologias relacionadas con malabsorcién o
maladigestion en caballos geriatricos (Thomas, 2000).

2.1.5.2.2.-Influencia hormonal y sexual

De forma general, el efecto de los cambios hormonales sobre la concentracién de
proteinas plasmaticas suele ser de intensidad leve, incluso cuando las repercusiones
sobre la ganancia de peso o las influencias sobre la composicién corporal son marcadas
(Kaneko, 1997; Thomas, 2000).

Las hormonas pueden ejercer dos tipos de acciones sobre las proteinas
plasmaticas: anabdlicas y catabdlicas. La testosterona y los estrogenos son hormonas
anabolicas en todas las especies. Existen estudios que demuestran que la administracion
de dietilestilbestrol a terneros machos y a gallinas incrementa la concentracion de
proteinas plasmaticas totales y condiciona hipoalbuminemia e hiperglobulinemia (Perk y
Lobi, 1960). Por otro lado, la hormona del crecimiento tiene un efecto similar (Kaneko,
1997).

La tiroxina desempena un efecto catabdlico, provocando una disminucion de las
proteinas totales en plasma. Los glucocorticoides, caracterizados por su accién
glucogénica, también causan un descenso en los niveles de gammaglobulinas (Kaneko,
1997).

2.1.5.2.3.-Influencias de tipo nutricional

La concentracion de proteinas plasmaticas se modifica por factores de tipo
nutricional, si bien, en la mayoria de los casos, los cambios son de pequefia magnitud y
de dificil deteccion e interpretacion. No obstante, en investigaciones llevadas a cabo en
vacuno, se observa una relacién directa entre los niveles de vitamina A y de albumina
(Kaneko, 1997). Ademas, también se constata que la deplecion dietaria de proteinas
induce hipoproteinemia o hipoalbuminemia en diversas especies animales (Kaneko, 1997;
Siciliano, 2002). En animales adultos, las demandas nutricionales aparecen
incrementadas en determinados estados fisiolégicos (gestacién y lactacion) asi como en
la fase de recuperacion por dano tisular o lesion (Thomas, 2000).



2.1.5.2.4.-Estrés y pérdida de fluidos

Los animales sometidos a condiciones de estrés, asi como a procesos febriles,
situaciones de frio intenso, etc... muestran una capacidad adrenal incrementada, capaz
de inducir una reduccién de los niveles plasmaticos de proteinas totales (Cornelius y
cols., 1962; Kaneko, 1997).

Por otro lado, en procesos inflamatorios y/o infecciosos, en los que se produce
una movilizacién de liquidos y de proteinas con formacion de edemas, existe
hipoalbuminemia. Ello se debe al paso de las proteinas hacia el espacio extravascular por
la lesién endotelial o por los cambios en la permeabilidad en el lecho vascular (Kaneko,
1997; Thomas, 2000).

En condiciones de deshidratacion, con hemoconcentracion por reduccién del
volumen plasmatico, existe hiperproteinemia, siempre y cuando no haya una pérdida
adicional de proteinas. Sin embargo, la pérdida de sangre entera, como ocurre en las
patologias hemorragicas, desencadena hipoproteinemia (Kaneko, 1997; Thomas, 2000).

En condiciones de estrés e inflamacién aguda se produce un incremento de las
fracciones a y [ globulinas. La inflamacion cronica o infeccibn se asocia con una

produccion incrementada de v globulinas (Thomas, 2000).

2.1.5.2.5.-Ejercicio y raza

La actividad fisica puede condicionar una respuesta variable en la proteinemia.
Los ejercicios de intensidad maxima y corta duracion, que cursan con esplenocontraccién
intensa e incremento de la presién hidrostatica, fuerzan la salida de las proteinas
plasmaticas de bajo peso molecular hacia el espacio intersticial. Posteriormente, se
detecta un incremento asociado con cambios intercompartimentales de fluidos vy
sudoracion (McKeever y cols., 1993; Andrews y cols., 1995; Harris y cols., 1995;
Williamson y cols., 1996; Mufoz y cols., 1999; Kedzierski y Bergero, 2006).

Los ejercicios de intensidad subméxima, tanto de corta como de larga duracién,
suelen inducir una hiperproteinemia, secundaria al descenso en el volumen plasmatico
circulante. Este puede perderse, bien por los cambios intercompartimentales de fluidos,
bien por la actuacion de los mecanismos de termorregulacién (Judson y cols., 1983, a, b;
Snow y cols., 1983; Mufioz y cols., 2006).



La concentracion de proteinas plasmaticas con el ejercicio también se ve
influenciada por el tipo de raza. Asi, Kedzierski y Bergero (2006) observaron que los
caballos de Pura Raza Arabe mostraban una mayor concentracion de proteinas
plasmaticas tras la realizacién de un ejercicio de 1200 m a galope en comparacion con los
animales de raza Throroughbres, incluso tras 30 min de recuperacion.

2.1.5.2.6.-Estado fisiolégico

Los niveles plasmaticos de proteinas totales experimentan variaciones intensas a
lo largo de la gestacion, como respuesta al estrés adicional impuesto por el desarrollo
fetal. Sin embargo, la direccion de estos cambios varia, habiéndose descrito estados de
hipoalbuminemia y de hiperproteinemia.

En trabajos con ovejas, se ha apreciado hipoalbuminemia con hipoglobulinemia e
hipoproteinemia progresiva hacia la mitad de la gestacion, la cual se recupera al término
de la misma (Dunlap y Dickson, 1955). Sin embargo, en esta misma especie animal,
Alonso y cols. (1997) afirmaron que la gestacién se acompana de hiperproteinemia. Con
anterioridad, en vacas y ovejas, se observd que los niveles de proteinas plasmaticas
totales comienzan a incrementarse 2 meses antes de la conclusiébn de la gestacion,
alcanzando su valor maximo 1 mes después del parto, para declinar durante la fase de

lactacion (Larson y Kendall, 1957; Alonso y cols., 1997).

No se dispone de informacion suficiente sobre la evolucién de las proteinas
plasmaticas totales en yeguas gestantes. No obstante, se sugiere que, este parametro no
se encuentra sometido a cambios sustanciales durante el periodo de gestacion, a pesar
de que los valores medios determinados durante esta fase del ciclo reproductor son
inferiores a los obtenidos durante la lactacion (Holtan y cols., 1975; Felbinger, 1987;
Harvey y cols., 1994; Satué, 2004).

Al igual que la gestacién, la lactacion representa un estimulo importante para la
movilizacién de las reservas proteicas del animal, debido al incremento en la tasa
metabdlica. A pesar de esta aseveracion, los escasos trabajos realizados en la especie
equina han puesto de manifiesto que la concentracion de proteinas plasmaticas durante
el periodo de lactacion es discretamente superior a la encontrada durante la gestacion.
Este resultado probablemente deriva de la normalizacion en el volumen plasmatico en la

lactacion (Holtan y cols., 1975; Felbinger, 1987; Harvey y cols., 1994).



2.1.5.3.-INTERPRETACION DEL PROTEINOGRAMA EN EL CABALLO

Aunque, en un sentido estricto, la concentracion plasmatica de proteinas no se
considera parte integrante del hemograma, su valoracion resulta de gran interés para la
correcta interpretacion del nimero de eritrocitos, de la concentracion de hemoglobina y
del valor hematécrito (Kaneko, 1997). A continuacién, se presentan las variaciones mas

importantes en la proteinemia.

2.1.5.3.1.-Interpretacién de la albuminemia en el caballo

La hiperalbuminemia no deriva de una produccién excesiva de albumina. Se trata
de un proceso secundario a la deshidratacion o de un error laboratorial, en casos de
lipemia o de hemdlisis. No obstante, este ultimo factor esta supeditado al procedimiento
analitico seguido (Sloet Von Oldruitenborgh-Oosterbaan, 1999).

La hipoalbuminemia se relaciona con las siguientes circunstancias (Morris, y
Large, 1990, c; Sloet Von Oldruitenborgh-Oosterbaan, 1999):

-Hipoalbuminemia secundaria a una hemodilucién, tras una fluidoterapia excesiva.

-Reduccién en la sintesis de esta proteina en estados crénicos de malnutricion, en
patologias hepéaticas o en reacciones de fase aguda. Se sabe que la liberacion de
citokinas en respuesta a procesos inflamatorios, infecciosos, neoplasicos,
traumatismos... disminuye la sintesis de albumina, al mismo tiempo que se

produce un estado catabdlico.

-Pérdida incrementada de albdmina, en glomerulopatias y en enteropatias con
pérdida de proteinas, en hemorragias severas, en quemaduras,...

-Secuestro de albumina en cavidades corporales, como ocurre en

pleuroneumonias o en peritonitis.

-Incremento del catabolismo proteico, en casos de equilibrio energético negativo,

como fiebre, traumatismos, cirugias y neoplasias.

2.1.5.3.2.-Interpretacion de la globulinemia en el caballo

Las globulinas, como se indica en la tabla 2, se dividen en tres fracciones, en

funcién de su movilidad electroforética. Las a globulinas se subdividen en subunidades



ol y o2. Las globulinas a1 incluyen la ol-antitripsina, la o1-antiquimotripsina, la
prosomucoide (glucoproteina &cida), el amiloide sérico A y la lipoproteina a1 (HDL). Las
globulinas a2 comprenden la macroglobulina a2 (inhibidor de proteasa), la haptoglobina
(se une a la hemoglobina libre), la proteina C (inhibidor de los factores de coagulacion VI
y V activados), la ceruloplasmina (transportador de cobre) y la lipoproteina a2. Del mismo
modo, las B globulinas se dividen en 31 y 2. Dentro de las globulinas 1 se distingue la
transferrina (union al hierro) y la hemopexina. Las globulinas B2 incluyen el factor 3 del
complemento, la proteina C reactiva, el plasminégeno, la lipoproteina 2 (LDL), la
microglobulina B2, parte de IgA e IgM. El fibrinégeno también migra hacia esta region. En
tercer lugar, se encuentran las &-globulinas, formadas por las inmunoglobulinas IgM, IgA
e IgG (Morris y Large, 1990, c).

La hipoglobulinemia se relaciona con el descenso de las &-globulinas, ya que la
reduccion de las otras dos fracciones no es significativa. Se observa hipoglobulinemia en
casos de hipoproteinemia. Ademas, la reduccion de las &-globulinas se puede deber a
factores hereditarios (inmunodeficiencia primaria combinada, agammaglobulinemia del
potro, déficit selectivo de IgM, hipogammaglobulinemia transitoria) o adquiridos (fallo de
transferencia pasiva de inmunidad, procesos neoplasicos) (Morris y Large, 1990, c).

La hiperglobulinemia deriva del incremento de una o varias de las fracciones de
las globulinas. EI aumento de las a-globulinas indica una respuesta proteica de fase
aguda o aparece como hallazgo laboratorial en algunos casos de sindrome nefrético. Las
B-globulinas aumentan en los siguientes casos: en procesos inflamatorios agudos y
cronicos, en patologias hepaticas, en dermatopatias supurativas y en el sindrome
nefrético. Finalmente, la elevacién de las &-globulinas representa una respuesta inmune
activa exagerada frente a una estimulacion antigénica. Se observa en procesos
neoplasicos que afectan a las células plasmaticas y a los linfocitos (gammopatia
monoclonal), en inflamaciones crénicas, en hepatopatias crénicas, en abscesos hepaticos

y en patologias altamente supurativas (gammopatia policlonal) (Morris y Large, 1990, c).

2.1.5.3.3.-Interpretacion de la fibrinogenemia en el caballo

El fibrinbgeno es una molécula de alto peso molecular producida por el higado. Su
funcion principal es actuar como sustrato de la trombina para constituir fibrina durante la
hemostasis. Ademas, el fibrinégeno es una proteina de fase activa, por lo que en el
caballo es un marcador de respuesta inflamatoria (Morris y Large, 1990, c; Sloet Von
Oldruitenborgh-Oosterbaan, 1999).



La hiperfibrinogenemia se relaciona con procesos inflamatorios, si bien hay que
matizar que la magnitud de la hiperfibrinogenemia no siempre tiene una correlacién
directa con la severidad de la patologia. La hipofibrinogenemia puede deberse a dos
circunstancias: reduccion en su sintesis o incremento de su consumo (Morris y Large,
1990, c).

2.2.-INMUNOLOGIA EQUINA

El sistema inmune es uno de los componentes mas complejos y diversos del
organismo, cuya funciones principales son proteger al mismo frente patégenos externos,
eliminar las sustancias extranas, y destruir los tejidos dafados o envejecidos y las células
cancerigenas (Heaton y cols., 2002, c). Para realizar estas funciones este sistema es
capaz de ajustar su respuesta a cada tipo de agresién y, al mismo tiempo, mantener la
tolerancia frente al organismo invasor (Regueiro y cols. 2004). Cuando el sistema inmune
falla, debido a una respuesta insuficiente, mal dirigida o aberrante se producen
patologias, como enfermedades de naturaleza inmunomediada, entre otras (Zekarias y
cols., 2002).

En seres humanos y ratones el sistema inmune es el mejor caracterizado y su
conocimiento se ha extrapolado a las diferentes especies de mamiferos (Viveiros vy
Antczak, 1999; Slater y Hannant, 2000; Abbas y cols., 2001; Balasuriya y McLachlan,
2004).

Aunque todos los mecanismos inmunolédgicos estan estrechamente relacionados,
cldsicamente se distinguen dos componentes del sistema inmune: la inmunidad innata,
primera linea de defensa del organismo, encargada de generar una respuesta rapida
aunque inespecifica, y la inmunidad adquirida, mas sofisticada y tardia, que permite dar
una respuesta especifica a cada agresion y el desarrollo de una memoria inmunolégica

(Guigueére y Prescott, 2000; Slater y Hannant, 2000; Heaton y cols. 2002, c).

2.2.1.-INMUNIDAD INNATA Y ADQUIRIDA

La inmunidad innata constituye un sistema de reconocimiento inmediato ya
presente de forma evolutiva en plantas e invertebrados (Guiguére y Prescott, 2000). La
respuesta que ofrece la inmunidad innata es parecida en todas las agresiones, y sus
mecanismos reconocen de forma constitucional como extrafos patrones moleculares
inespecificos presentes en numerosos microorganismos patégenos, pero no en los tejidos

propios. Estos patrones se denominan patrones moleculares asociados a patégenos



(PMAP), y un ejemplo de ellos son los lipopolisacéridos de la pared bacteriana comunes a
grupos o familias de organismos patéogenos (Medzhitov y Janeway, 1997; Guiguére y
Prescott, 2000; Slater y Hannant, 2000; Blach-Olszewska, 2005). Existen varios tipos de
receptores de reconocimiento de los PAMP, siendo los denominado tipo toll los mas
importantes (Bautista y Mosqueda, 2005; Blach-Olszewska, 2005). Los efectores de la
inmunidad innata son las barreras mucosas y epiteliales, las células fagocitarias
(neutréfilos y macrofagos), las células Natural Killer, los mediadores inflamatorios y el

sistema del complemento.

Como las células de la inmunidad innata expresan un numero limitado de
receptores, no necesitan sufrir una expansién clonal, como si ocurre en la expansion
linfocitaria de la inmunidad adquirida. La activaciéon de la inmunidad innata sélo necesita
la expresion de genes altamente activos, lo que la hace capaz de producir una respuesta
inmune rapida (de minutos a horas) y eficaz (Janeway y Medzhitov, 2002). La misién de la
inmunidad innata es combatir la agresion desde su inicio hasta la activacién de los
mecanismos de la inmunidad adquirida y la consiguiente eliminacién (Guiguére y
Prescott, 2000; Slater y Hannant, 2000; Blach-Olszewska, 2005).

Ademas de actuar como primera linea de defensa, la inmunidad innata también
participa activamente en el desarrollo de la inmunidad adquirida que se producira a
continuaciéon y en el reclutamiento de los agentes que la desencadenan (Fearon y
Locksley, 1996; Trincheri, 1997; Balasuriya y McLachlan 2004)

A diferencia de la inmunidad innata, la inmunidad adquirida posee receptores
especializados, con una capacidad casi ilimitada para reconocer de forma especifica cada
agente extrano al organismo (Blach-Olszewska, 2005). Ademas de esta especificidad, la
inmunidad adquirida desarrolla una memoria inmunoldgica que hace que la respuesta
frente a futuras agresiones por el mismo agente sea mas rapida e intensa (Slater y
Hannant, 2000; Balasuriya y McLachlan 2004).

Para el desarrollo de una respuesta inmune especifica, se necesita la interaccion
del sistema inmune con el agente agresor. De esta forma, la respuesta inicial es el
reconocimiento de dicho agente y su presentacién a las células efectoras de la inmunidad
adquirida, los linfocitos, a través de las células presentadoras de antigenos. Los linfocitos
inician entonces la expansion clonal de linfocitos T y B antigeno-dependiente y especifica
para ese patégeno (Janeway, 2001; Heaton y cols., 2002, a, b; Regueiro y cols., 2004;
Bautista y Mosqueda, 2005).

Estos linfocitos son capaces de reconocer hasta 10" antigenos diferentes, tantos
como receptores de linfocitos T y B existen. La estructura responsable del reconocimiento



especifico de antigenos potenciales por los linfocitos es el receptor de antigeno BCR en
linfocitos B y TCR en linfocitos T (Janeway, 2001; Zekarias y cols., 2002; Regueiro y cols.,
2004).

Dependiendo del tipo de respuesta inmunitaria, la inmunidad adquirida o
especifica se clasifica en inmunidad celular y humoral (Tizard, 2007).

-Inmunidad Celular: se considera cualquier respuesta frente a microorganismos o
tumores en la que los anticuerpos jueguan un papel subordinado o secundario. Esta

mediada por los linfocitos T, y controla los microorganismos intracelulares (virus).

-Inmunidad Humoral: estd mediada por anticuerpos (linfocitos B) y se orienta al

control de microorganismos extracelulares y toxinas.

2.2.2.-INTEGRANTES DEL SISTEMA INMUNE
2.2.2.1.-SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El sistema de complemento es un complejo bioquimico integrado por 30 proteinas
séricas, aproximadamente. Este sistema se activa en respuesta a agresiones por
bacterias, levaduras, virus, células neoplasicas o particulas extrafias, bien por contacto
con las proteinas de la pared celular, o bien mediante la formacion de complejos
antigeno-anticuerpo (Regueiro y cols., 2004; Tizard, 2007).

La activacion del sistema de complemento produce una serie de reacciones
enzimaticas en cascada, cuyas consecuencias finales son la citolisis del agente agresor,
su opsonizacion y el inicio del proceso inflamatorio (Guiguére y Prescott, 2000; Slater y
Hannant, 2000; McKay, 2000). La citolisis consiste en la destruccion de la célula diana
debido a la penetracién de agua tras la formacién del complejo de ataque a la membrana
(MAC) y la opsonizacion corresponde al recubrimiento de inmunocomplejos en las células
diana, de tal manera que puedan ser reconocidos por las células fagocitarias.

2.2.2.2.-PROTEINAS DE FASE AGUDA

La proteinas de fase aguda son producidas en el higado durante la inflamacién en
repuesta a citoquinas secretadas por los macrofagos (Guiguéere y Prescott, 2000). Estas
proteinas se unen a las bacterias para inducir la respuesta del complemento o dificultar su
metabolismo, con la finalidad de impedir su crecimiento y favorecer su destruccién
(Regueiro y cols., 2004).



2.2.2.3.-CITOQUINAS

Las citoquinas son sustancias de naturaleza proteica de bajo peso molecular
secretadas por células, que actian en el sistema inmunitario como mediadores en la
comunicacion intercelular. Una vez liberadas, se unen a sus receptores especificos en la
membrana de las células diana, regulando el inicio, el mantenimiento y la respuesta
inmunitaria inflamatoria (Giguére y Prescott, 2000; Regueiro y cols., 2004). Las citoquinas
poseen numerosas funciones, entre las que se citan (Slater y Hannant, 2000):

-Induccién y modulacion de la respuesta inmune innata y adquirida (ej.: IL-12)
-Accién antivirica (ej.: IFN-a, IFN-B, IFN-y y Factor de necrosis tumoral-c)

-Induccién de reaccion general defensiva del organismo (Ej.: IL-1: pirexia).

2.2.2.4.-FAGOCITOSIS

La fagocitosis es la union del microorganismo (o agente particulado, insoluble) a la
superficie de una célula fagocitica mediante un mecanismo inespecifico de tipo
ameboide. La célula fagocitaria emite pseuddpodos y engloba al microorganismo para
crear un fagosoma al que se unen lisosomas. Los principales agentes encargados de la
fagocitosis son los macroéfagos y neutréfilos (Guiguere y Prescott, 2000; Regueiro y cols.
2004).

Los neutréfilos necesitan que el patégeno esté unido a inmunoglobulinas y/o
proteinas de complemento para adherirse. Por el contrario, los macréfagos reconocen a
algunos patégenos sin necesidad de opsonizacion gracias a que ademas de receptores
de superficie para inmunoglobulinas y proteinas del complemento, presentan receptores
para varios PAMP (Guiguere y Prescott, 2000; Regueiro y cols. 2004).

La destruccion del microorganismo en los lisosomas secundarios de los fagocitos
se produce por tres tipos de mecanismos, que se citan a continuacion (Guiguére y
Prescott, 2000; Regueiro y cols. 2004):

-Mecanismos dependientes de oxigeno:

-Intermediarios reactivos de oxigeno (ROI). Se activa una ruta metabdlica (hexosa
monofosfato) que consume oxigeno y produce elevadas cantidades de radicales téxicos
antimicrobianos (como el Oy, H,0,, OH, O,"), y que ademaés, pueden reaccionar para dar
otras sustancias toxicas, como hipocloritos y cloruros. Estas sustancias provocan una

intensa halogenacion que afecta a una gran diversidad de bacterias y virus.



-Mecanismos dependientes de éxido nitrico (NO). La enzima NOS (6xido nitrico-
sintetasa) combina el oxigeno molecular con el nitrdgeno guanidino de la L-arginina, para

generar 6xido nitrico (NO), que es toxico para bacterias y células tumorales.

-Mecanismos independientes de oxigeno: Liberacion de enzimas hidroliticos:
lisozima, proteinas catidnicas, proteasas, etc., con efecto bactericida o bacteriostatico.

Aunque ambas células usan mecanismos fagociticos similares, los neutréfilos son
mas potentes y son capaces de destruir bacterias capaces de sobrevivir dentro de los
macréfagos (Guiguére y Prescott, 2000; Regueiro y cols. 2004).

2.2.2.5.-CELULAS INFLAMATORIAS
2.2.2.5.1.-GRANULOCITOS

En respuesta a un estimulo determinado, los granulocitos se adhieren a las
paredes vasculares, deslizdndose entre las células endoteliales mediante diapédesis
hasta alcanzar el foco inflamatorio (Regueiro y cols., 2004; Tizard, 2007). Dentro de los
granulocitos se encuentran los neutrdfilos, eosindfilos y basofilos.

2.2.2.5.1.1.-NEUTROFILOS

Representan el 90% de los granulocitos totales, son las células con mayor
capacidad fagocitica y las primeras en alcanzar el foco inflamatorio, dando lugar a la
fagocitosis y destruccion de diversos patdégenos como bacterias, virus y hongos. También,
aunque en menor medida que los macréfagos, participan en la modulacion de la
respuesta inflamatoria mediante la liberacion de mediadores quimicos (Guiguere y
Prescott, 2000; Regueiro y cols., 2004).

2.2.2.5.1.2.-EOSINOFILOS

Constituyen el 2-5% de los granulocitos y son eminentemente tisulares. Si bien
tienen capacidad fagocitaria, su accion principal es el vertido del contenido de sus
granulos, de accion citotdéxica y neurotéxica en respuesta a parasitos, normalmente
helmintos, que no pueden ser fagocitados (Regueiro y cols., 2004; Tizard, 2007). Los
granulos tienen ademas accion bacteridida y modulatoria de la reaccién inflamatoria (Brito
y cols., 2003).



2.2.2.5.1.3.-BASOFILOS

Los basofilos responden a los estimulos quimiotacticos atravesando el tejido
afectado por diapédesis y liberando sustancias de caracter inflamatorio, como las
histaminas, con un papel importante en la hipersensibilidad de tipo | (Horohov, 2000;
Regueiro y cols., 2004; Tizard, 2007).

2.2.2.5.2.-MACROFAGOS

Los macréfagos son células fagocitarias de origen mieloide, que se liberan al
torrente circulatorio aun inmaduros y se distribuyen en los tejidos en los que se produce
su diferenciacién. Algunos tejidos tienen macrofagos especificos, como las células de
Kupfer en el higado o la microglia en Sistema Nervioso Central. De forma conjunta, los
macréfagos del organismo conforman el Sistema Mononuclear Fagocitico (Regueiro y
cols., 2004; Tizard, 2007).

Los macréfagos se estimulan muy precozmente en el curso de una agresion,
participando en la activacion del sistema del complemento (Slater y Hannant, 2000).
Ademas de su funcion fagocitica, actian como células presentadoras de antigeno, como
agentes moduladores e inductores de la respuesta linfocitaria y en la reparacion de
tejidos danados (Guiguére y Prescott, 2000; Slater y Hannant, 2000; Licastro y cols.,
2005; Tizard, 2007).

2.2.2.5.3.-OTRAS CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENOS

Los macrofagos junto con las células dendriticas y los linfocitos B son las células
presentadoras de antigenos. Estas células, tras procesar los antigenos del patégeno, lo
presentan a través de las denominadas moléculas de histocompatibilidad a los linfocitos,
para que éstos inicien la respuesta inmunitaria (Licastro y cols., 2005; Tizard, 2007).

2.2.2.5.4.-MASTOCITOS

Los mastocitos son células localizadas en los tejidos y participan activamente en
los procesos inflamatorios. Poseen en su interior una gran cantidad de mediadores
inflamatorios, como las histaminas, que liberan frente a un estimulo determinado,
aumentando considerablemente la permeabilidad vascular. Este incremento de
permeabilidad favorece la expansion del plasma sanguineo y la migracion de células



inflamatorias al foco inflamatorio para eliminar al patégeno (McKay, 2000; Swiderski,
2000).

2.2.2.5.5.-PLAQUETAS

Las plaquetas también participan activamente en los procesos inflamatorios. Una
vez activadas, liberan numerosas citoquinas que atraen, activan y median en la
interaccién de los leucocitos con el endotelio vascular, permitiendo la migracion a los

tejidos subendoteliales (Wagner y Burger, 2003).

2.2.2.5.6.-LINFOCITOS

Dentro de la poblacion linfocitaria total, los linfocitos B son los responsables de la
inmunidad humoral, los linfocitos T junto con los macréfagos de la inmunidad celular y las
células NK de la inmunidad innata, ya que no requieren activacién previa para actuar
(Regueiro y cols., 2004; Tizard, 2007).

2.2.2.5.6.1.-LINFOCITOS B

Los linfocitos B mediante la produccién de anticuerpos o inmunoglobulinas (lg) son
los responsables principales de la inmunidad humoral (Heaton y cols., 2002, b, c¢). Los
anticuerpos son moléculas tetrapeptidicas capaces de comunicarse con el sistema del
complemento y las células fagocitarias. Asimismo, reconocen y se fijan especificamente a

un microorganismo de forma individual (Roitt, 1998, b).

Cada linfocito B esta programado para elaborar un uUnico tipo de anticuerpo, que
sitlia en su superficie externa para que actie como receptor. Cuando un antigeno penetra
en el organismo, se unird a dicho anticuerpo. Este receptor se convierte en célula
plasmatica, capaz de producir numerosos anticuerpos idénticos al que portaba en su
superficie. Al mismo tiempo, los linfocitos B sufren un proceso de expansion clonal para
elaborar gran cantidad de anticuerpos especificos (Roitt, 1998, b; Regueiro y cols., 2004).

En el hombre existen cinco formas de Ig, denominadas isotipos, con estructuras
similares denominadas 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE. La mayoria de los linfocitos B que
circulan en sangre expresan dos isotipos en su membrana plasmatica: IgM e IgD
(Regueiro y cols., 2004). En el caballo los isotipos de inmunoglobulinas son complejos e
incluyen IgM, IgA, IgE y 5 subisotipos de IgG (IgGa, IgGb, IgGc, IgG (T) y 1gG (B))
(McGuire y Crawford, 1973). Hasta la actualidad no se ha reconocido IgD en équidos



(Lunny cols., 1995).

Los anticuerpos pueden inactivar antigenos extracelulares, marcar patégenos
bacterianos para su posterior destruccion por las células NK y neutralizar toxinas
bacterianas (Guiguére y Prescott, 2000).

2.2.2.5.6.1.1.-LINFOCITOS B CD5

Se trata de un tipo de linfocitos que expresan en su membrana el Cluster de
Diferenciacién CD5, como se expresara en el apartado 2.3.3.4. Estos linfocitos, a
diferencia del resto de linfocitos B, producen anticuerpos poco especificos y reaccionan
frente a componentes de la membrana bacteriana (Murakami y Honjo, 1995; Kaufmann,
1997).

Cuando el organismo experimenta repetidas exposiciones a un antigeno
determinado, los linfocitos B interaccionan de manera exclusiva con el complejo antigeno-
anticuerpo, pasando a diferenciarse en células plasmaticas y células de memoria.
Ademas, durante este periodo de memoria se incrementan el niumero de linfocitos T
reactivos, asi como la afinidad del receptor antigénico (BCR) a los antigenos para los que
son especificos (McCullough y Summerfield, 2005).

Los anticuerpos una vez formados se mantienen elevados durante mucho tiempo,
proporcionando una inmunidad reforzada, con aumento rapido de linfocitos B 'y T de
memoria. Estas células permanecen como reserva para diferenciarse directamente a
células plasmaticas tras futuras exposiciones (Guiguére y Prescott, 2000; Slater y
Hannant, 2000).

2.2.2.5.6.2.-LINFOCITOS T

Los linfocitos T necesitan contactar con el antigeno que portan las células
presentadoras de antigenos (monocitos y macréfagos) en su superficie para poder
activarse. Para ello tiene un receptor antigeno-especifico (TCR) como parte integrante de
su membrana celular. EIl TCR se encuentra intimamente vinculado a un complejo de
péptidos transmembranosos denominado CD3. Una vez que el receptor TCR se liga al
antigeno, el CD3 es el encargado de activar a la célula. EI CD3 sélo esta presente en los
linfocitos T y es la molécula que se emplea para su identificacion (Roitt, 1998, b).
Ademas, los linfocitos T necesitan la presencia de un marcador de superficie para
reconocer al antigeno. Este tipo de marcadores celulares pertenecen a un importante



grupo de moléculas conocido como Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) vy
existen a su vez dos tipos especificos: CMH de clase | y CMH de clase |l (McDevitt,
2000).

El CMH de clase | esta presente practicamente en todas las células nucleadas del
organismo e interviene en el reconocimiento de los antigenos por parte de los llamados
linfocitos T citotéxicos (linfocitos CD3* CD8) (Jondal y cols., 1996).

Las moléculas del CMH de tipo Il se encuentran en los linfocitos B y en las células
presentadoras de antigeno (macréfagos o células del sistema monocito-macroéfago).
También las células endoteliales y epiteliales pueden actuar como células presentadoras
de antigenos cuando son inducidas por el interferén gamma (IFN-y). También se asocian
al CMH de tipo Il los linfocitos T cooperadores (linfocitos CD3* CD4") una vez que
reconocen los antigenos en la superficie de las células presentadoras de antigeno
(Williams, 1997).

Existen dos tipos de receptores especificos para linfocitos T (TCR) atendiendo al tipo
de cadenas que lo componen, dando lugar a dos tipos de linfocitos: TCRaB, y TCRyd
(Caldwell y cols., 1995; De Rosa y cols., 2004). Los linfocitos TCRyd predominan en el
epitelio intestinal y la piel, siendo mas escasos a nivel de nédulos linfaticos, bazo y timo
(Goodman y Lefrangois, 1988; Bucy y cols., 1988; Hein y Mackay, 1991; Roitt, 1998, a, b;
McDonough y Moore, 2000). Ademas, el niumero de células Tyd varia con la especie
animal. Asi, mientras que en rumiantes este tipo celular representa entre el 30 y el 80 %
del total de linfocitos T (Hein y MacKay, 1991; Hayday, 2000), en canidos constituyen el

0,5 al 15 % (Ruoitt, 1998, a, b; McDonough y Moore, 200Q), correspondiendo a los équidos
el 1% (Hurley, 2007, comunicacion personal).

Los linfocitos Ty® juegan un papel determinante en el reconocimiento de
antigenos bacterianos (Hayday, 2000), ejercen una funcion citotoxica frente a células
tumorales y células autélogas infectadas por patdégenos intracelulares (Caldwell y cols.,
1995), constituyendo la primera barrera defensiva (Regueiro y cols., 2004)

Otras moléculas de superficie de los linfocitos T son los Cluster de Diferenciacion
CD4 y CD8. La mayoria de los linfocitos Tyd carecen de ambas moléculas, sin embargo,
dentro de los linfocitos Tap se diferencian:

-Los linfocitos T citotdxicos expresan en su superficie el antigeno CD8 y reconocen
antigenos exdégenos asociados a moléculas de histocompatibilidad de tipo | (Jondal
y cols., 1996).

-Los linfocitos T cooperadores presentan el antigeno CD4 y reconocen antigenos
asociados al complejo mayor de histocompatibilidad de tipo Il (Williams, 1997).



Los linfocitos T citotdxicos contribuyen a la resistencia frente a infecciones
intracelulares por virus, protozoos y patégenos bacterianos (Harty y cols., 2000), secretan
perforinas que perforan la membrana basal de las células diana y transfieren enzimas
almacenadas en granulos citoplasmaticos, induciendo la apoptosis en ellas (Smyth y
Trapani, 1995). Estos linfocitos también participan en los mecanismos inmunitarios,
produciendo citoquinas como interferén gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF-
a). (Harty y cols., 2000). También pueden actuar como células de memoria tras la
infeccion, segun se ha podido constatar en modelos humanos y murinos de leishmaniosis
(Mdller y cols., 1993; 1994; Mendonga y cols., 1995).

Los linfocitos T cooperadores secretan diversos tipos de citoquinas, induciendo por
un lado una respuesta de tipo humoral, estimulando la produccién de anticuerpos a partir
de los linfocitos B, y por otro lado, una respuesta celular activando macréfagos y células
citotoxicas para la destruccion de los patdégenos intracelulares (Freitas y Rocha, 2000).
Los linfocitos T cooperadores en base a la produccion de estas citoquinas se clasifican en
Th1y Th2:

-Los linfocitos Th1 producen principalmente interleuquina 2 (IL2) e interferon-a (IFN-
a) e inducen una respuesta inmune de tipo celular, importante para la eliminacién de

patégenos intracelulares (Akkonyunlu y Fikrig, 2000).

-Los linfocitos Th2 producen interleuquina 4 (IL4) e interleuquina 5 (IL5) e inducen
una respuesta inmune de tipo humoral, mas orientada a la lucha frente a patégenos

extracelulares (Roitt, 1998, a).

Los linfocitos T y B estan independientemente regulados, de modo que la ausencia
de una de estas poblaciones no se compensa con el aumento de la otra. Un mecanismo
similar ocurre entre las poblaciones de linfocitos T de tipo yd y a3 . Sin embargo, dentro
de los linfocitos T af las poblaciones CD4 y CD8 son correguladas, es decir, una
disminucion de una de ellas suele producir un incremento compensatorio de la otra, de tal
manera, que el numero total de células af se mantiene relativamente estable (Rocha y
cols., 1989; Freitas y Rocha, 2000).

A nivel morfolégico, se ha observado la presencia de linfocitos granulares grandes.
Estas células aumentan considerablemente en ciertos procesos patoldgicos,
fundamentalmente relacionados con neoplasias y estimulos antigénicos crénicos. El

analisis inmunofenotipico divide este tipo celular en dos lineas:

-Linfocitos granulares grandes CD3’, que no expresan el receptor de células T (TCR),
estarian representados por las células NK (McDonough y Moore, 2000).



-Linfocitos granulares grandes CD3", que expresan el receptor de células T (TCR) y
representan células T citotoxicas activadas (Loughran y cols., 1988; Scott y Richards,
1992). Suelen ser CD4  y CD8" 6 CD8 (Wellman y cols., 1989), aunque los mas
comunes son los linfocitos CD3", CD4", CD8" de tipo yd.

2.2.2.5.6.2.1.-LINFOCITOS T REGULADORES

Los linfocitos T reguladores también conocidos como linfocitos T supresores, se
definen como un subtipo especializado de linfocitos T capaces de suprimir la respuesta
inmunitaria (Shevach, 2004). Se consideran responsables del mantenimiento de la
tolerancia al actuar frente a los linfocitos T autorreactivos que escapan de la seleccion
timica y emergen como células potencialmente patolégicas autorreactivas (Chess y Jiang,
2004; Zou, 2006). Estan relacionados con enfermedades autoinmunes graves (Sakaguchi,
2005).

Al igual que el resto de linfocitos T, los linfocitos T reguladores se desarrollan en el
timo y suelen expresar moléculas de superficie CD4 y CD25, denominandose linfocitos T
reguladores CD4*CD25" o T,y (McDonald, 2002; Zou, 2006), aunque existen linfocitos T
que expresan estas mismas proteinas de superficie sin funcidén reguladora. Los linfocitos
T reguladores CD4*CD25" representan el 5-10% de la poblacion madura de linfocitos T
cooperadores en roedores, siendo del 1-2% en humanos (Shevach, 2000; Zou, 2006).
Asimismo, existe una poblacién pequefia de linfocitos T reguladores CD8", aunque de
funcién no tan definida como la anterior (Chess y Jiang, 2004).

2.2.2.5.6.3.-LINFOCITOS NATURAL KILLER (NK)

Las células NK son linfocitos granulares grandes que reconocen glucoproteinas de
alto peso molecular presentes en la superficie de las células infectadas y ejercen su
accién defensiva induciendo la apoptosis de la célula diana (Slater y Hannant, 2000). Se
trata de una accion citotéxica producida de manera innata, aunque también interviene en
la inmunidad adquirida de tipo celular (McDonough y Moore, 2000). Estas células
producen IFN-y, participando en la activacion de los macréfagos (Park y Rikihisa, 1992),
poseen receptores naturales capaces de detectar la ausencia de CMH, tipico de células
infectadas por virus, bacterias y células cancerigenas (Unanue, 1997; Guiguére y
Prescott, 2000; Slater y Hannant, 2000) y reconocen células opsonizadas (Regueiro y
cols., 2004).



2.2.2.6.-ORGANOS Y TEJIDOS

Los 6rganos y tejidos del sistema inmune pertenecen al sistema linfoide y se
clasifican desde el punto de vista anatémico y funcional en (Tyzard, 2007):

-Desde el punto de vista anatdmico en 6rganos de capsula bien definida, como
el bazo, timo, ganglios linfaticos y médula 6sea o bien como depdésitos difusos o
tejido no encapsulado asociado a mucosas (MALT: mucosal associated
lymphoid tissue.).

-Desde el punto de vista funcional en 6rganos linfoides primarios, donde se
originan los leucocitos, médula ésea y timo, y 6rganos linfoides secundarios,
aquellos que representan el lugar de interaccion de linfocitos y antigenos vy
linfocitos entre si, entre los que se citan el bazo, los ndédulos linfaticos y MALT).

2.2.2.6.1.-ORGANOS LINFOIDES PRIMARIOS

Son los 6rganos encargados de la produccion de linfocitos ya competentes. Esta
competencia se genera una vez que se han recombinado lo genes necesarios para la
codificacién de las Ig que conforman los receptores BCR y las proteinas aff 6 yd del
receptor del linfocito T (TCR). Este es un proceso estocastico por lo que se generaran
receptores para antigenos extrafios y propios del organismo y en el que aquellos
linfocitos que expresen receptores contra antigenos propios seran eliminados (Miller,
2002).

2.2.2.6.1.1.-MEDULA OSEA

Todas las células del sistema inmune tienen su origen en las células
pluripotenciales de la médula ésea, existiendo dos series celulares, la mieloide y la
linfoide. Ademas, ejerce funciones como 6rgano linfoide secundario, ya que es el lugar
donde se encuentran las células plasmaticas y por tanto, en el que se generan la mayoria
de los anticuerpos (Montecino-Rodriguez y Dorshkind, 2006).

2.2.2.6.1.2.-TIMO

El timo es el 6rgano donde se produce la maduracion de los linfocitos T, para
posteriormente distribuirse a los 6rganos linfoides secundarios. En este 6rgano se
diferencian dos regiones: cortical y medular.



Los linfocitos inmaduros llegan a la regién cortical de timo, donde sufren una
seleccidén positiva, por la cual sobreviviran aquellos que hayan generado receptores TCR
capaces de reconocer moléculas MHC y ser capaces de interactuar con células
presentadoras de antigeno del organismo. Posteriormente, pasan a la regién medular,
donde sufren una seleccién negativa, elimindndose mediante apoptosis los linfocitos que
resulten autorreactivos, es decir, aquéllos que reconozcan autoantigenos presentados por
el propio CMH (Montecino-Rodriguez y Dorshkind, 2006).

2.2.2.6.2.-ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS

Los 6rganos linfoides secundarios son los lugares donde se produce la interaccion
de linfocitos y antigenos, permitiendo la produccion de una respuesta inmune adaptativa
especifica. Los linfocitos son células con una gran capacidad migratoria, permitiendo la
recirculacion intensa a través de la sangre y la linfa por los distintos tejidos con la finalidad
de tomar contacto con los antigenos y migrar para transmitir la informacién al resto de las
células del organismo (Tedla y cols., 1998, Heydtmann y Adams, 2002). Mientras que la
circulacién de los linfocitos virgenes se produce al azar, los linfocitos de memoria tienen
preferencia por el tejido u 6rgano de contacto con el antigeno (Tedla y cols., 1998;
Miyasaka y Tanaka, 2004).

2.2.2.6.2.1.-BAZ0O

El bazo es un érgano con doble funcion, la pulpa roja actia como almacén de
eritrocitos, granulocitos y plaquetas, participando en la eliminacion de eritrocitos
deteriorados. La pulpa blanca actia como érgano linfoide secundario, permitiendo la
interaccion entre antigenos y células inmunitarias (Regueiro y cols., 2004).

2.2.2.6.2.2.-NODULOS LINFATICOS

La funcion principal de los nddulos linfaticos es la filtracion de los antigenos
procedentes de la linfa y del liquido intersticial. Los nddulos linfaticos presentan un area
cortical, provista de linfocitos B, area paracortical, con linfocitos T y area medular con
linfocitos B, macrofagos y células plasmaticas. En el &rea paracortical existen numerosas
células dendriticas que actian como presentadoras de antigenos a los linfocitos T (Cella
y cols., 1997).

En el &rea cortical y medular se encuentran las células dendriticas foliculares que
son células presentadoras de antigenos a los linfocitos B, son de origen desconocido e



intervienen en la formaciéon de los nucleos germinales en los tejidos linfoides. Estos
centros germinales son lugares de proliferacién activa de linfocitos B estimulados
antigénicamente, en los que tiene lugar la maduracion y la génesis de linfocitos B de
memoria (Park y Choi, 2005).

2.2.2.6.2.3.-MALT (tejido linfoide no encapsulado asociado a mucosas)

Son agrupaciones de tejido linfoide no encapsulado situadas en la lamina propia y
submucosa del tracto digestivo, respiratorio y urogenital (Liebler-Tenorio y Pabst, 2006).
El MALT reviste una gran importancia, puesto que es la primera linea defensiva del
organismo frente a patégenos (Regueiro y cols., 2004; Liebler-Tenorio y Pabst, 2006).

2.3.-CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es un método analitico que permite detectar y cuantificar
estructuras y funciones celulares individuales o particulas bioldgicas aisladas a
elevada velocidad y siguiendo una aproximacién multiparamétrica (Stewart, 1997).
Estas caracteristicas la convierten en una técnica especialmente valiosa para

caracterizar poblaciones celulares heterogéneas (Rosell, 2002).

En medicina humana su aplicacion se ha dirigido a identificar
inmunodeficiencias, caracterizar y monitorizar la respuesta inmunitaria frente a
distintas enfermedades, como el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), y la
respuesta en transplantes de 6rganos y determinar el inmunofenotipo de leucemias y
linfomas (Knapp, 1992; Keren, 1994; Grindem, 1996; Shanahan, 1997).

De manera semejante a su aplicacibn en medicina humana, en medicina
veterinaria su empleo se ha desarrollado considerablemente en la dltima década
(Culmsee y Nolte, 2002), utilizandose en la identificacion del estudio de infecciones por
los virus de la leucemia felina (FeLV), inmunodeficiencia felina (FIV), en la evaluacion
de la respuesta al transplante de 6rganos en canidos, y en la caracterizacion del
inmunofenotipo en linfomas en distintas infecciones (Caswell y cols., 1997; Culmsee y
Nolte, 2002; Weiss, 2001, a, b; Weiss, 2002; Winnicka y cols., 2002; Guglielmino y
cols., 2004).

Debido al numero creciente de parametros biol6gicos analizables y al
desarrollo de citdmetros de coste accesible dotados de sistemas informaticos de uso
relativamente sencillo y de alta capacidad operativa, la citometria de flujo posee en la



actualidad un amplio abanico de aplicaciones en distintos campos basicos y clinicos,
permitiendo la identificacion de células o particulas bioldgicas, la caracterizacién de
sus propiedades o respuestas funcionales y, en determinados casos, su separacion
fisica (Rosell, 2002).

En relacion a la sangre, la citometria de flujo permite realizar un estudio
inmunofenotipico, es decir, identificar y contar los diferentes tipos celulares (Stewart,
1997). Para ello, la sangre se obtiene por puncién venosa y se almacena en tubos con
acido etilendiaminotetracetico (EDTA) como anticoagulante. De la muestra extraida se
realizan alicuotas en diferentes tubos y se enfrentan a determinadas combinaciones de
anticuerpos monoclonales conjugados con colorantes fluorescentes (fluorocromos). Se
procede a la eritrolisis de las muestras y la suspensién celular atraviesa el citbmetro de
flujo en flujo continuo, célula a célula (Calvelli y cols., 1993), interactuando las células y
los fluorocromos que llevan adheridos con la luz laser, emitiendo flurorescencia. Esta
emision fluorescente y la luz dispersada por las células es recogida y convertida en
senales electrénicas en el citometro (McKoy, 1994).

Durante el estudio del inmunofenotipado se identifican de 4 a 5 caracteristicas
diferentes de cada célula. La luz dispersada es recogida desde dos angulos: uno a 0°
en la misma direccion del haz de luz, llamado dispersion frontal de luz laser y otro a
90° del haz, llamado dispersién lateral de luz laser. La informacién electronica es
digitalizada para su analisis inmediato o bien almacenada en forma de lista de datos
para ser analizada posteriormente mediante un programa de andlisis de datos
(Grindem, 1996; Stewart, 1997). Esta técnica es capaz de llevar a cabo la
identificacion de células y poblaciones celulares comunes gracias a la combinacién de
sus propiedades de dispersion de la luz y a sus antigenos de superficie unidos a
anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos (Shanahan, 1997).

El citémetro de flujo emplea una luz laser monocromatica, con una unica
longitud de onda, altamente focalizada y polarizada. La morfologia celular se
determina por la observacién de las diferencias en la dispersién de la luz entre las
células. También realiza una lectura de la intensidad de fluorescencia celular,
permitiendo una medida cuantitativa de la tincion celular. Con esta tecnologia se
pueden analizar un gran numero de células, aproximadamente 1000 células al
segundo (Shanahan, 1997). La dispersion de la luz se emplea para diferenciar las
células por tamario, contorno o complejidad interior (granularidad). La combinacién de
la dispersion frontal y lateral de la luz se recoge y analiza en cada célula (McKoy,
1994).



De esta forma, la dispersion frontal de la luz se encuentra relacionada con el
tamano celular, mientras que la dispersion lateral de la luz corresponde al contorno y
complejidad celular interna. Los linfocitos dispersan poca luz frontal y lateralmente, ya
gue son pequefos, de contornos suaves y de escasa granularidad. Los granulocitos
son grandes y tienen nudcleos multilobulados y numerosos granulos
intracitoplasmaticos, por lo que dispersan gran cantidad de luz tanto en direccién
frontal como lateral (McKoy, 1994) (Gréficos 2 y 3).

El registro de dispersion de luz coloca cada uno de los angulos de dispersion
en un eje de coordenadas (Stewart, 1997). Los datos pueden ser emitidos como
histogramas monoparamétricos o biparamétricos. Los histogramas monoparamétricos
son curvas de probabilidad en los que el nUmero de células o eventos son punteados
segun la intensidad de la sefal. Los histogramas biparamétricos muestran la relacién
entre dos caracteristicas celulares independientes (Owens y Loken, 1995).

2.3.1.-DETECCION DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE POR
INMUNOFLUORESCENCIA

Los anticuerpos monoclonales vienen definidos por su capacidad de unidn
especifica a los componentes de origen proteico, lipidico o glucidico que poseen las
células en su superficie. Estos anticuerpos se conjugan con fluorocromos que permiten
su identificacién a través de la emision de fluorescencia. Cada célula es analizada en
base a la existencia o ausencia de emisién de fluorescencia, lo que esté relacionado

con sus caracteristicas de membrana (Keren, 1994; Stewart, 1997).

Los fluorocromos mas habituales para estudios de inmunofluorescencia de dos
colores son el Isotiocianato de fluoresceina (FITC) y la ficoeritrina (PE). El fluorocromo
FITC emite luz verde y el PE luz roja cuando son excitados por el haz de luz laser. La
fluoresceina es una pequena molécula que puede ser facilimente conjugada con
proteinas gracias a un grupo isotiocianato. Es excitable a 488nm (laser de argén) y la
emision maxima de fluorescencia se produce a 530nm, por lo que esta fluorescencia
es verde para el ojo. Sin embargo, también es emitida por esta molécula cierta
cantidad de luz amarilla y naranja. Es muy estable en pH neutro, pero en condiciones
acidas su fluorescencia se reduce (Owens y Loken, 1995). La ficoeritrina es una
molécula grande que aparece de forma natural como parte del aparato fotosintético de
bacterias, algas y plantas. Es excitable a 488nm y su espectro de emisién maxima de

fluorescencia se sita en 575nm. La conjugacién de ficoeritrina con los anticuerpos es



mucho mas compleja que la de fluoresceina. Sus propiedades fluorescentes son
bastante independientes del pH, aunque un pHs extremo podria disociarla (Owens y
Loken, 1995). La emision del espectro de luz de la fluoresceina y la ficoeritrina son
diferenciables y el pico de emisién se encuentra claramente distanciado, por lo que

estos fluorocromos pueden emplearse conjuntamente.

En la siguiente figura se presenta un esquema ilustrativo de los espectros de

emisién de los tres fluorocromos.

|
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Figura 1.- Espectro de emision de tres fluorocromos tras la excitacion con el laser de 488
nm FITC = isotiocianato de fluoresceina; PE = ficoeritrina; ECD = energy coupled dye®).

2.3.2.-COMPONENTES DEL CITOMETRO DE FLUJO
2.3.2.1.-SISTEMA OPTICO

El sistema optico del citbmetro de flujo enfoca a las particulas, detecta la luz
dispersada por ellas y selecciona la fluorescencia emitida a medida que las particulas
atraviesan el haz luminoso (Owens y Loken, 1995). Este sistema incluye los
componentes para la manipulacion del haz de luz laser para la iluminacién de las
células como las lentes de recoleccion de luz, los filtros y los detectores empleados
para recoger las senales procedentes de las células (Stewart, 1997) (Figura 5)..



2.3.2.2.-SISTEMA DE ILUMINACION

La mayoria de los sistemas de iluminacién producen haz de luz laser, por
tratarse de una luz monocromética, polarizada, estrecha, estable y de intensidad
conocida, aunque otros sistemas disponen de lamparas de mercurio. El citbmetro
puede disponer de un solo haz de luz laser (longitud de onda de 488nm) o tener mas
de un haz de luz, lo que permite emplear fluorocromos excitables a longitudes de onda
diferentes a 488nm (Owens y Loken, 1995) (Figura 5).

2.3.2.3.-SISTEMA HIDRAULICO

El sistema hidraudlico rodea la suspensién celular con una vaina externa,
formada por un fluido libre de particulas que mueve la muestra a velocidad constante,
a través de la zona de deteccion (camara de flujo) donde las células son expuestas
una a una al haz iluminador (Owens y Loken, 1995) (Figura 5).

FLUORESCENCTA

FOCO DEL LASER

Figura 2.- Esquema ilustrativo del paso de células por el sistema hidraulico en forma de
flujo individual y la incidencia del haz de laser sobre cada una de las células.



2.3.2.4.-SISTEMA ELECTRONICO

El sistema electronico procesa las sefiales originadas en los fotodetectores, es
decir, se encarga de la deteccion y amplificacion de la sefal en forma analdgica y la
posterior transformacion en senal digital. Existen dos tipos de fotodetectores
empleados en los citdbmetros de flujo: los fotodiodos y los tubos fotomultiplicadores.
Los fotodiodos son empleados como detectores de dispersién de luz frontal, ya que su
baja sensibilidad se compensa por la intensidad de la luz laser. Los tubos
fotomultiplicadores son de alta sensibilidad y se emplean como detectores de
dispersion lateral de luz y detectores de fluorescencia (Stewart, 1997).

Los fotodetectores convierten los fotones recibidos por el detector en impulsos
eléctricos proporcionales en magnitud al numero de fotones recibidos. Cada
fotodetector medira una caracteristica celular distinta, por lo que se emplearan tantos
fotodetectores como caracteristicas celulares se quieran analizar en cada protocolo. La
transformacién de la senal analégica en digital se lleva a cabo por un conversor

analégico-digital (Stewart, 1997) (Figura 5).

2.3.2.5.-SISTEMA DE ADQUISICION Y ANALISIS DE DATOS

Este sistema permite la adquisicion multiparamétrica de datos en tiempo real y
en modo lista. Los datos pueden presentarse en forma de histogramas con distribucion
mono o biparamétrica (Owens y Loken, 1995). Ademas, la mayoria de los citometros
son compatibles con ordenadores y sistemas operativos comunes (MS-DOS, Windows
y Mclintosh).

A continuacion se muestran dos esquemas representativos del analisis
morfologico de las diversas poblaciones leucocitarias y de la fluorescencia emitida por
los linfocitos mediante citometria de flujo (imagenes cedidas por Coulter-Beckman ®).
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Figura 5.- Esquema de un citémetro de flujo. En él se representan los diferentes componentes del
citémetro: Sistema de iluminacién: foco de luz laser (Air-cooled argon ion laser). Sistema hidraulico
(high sensitivity quarz flow cell). Sistema optico: filtros, fotodiodos o receptores de dispersion
frontal de luz laser (Forward scatter = FS), fotomultiplicadores o detectores de dispersion lateral de
luz laser (Side scatter = SS) y de fluorescencia. Existen diferentes fotomultiplicadores para la
deteccién de fluorescencia, del FL1 al FL4; cada uno de ellos recibe la dispersion procedente de
diferentes longitudes de onda emitida por los diferentes fluorocromos empleados. El FL1 recibe
fluorescencia entre 500 y 550 nm y se emplea para la recepcion de fluorescencia procedente de la
fluoresceina; y el FL2 entre 550 y 600 nm y se emplea para la deteccion de fluorescencia

procedente de la ficoeritrina.



2.3.3.-APLICACIONES CLINICAS DE LA CITOMETRIA DE FLUJO EN LAS
MUESTRAS SANGUINEAS

La citometria de flujo permite el analisis tanto de fluidos y sangre, como de
suspensiones de tejidos sélidos, y por ello tiene aplicacién en numerosos campos de
investigacion (Nakage y cols., 2005). Uno de estos campos ha sido la investigacion
clinica, lo que ha permitido su implantacién como técnica analitica en el diagnéstico y
seguimiento de diferentes enfermedades (Vernau y Moore, 1999; Brown y Wittner, 2000;
Tarrant, 2005).

En medicina humana, la disponibilidad de anticuerpos monoclonales (MADbs)
contra las proteinas de superficie de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, ha contribuido a
un rapido desarrollo de esta técnica y a su aplicacion a la caracterizacién de células en
sangre, médula 6sea, liquido cefalorraquideo y orina. En hematologia, la citometria de
flujo se emplea sobre todo en la tipificacion de leucemias y linfomas, monitorizacion de
enfermos de SIDA y valoracién de las propiedades de eritrocitos, leucocitos y plaquetas
(Brown y Wittner, 2000).

En medicina veterinaria, la escasez de anticuerpos monoclonales para la tipificacion
de las diferentes células animales ha dificultado su aplicacion clinica (Weiss, 2002;
Tarrant, 2005). Sin embargo, son cada vez mas numerosos los trabajos de investigacion
que utilizan esta técnica como método analitico, lo que hace prever una gradual
implantacién de la misma para el diagnéstico y seguimiento de diferentes enfermedades
en el campo de la medicina veterinaria. (Nakage y cols., 2005; Tarrant, 2005).

En este capitulo se realiza un breve resumen de las aplicaciones clinicas actuales

de la citometria de flujo tanto en medicina humana como animal.

2.3.3.1.-ANALISIS DE ERITROCITOS

Una de las primeras aplicaciones clinicas de la citometria de flujo ha sido el estudio
y recuento de eritrocitos. Actualmente, los analizadores automaticos que emplean
citometria de flujo como método analitico se han instaurado como sistemas de precision y
calidad en hematologia humana. (Tvedten 1993; Tarrant, 2005). Recientemente esta
nueva tecnologia se ha incorporado en medicina veterinaria y su alta precision acabara

desbancando del mercado los analizadores automaticos anteriores (Weiss, 2002)



Otra aplicacion en medicina humana es la deteccion de eritrocitos fetales en sangre
materna, de gran interés en las gestaciones de madres Rh- y feto Rh+, en los que, en un
segundo embarazo puede producir la muerte fetal debido a hemolisis (Brown y Wittwer,
2000). Este proceso “eritrolisis del recién nacido” estd también descrito en otras especies
como équidos y gatos, aunque a conocimiento del autor no existe documentacion sobre el

empleo de la citometria de flujo en la investigacion de este proceso en veterinaria.

La implantacién de la citometria de flujo ha permitido incrementar la fiabilidad de
los recuentos de reticulocitos, al identificar estas células con mayor precision, sensibilidad
y reproducibilidad que los métodos manuales tradicionales (Nakage y cols., 2005; Tomer,
2006). El empleo de la citometria de flujo para el recuento de reticulocitos se ha aplicado
en perros (Abbot y McGrath, 1991), caballos (Segura y cols., 2006) y gatos, especie esta
tltima en la que la citometria de flujo es capaz de diferenciar reticulocitos agregados y
punteados, caracterizando las anemias de forma mucha mas precisa (Perkins y cols.,
1995).

El diagnéstico de la Anemia hemolitica autoinmune se ha implementado gracias al
empleo de la citometria de flujo. Esta técnica confiere mayor sensibilidad y especificidad
diagnostica que el test de Coombs, ademas de permitir la identificacion y cuantificacién
de los isotipos de los anticuerpos implicados, IgA, IgG o IgM (Wilkerson y cols., 2000;
Quigley y cols., 2001; Davies y cols., 2002).

En medicina veterinaria existen dos estudios que comparan la citometria de flujo
con el test de Coombs en el diagnostico de anemias hemoliticas autoinmunes. Uno de
estos estudios se realizé en perros y caballos (Wilkerson y cols., 2000) y el otro sélo en
perros (Quigley y cols., 2001). La especificidad era practicamente la misma en ambos
métodos, sin embargo, la citometria de flujo demostr6 una sensibilidad claramente
superior a la del test de Coombs. En ambos estudios, la citometria de flujo sirvi6 ademas,
para monitorizar la respuesta la tratamiento (Wlkerson, 2000)

2.3.3.2.-ANALISIS DE PLAQUETAS

El analisis plaquetario con citometria de flujo es cada vez més habitual tanto en el
diagnéstico clinico como en la investigacién basica (Brown y Wittwer, 2000). La citometria
de flujo ha demostrado ser un método eficaz en:



-La realizacion de recuentos del numero total de plaquetas tanto maduras como

inmaduras
-La deteccidn de anticuerpos de superficie en enfermedades autoinmunes y

-La valoracion de la funcionalidad plaquetaria a través de la cuantificacién de
plaquetas activadas circulantes y agregados plaquetarios (Brown y Wittwer, 2000;
Kingston y cols., 2002; Tarrant, 2005; Segura y cols., 2006).

1.-En casos de trombocitopenias, un ndmero bajo de plaquetas inmaduras
mostraria un defecto en la trombopoiesis, mientras que un numero alto seria
indicatitivo de trombocitopenias por destrucciéon plaquetaria (Brown y Wittwer,
2000; Briggs y cols., 2004). En perros y caballos la citometria de flujo ha sido
utilizada con éxito para evaluar la regeneracion mediante el recuento de
plaquetas reticuladas (inmaduras). Los porcentajes de plaquetas reticuladas
obtenidos en condiciones fisiolégicas presentan una alto margen de variacion,
entre un 3.9 y un 15% en perros y un 0.9 y un 3.4% en caballos (Russell y
cols., 1997; Weiss y Townsend, 1998; Smith Il y Thomas, 2002). Estas
variaciones tan grandes, probablemente debidas a diferencias metodoldgicas
(Smith 1ll'y Thomas, 2002), hacen todavia dificil su utilizacion clinica en

medicina veterinaria

2.-Hasta el empleo de la citometria de flujo, el diagnéstico de trombocitopenias
inmunomediadas se basaba en los hallazgos clinicos y en la exclusion de
otras patologias (Tarrant, 2005; Tomer, 2006). La deteccién de anticuerpos en
la superficie de las plaguetas mediante citometria de flujo asegura el
diagnostico fiable de trombocitopenias autoinmunes y la valoracién de su
evolucion de una manera rapida y eficaz (Nunez y cols., 2001; Tomer, 2006).
Sin embargo, existen limitaciones practicas y metodoldgicas que dificultan su
empleo rutinario en laboratorios clinicos (Tomer, 2006). En medicina
veterinaria se ha empleado esta técnica en caso de trombocitopenias en
perros (Wilkerson y cols., 2000) y caballos (McGurrin y cols., 2004). Mientras
que algunos autores afirman que su uso clinico en caballos es posible (Davies
y cols., 2002; McGurrin y cols., 2004), en perros, los estudios realizados
limitan su valor a una simple ayuda al diagnéstico y monitorizacién de la

trombocitopenia inmunomediada (Wilkerson y cols., 2000)

3.- Por ultimo, la mas reciente utilizacién clinica de la citometria de flujo es el

analisis funcional de la activacion plaquetaria. La activacion plaquetaria es un



parametro importante en el almacenamiento de componentes sanguineos, en
situaciones de circulacién extracorpoérea y en el tratamiento y prevencion de
tromboembolismos (Brown y Wittner, 2000; Michelson y cols., 2000). En
medicina veterinaria, especialmente en caballos, el Unico parametro indicativo
de activacién plaquetaria cuya técnica analitica esta puesta a punto es el
volumen plaquetario medio, estando el resto de pardmetros en fase

experimental (Weiss y Moritz, 2004; Segura y cols., 2006).

2.3.3.3.-VALORACION DE LA FUNCION FAGOCITICA CELULAR

La valoracion de la funcién fagocitica celular se realiza midiendo la fagocitosis, la
actividad oxidativa y detectando cambios en los antigenos de superficie (Robinson y cols.,
1997; Brown y Wittwer, 2000; Davies y cols., 2002). La fagocitosis se valora midiendo la
interiorizacion de particulas o microorganismos unidos a un marcador con fluoresceina,
mientras que para calcular la actividad oxidativa se cuantifica la capacidad de oxidar
dihidro-rodamina 123 (Smits y cols., 1997).

En medicina humana, el uso clinico mas interesante de la valoracion fagocitica
celular es el diagnostico del sindrome de adhesion leucocitaria deficiente tipo | (Brown y
Wittwer, 2000). Sindrome causado por una deficiencia congénita del receptor CD11/CD18
que impide que se una al endotelio durante la migracién leucocitaria a los lugares de

inflamacién (van Eaden y cols., 1999).

La complejidad de esta técnica y el bajo nimero de enfermedades primarias que
afecten a los neutréfilos hace que su aplicacién clinica sea muy escasa en veterinaria
(Weiss, 2002; Tarrant, 2005). Aunque en pequenos animales ha servido para identificar
enfermedades congénitas que afectan a receptores de membrana y moléculas de
adhesién, como la deficiencia de adhesién leucocitaria del Setter Irlandés (Creevy y cols.,
2003; Tarrant, 2005). En caballos esta técnica, se ha empleado para valorar la funcién
neutrofilica en animales con endotoxemias, animales bajo terapia inmunosupresora, para
valorar los efectos del ejercicio y el transporte en caballos con procesos
inmunosupresores y los efectos sobre el sistema inmune de algunos farmacos como el
midazolam (Raidal y cols., 1997; Jensen-Waern y cols., 1999; Raidal y cols., 2000;
Massoco y Palermo-Neto, 2003).



2.3.3.4.-TIPIFICACION LEUCOCITARIA. INMUNOFENOTIPADO

La tipificaciobn de las subpoblaciones linfocitarias es posiblemente la mejor
herramienta para valorar el sistema inmune. La valoracion del sistema inmunitario de un
paciente permite predecir la posible aparicion de complicaciones infecciosas en el curso
de enfermedades que comprometan el sistema inmune, ayudando al pronéstico y a las
decisiones terapéuticas de la enfermedad, ademas de evaluar la evolucion de la
enfermedad y de la respuesta al tratamiento instaurado (Slater y Hannant, 2000; Witonsky
y cols., 2003).

La cuantificacion de linfocitos T tanto auxiliares (CD4") como citotdxicos (CD8*) y
del cociente CD4/CD8 es una técnica habitual para valorar la integridad del sistema
inmunitario del paciente (Laurence, 1993; Jiang y cols., 2004; Nakage y cols., 2005). En
medicina humana estas cuantificaciones se emplean de manera rutinaria en la
monitorizacion de los individuos infectados con el VIH (virus de la Inmunodeficiencia
humana). Segun progresa la enfermedad, el nimero de linfocitos T CD4" disminuye,
haciendo de su recuento una manera muy Uutil de predecir, clasificar y monitorizar la
progresion y respuesta al tratamiento de estos pacientes (Laurence, 1993; Brown y
Wittwer, 2000; Jiang y cols., 2004).

Se ha observado que el numero de linfocitos T CD4" puede ser un indicador de la
susceptibilidad del individuo inmunocomprometido a enfermedades oportunistas
(Laurence, 1993). Asi, un numero de linfocitos T CD4" inferior a 200/ul en sangre
periférica de humanos, esta relacionado con un elevado riesgo de contagio por gérmenes
oportunistas, como neumonias por Pneumocystis carinii, tuberculosis o abscesos
cerebrales ya sea en enfermos de SIDA, u otras enfermedades inmunodepresoras, como
la inmunodeficiencia idiopatica, o tras recibir quimioterapia o radioterapia (Phair y cols.,
1990; Duncan y cols., 1993; Laurence, 1993; Jiang y cols., 2004).

En medicina canina la tipificacion linfocitaria se ha empleado en el estudio de
infecciones en las que el desarrollo de la enfermedad esté intimamente relacionado con
la respuesta inmunitaria del individuo. Asi, enfermedades como la erhlichiosis y la
leishmaniosis han sido objeto de numerosas investigaciones con el objetivo de revelar las
implicaciones que el sistema inmune tiene en el desarrollo de las mismas, para valorar el
diagnéstico, el pronéstico y la respuesta al tratamiento (Guarga y cols., 2002; Hess y
cols., 2006; Miranda y cols., 2007). La tipificacion de poblaciones y subpoblaciones
linfocitarias ha sido objeto de estudio en otras enfermedades caninas como el lupus



eritematoso sistémico (Chabanne y cols., 1995), la bartonelosis (Pappalardo y cols.,
2001) y la sarna demodécica (Caswell y cols., 1997).

En medicina felina, la caracterizaciéon de poblaciones linfocitarias esta siendo muy
util en la investigacion de deterimadas enfermedades viricas producidas por el virus de la
inmunodeficiencia felina (VIF), de la leucemia felina (VleF) y de la peritonitis infecciosa
felina (PIF) (Grindem, 1996; Hartmann, 1998; Bull y cols., 2003; Tarrant, 2005).

En medicina equina, el estudio inmunofetipico ha permitido determinar la existencia
de una menor proporciéon de linfocitos T CD4", con una mayor proporcion de linfocitos
CD8" y por tanto, un cociente CD4/CD8 inferior en potros con neumonia por
Rhodococcus equi, que en potros sanos (Chaffin y cols., 2004). Ademas, se ha mostrado
la existencia de una disminucién porcentual y absoluta de linfocitos CD4" y CD8" con una
alteracién del cociente CD4/CD8 como posible factor predisponente de una infeccidon
oportunista por Pneumocistis carinii en un potro (Flaminio y cols., 1998).

2.3.3.5.-DIAGNOSTICO DE DESORDENES LEUCOPROLIFERATIVOS

La relevancia de la citometria de flujo en el diagnéstico de desérdenes
leucoproliferativos reside en su capacidad de diferenciar las diferentes subpoblaciones
leucocitarias de forma mas precisa que las técnicas citomorfologicas tradicionales. Las
técnicas tradicionales son poco fiables a la hora de identificar linfocitos, especialmente en
caso de neoplasias de células precursoras, e inefectivas a la hora de determinar el
fenotipo de las células tumorales, (Grindem, 1996; Weiss, 2001, a, b; 2002; Tarrant,
2005). La citometria de flujo es especialmente valiosa en la la identificacion de la linea
celular responsable de la proliferacion, la diferenciacién entre leucemia linfoide y linfoma
primario, entre linfomas y otras neoplasias de tejidos ricos en linfocitos o de células de
similar morfologia como los timomas (Tarrant, 2005; Lana y cols., 2006).

La definicion del tipo celular responsable del trastorno leucoproliferativo es esencial
para el pronéstico y tratamiento de la neoplasia. Asi por ejemplo y de manera general, los
linfomas de linfocitos T tienen peor pronéstico que los de linfocitos B. (Teske y cols.,
1994; Grindem, 1996; McClure y cols., 2001; Tarrant, 2005)

Aunque por el momento, en el campo de la oncologia veterinaria, la citometria de
flujo no se aplica como técnica rutinaria en el diagndstico, tipificacion y seguimiento de
neoplasias hematopoiéticas, su empleo en diversos trabajos de investigacion ha aportado



interesante informacion en el estudio de desordenes leucoproliferativos. Asi, en la
leucemia linfocitica crénica canina se ha podido observar que un 73% de estas leucemias
son de linfocitos T, con mayoria CD8*, y un 26% son de linfocitos B, todos CD5". Estos
resultados contrastan con medicina humana donde el 95% de las leucemias cronicas son
proliferaciones de linfocitos B CD5" (Jennings y Foon, 1997). En las leucemias agudas
caninas, el 55% son mieloides, el 16% son de linfocitos B, y 10% de NK, el 8% de
linfocitos T y el 11% son indiferenciadas’(Vernau y Moore, 1999). En el caso de los
linfomas entre un 61 y un 80% son de linfocitos B, y entre un 25 y un 38% de linfocitos T,
de este 38%, un 60% son CD8*, un 25% CD4" y un 15% CD4 CD8 (Grindem y cols.,
1998; Miniscalco y cols., 2003, Mondiano y cols., 2005)

En gatos, en linfomas y leucemias linfociticas, los tumores de células T son mucho
mas frecuentes que los de linfocitos B, aunque, al contrario que en los perros, son mas
frecuentes los linfomas de linfocitos T CD4" (Jackson y cols., 1996; Workman y Vernau,
2003).

En un estudio sobre 31 linfomas equinos, el 77% correspondian a linfomas de
linfocitos B, proporcion parecida a la descrita en seres humanos (Kelley y Mahaffey,
1998). En los Unicos estudios encontrados, en los que se han tipificacion leucemias en
caballos se describen dos casos de leucemias linfociticas de células B, dos leucemias
linfociticas de linfocitos T CD4" y dos leucemias de origen mieloide (Dascanio y cols.,
1992; Buechner-Maxwell y cols., 1994; McClure y cols., 2001).

El gran auge de la oncologia como especialidad en medicina veterinaria y el
elevado porcentaje de neoplasias hematopoiéticas tanto en la especie canina, felina
como en la equina hacen prever un rapido despegue y pronta implantacién de la
citometria de flujo en el diagnéstico y seguimiento de neoplasias en el campo de la
medicina veterinaria (Brown y Wittwer, 2000; Tarrant, 2005).

2.3.3.6.-APLICACIONES DE LA CITOMETRIA DE FLUJO EN MEDICINA EQUINA

Gracias a la citometria de flujo se han podido identificar y describir algunas
enfermedades asociadas al sistema inmunitario que predisponen al desarrollo de
infecciones recurrentes con mala respuesta a los tratamientos convencionales. Estas

enfermedades se describen brevemente a continuacion:

-El sindrome de inmunodeficiencia comun variable es un trastorno adquirido,

poco comun, de caballos adultos, producido por una disminucién en la produccién



de anticuerpos a consecuencia de una intensa disminucion de linfocitos B (Boy y
cols.,1992; Flaminio y cols., 2002; Pellegrini-Massini y cols., 2005).

-La inmunodeficiencia severa combinada es una enfermedad genética primaria
poco comun, que afecta a humanos, ratones, caballos y perros, en la que los
individuos afectados son incapaces de generar una respuesta inmunitaria de tipo
humoral en grado suficiente para protegerse de enfermedades infecciosas,
existiendo defectos en los linfocitos By T (Perryman, 2000; 2004). En caballos se
limita a individuos de raza arabe y se hereda como un rasgo autosémico recesivo
y suele ir acompanado de una linfopenia B (Perryman y Torbeck 1980; Perryman,
2000). En medicina humana esta afeccion se considera como la mas grave de las
inmunodeficiencias primarias (Spickett y cols., 1991). Este sindrome se ha
descrito también en 3 razas de perros: Basset Hound (herencia ligada la sexo),
Cardigan Welsh Corgi, y Jack Russell Terriers (herencia recesiva autosémica)
(Perryman, 2004).

-Por su parte, en la agammaglobulinemia ligada al sexo se produce una
ausencia casi total de linfocitos B maduros y células plasmaticas, ademas de sufrir
una hipogammaglobulinemia (Pellegrini-Massini y cols., 2005), mientras que los
linfocitos T permanecen intactos (McGuire y cols., 1976). Se especula que sea un
defecto que impide la diferenciacion de precursores de linfocitos B en linfocitos B
maduros. Se debe sospechar en cualquier caballo sin IgM, IgA, bajos niveles IgG
e IgG(T), ausencia de linfocitos B, y niumero y funciones normales de linfocitos T
(McGuire y cols., 1976; Perryman y McGuire, 1978; 1980). El empleo de la
citometria de flujo permite revelar la linfopenia de linfocitos B y diagnosticar la
enfermedad.

-La citometria de flujo ha sido decisiva para el diagnoéstico y caracterizacion de
otra interesante enfermedad en équidos, el sindrome de Pony Fell, caracterizada
por anemia, inmunodeficiencia y ganglionopatia (Gardner y cols., 2006). El
sindrome de Pony Fell es una enfermedad hereditaria de carécter autosémico
recesivo recientemente descrita (Scholes y cols., 1998) en la que la
inmunodeficiencia se produce por hipoglobulinemia y linfopenia B, que coexiste
con un moderado incremento de linfocitos T CD4"y CD8" (Thomas y cols. 2005).
Para diagnosticar esta enfermedad es necesario identificar que la linfopenia sea
debida a los linfocitos B (Gardner y cols., 2006) y para ello es imprescindible el
empleo de la citometria de flujo.



2.4.-TIPIFICACION LINFOCITARIA EN EL CABALLO

Las células presentan en su superficie diferentes proteinas que permiten su
diferenciacién e identificacion mediante el uso de anticuerpos monoclonales (Mabs). Los
Mabs son anticuerpos producidos por un solo tipo de célula plasmatica, que se unen
especificamente a moléculas que presentan caracter antigénico, diferenciando cada

célula del organismo.

Estas moléculas de la superficie celular se denominan CD (“cluster of
differentiation”) y vienen seguidas de un numero ordinal que identifica especificamente
cada molécula de superficie. En medicina humana existen mas de 160 proteinas con CD
asignado, mientras que en medicina veterinaria el avance ha sido mucho mas lento. Se
realizaron dos reuniones cientificas con el objetivo de identificar estos CD, una de ellas
Cambridge, Reino Unido en 1991, y la otra en California en 1998. En dichas reuniones se
acordd seguir una nomenclatura mediante la cual a las moléculas homdlogas a las
descritas en la especie humana se les denomina con la letra CD y su nUmero especifico,
precedida de una o dos letras que identifican la especie animal, utilizando las letras “eq”
para los équidos.

A continuacion se describen brevemente los anticuerpos caracterizados y
comercializados para identificar las distintas poblaciones linfocitarias en équidos:

2.4.1.-LINFOCITOS T
2.4.1.1.-LINFOCITOS T CD2

En CD2 es una molécula expresada por los linfocitos T, y concretamente en
équidos, también por los linfocitos NK (Kydd y cols., 1994). Colaboran en el
reconocimiento y adhesién entre el linfocito T y la célula presentadora de antigeno, a la
que se une a través de sus ligandos, que son las moléculas CD58 y CD54 (Lunn y cols.,
1998; Regueiro y cols., 2004) y ejercen como moléculas co-estimuladoras de los linfocitos
Ty NK (Yang y cols., 2001). En otras especies, como roedores, también viene expresada
por los linfocitos B (Lunn y cols., 1995).

En caballos, los dos clones de Mab anti EQCD2 mas utilizados son el MabHA88A,
suministrado por VRMD Inc. Pullman, WA, EE.UU. y el MCA 1278, comercializado por
AbD-Serotec Ltd, Oxford, Reino Unido. Los valores porcentuales de CD2 descritos en
caballos adultos se encuentran comprendidos entre un 68% (Da Costa y cols., 2003) y un



87,3% (Pellegrini-Massini y cols., 2005), oscilando las formas absolutas entre 3200 cel/pl
(Da Costa y cols., 2003) y 4300 cel/ul (Ferreira-Dias y cols., 2005).

2.4.1.2.-LINFOCITOS T CD3

La molécula CD3 constituye la parte invariable del complejo receptor antigeno de
los linfocitos T (Kydd y cols., 1994; Regueiro y cols., 2004). Actua como transductor de
sefnales al interior de la célula cuando el complejo TCR se une al antigeno. Los clones
descritos anti-CD3 marcarian a la poblacion entera de linfocitos T (Lunn y cols., 1998).
Sin embargo, dichos anticuerpos anti-CD3 en équidos no superan el 90% de los linfocitos
marcados (Flaminio y cols., 2002; Pellegrini-Massini y cols., 2005). En la literatura no se
ha descrito el origen comercial de los Mab antiCD3 utilizados en équidos, aunque existen
varios clones de anticuerpos comercializados tanto por VRMD 'y como por AbD-Serotec.

2.4.1.3.-LINFOCITOS T CD5

La molécula CD5 es un antigeno presente en los linfocitos T a la que se atribuye un
papel inmunorregulador (Kydd y cols., 1994). Su ligando es la proteina de superficie
CD72 presente en los linfocitos B y las células presentadoras de antigenos. Sin embargo,
en équidos no hay evidencias de que los linfocitos B expresen esta molécula.

El clon utilizado de CD5 es el HB19A, con valores porcentuales de referencia
descritos en caballos adultos entre el 83% (McFarlane y cols., 2001), 90% (Davies y cols.,
2002) y el 92% (Pellegrini-Massini y cols., 2005). En valores absolutos se han descrito
valores medios de 2400 cél/ul (McFarlane y cols., 2001).

2.4.1.4.-LINFOCITOS T CD4

El CD4 es una molécula de superficie expresada en todos los mamiferos
domésticos por los linfocitos Th, en algunos monocitos y células presentadoras de
antigenos. Es el co-receptor especifico del complejo TCR de moléculas del CMH de tipo
[I, amplificando la sefal generada por el TCR (Tizard, 2007). Juega un papel fundamental
estabilizando la interaccion entre las células presentadoras de antigenos y los linfocitos T
cooperadores (Kydd y cols., 1994).



Los clones utilizados de CD4 son casi exclusivamente el HB61 (VRMD) y el MCA
1078 (Serotec). Los valores porcentuales de linfocitos CD4" en la literatura en caballos
adultos oscilan entre un 42% (Da Costa y cols., 2003) y un 66% (Davies y cols., 2002),
fluctuando los valores absolutos entre 1800 cél/ul (McFarlane y cols., 2001) y 3000 cél/ul
(Witonsky y cols., 2003).

2.4.1.5.-LINFOCITOS T CD8

El CD8 es una molécula de superficie expresada en todos los mamiferos
domésticos por los linfocitos Tc. Al igual que el CD4, actia como co-receptor especifico
del complejo TCR, aunque en este caso, es especifico del complejo MHC de tipo |,
presente en todas las células nucleadas del organismo (Kydd y cols., 1994; Tizard, 2007).
Los linfocitos T CD8" se definen como una subpoblacion de linfocitos T con funciones
citotoxicas mutuamente excluyentes de los linfocitos T CD4" (Lunn y cols., 1991).

Los anticuerpos mas utilizados para marcar los linfocitos CD8 son el ETC142
(VRMD), el HB14, y el MCA1080 (Serotec). En caballos adultos los valores porcentuales
fluctian entre un 16,6% (Davies y cols., 2002) y un 30% (Flaminio y cols. 1998) y las
formas absolutas entre 500 céls /ul (McFarlane y cols., 2001) y 1600 céls /ul (Flaminio y
cols., 2000).

2.4.2.-LINFOCITOS B

Los linfocitos B son capaces de reconocer antigenos nativos gracias a su receptor
de superficie (Regueiro y cols., 2004). En un linfocito maduro el receptor de superficie
esta constituido por una inmunoglobulina de tipo IgM capaz de unirse a los antigenos
nativos a través de los dominios variables y por otras dos inmunoglobulinas invariables
encargadas de las sefales transmembranosas. Una vez que el linfocito B ha participado
en una respuesta inmunitaria, el BCR puede estar constituido por otros isotipos de
inmunoglobulinas, como por ejemplo IgG. Varios marcadores de linfocitos B se basan en
el marcaje de la IgM, como los Mab 1.9/3.2 (Davies y cols., 2002) y el E18A (Kydd y
cols., 1994; Koo y cols., 2006).

Existen otros Mabs que reconocen otras proteinas expresadas por los linfocitos B
equinos. Uno de ellos es el Mab B29A (Smith Ill y cols., 2002; Witonsky y cols., 2003) que
reconoce un antigeno de superficie de los linfocitos B (Kydd y cols., 1994) marcando la



IgM presente en la superficie de estas células y los marcadores de las moléculas de
superficie CD21 (Pellegrini-Massini y cols., 2005) y CD19 (Da Costa y cols., 2003). Estas
dos ultimas son moléculas accesorias de activacion de linfocitos B (Regueiro y cols.,
2004; Tizard, 2007).

La diversidad de marcadores de linfocito B pone de manifiesto que la identificacién
de este tipo celular no estd bien definida, debido a que el porcentaje de células
reconocidas es muy variable. Este hecho ha provocado que diversos autores recurran a
utilizar férmulas matematicas para estimar el nUmero y porcentaje de estos linfocitos (Da
Costa y cols., 2003; Ferreira-Dias y cols., 2005). Los valores porcentuales descritos en
équidos adultos varian entre un 11%, con un marcador de IgM (Davies y cols., 2001,
McFarlane y cols., 2001) a un 19,0 %, con un marcador CD21 (Witonsky y cols., 2003),
fluctuando los valores absolutos entre 250 (McFarlane y cols., 2001) y 2300 cél/ul (Da
Costa y cols., 2003; Ferreira-Dias y cols., 2005).

2.5.-EFECTOS DE LA EDAD, RAZA Y SEXO SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO

La raza, el sexo y la edad son factores que influyen en las caracteristicas del
sistema inmunitario (Faldyna y cols., 2001; Chng y cols., 2004; Jiang y cols., 2004).
Conocer la influencia de estos factores en individuos sanos, es fundamental para
interpretar las diferencias asociadas a la respuesta inmunitaria de los individuos ante la
enfermedad (Rudy y cols., 2002).

2.5.1.-INFLUENCIA DE LA EDAD SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO

Desde el nacimiento el sistema inmunitario estd sometido a profundas
reestructuraciones producto tanto a su reaccion frente a la incesante estimulacion
antigénica del entorno, como la involucién timica que se produce al final de la pubertad y
a las consecuencias celulares del propio envejecimiento (Heaton y cols., 2002, a, b). Los
cambios sufridos por el sistema inmunitario son similares en todas las especies
estudiadas, son continuos a lo largo de la vida y explican la mayor incidencia de
enfermedades infecciosas en individuos neonatos y en ancianos (McFarlane y cols.,
2001; Globerson y Effros, 2000; Licastro y cols., 2005; Vasto y cols., 2006).

Basicamente, los estudios sobre los cambios acaecidos en el sistema inmunitario

a lo largo de la vida del individuo se han centrado en dos periodos: el post-natal y el



envejecimiento (Faldyna y cols., 2001). Las variaciones producidas en estos periodos
estan ampliamente demostradas en roedores y seres humanos, algo menos en perros y
gatos (Thoman y Weigle, 1989; Greely y cols., 1996; Heaton y cols., 2001, a, b). y poco
documentadas en caballos (MacFarlane y cols., 2001; Fermaglich y Horohov, 2002)

Al nacimiento, el sistema inmunitario es todavia inmaduro en todas las especies
animales (Faldyna y cols.,, 2001). Esta falta de madurez, implica una mayor
susceptibilidad a agentes infecciosos, pero también tiene una funcion protectora tras el
parto. Un sistema inmunitario maduro enfrentado al elevado niUmero de neoantigenos con
los que enfrentarse un recién nacido produciria una reaccién tan enérgica que pondria en
grave riesgo la salud del individuo (Adkins y cols., 2003).

Debido al permanente contacto con neoantigenos en los primeros momentos de
vida, los linfocitos T y B experimentan una rapida maduracién cuyo resultado es el
incremento del numero de linfocitos y de inmunoglobulinas (Erkeller-Yuksell y cols., 1992,
Flaminio y cols., 1999; De Vries y cols., 2000; Campbell y cols., 2001; Faldyna y cols.,
2001; Heaton y cols., 2001, a, b). Durante este tiempo, el incremento numerico de
linfocitos B y T describe una trayectoria paralela (Erkeller-Yuksell y cols., 1992; Flaminio y
cols., 1999; Faldyna y cols., 2001). En relacién a los linfocitos T, el aumento numérico de
linfocitos T CD8" es superior al de linfocitos T CD4", lo que conlleva una disminucion del
cociente CD4/CD8 en las primeras etapas de la vida. La expansion de la poblacién
linfocitaria en sangre periférica durante la infancia es el resultado, por un lado, de una
intensa produccién medular y de la maduracion en el timo, y por otro, de la expansion
clonal que se produce en los 6rganos linfoides como consecuencia de la presentacion y

reconocimiento de antigenos (Flaminio y cols., 2000).

Debido a la intensa y rapida expansién de las subpoblaciones linfocitarias, el
numero de leucocitos alcanza valores comparables a los de adultos a una edad
temprana. El nimero de linfocitos se estabiliza en la especie humana, a los tres afos de
edad (Kotylo y cols., 1993) en el gato, aproximadamente al afio (Heaton y cols., 2001, a)
y en el perro, a los tres meses (Toman y cols., 2002), si bien tardan entre uno y dos
anos, segun la raza, en homologarse totalmente a los valores adultos (Faldyna y cols.,
2001)

En la especie equina, el numero de linfocitos se incrementa hasta 2.5 veces
durante los 3 primeros meses de vida, alcanzando valores comparables a los del adulto a
los cuatro meses de edad (Flaminio y cols., 2000; Smith Il y cols., 2002; Chaffin y cols.,
2004). Como en otras especies, son los linfocitos T CD8" los que experimentan una



mayor proliferacion, seguidos de los Linfocitos B (Flaminio y cols., 2000; Smith Il y cols.,
2002). El numero de linfocitos B en caballos de 2-4 meses alcanza valores superiores al
de animales adultos, este incremento se acomparna de una mayor cantidad de IgG e IgM,
lo que indica la activacién de la respuesta inmune humoral (Flaminio y cols., 1998; Smith
[ll'y cols., 2002).

Al final de la pubertad, tras el periodo de expansién de las poblaciones linfocitarias
iniciado con el nacimiento, se produce la involucion del timo. Este proceso marca el
comienzo de una serie de cambios que afectan tanto a la inmunidad innata como a la
adquirida (Globerson y Effros, 2000; Nikolich-Zugich, 2005). La involucion timica produce
una disminucion progresiva de la capacidad de produccién de linfocitos T maduros en
individuos adultos (Cosarizza y cols., 1997; Aspinall y Andrew, 2000), hecho que tendra
gran importancia en la posterior etapa de envejecimiento del sistema inmunitario o
inmunosenescencia (Rink y cols., 1998; Mund y cols., 2001; Nikolich-Zugich, 2005),
término descrito por vez primera por Waldorf en 1969, debido al papel central de los
linfocitos T en el reconocimiento y eliminacion de patdégenos, en la produccién de
citoquinas, y su colaboracion con los linfocitos B),

Al disminuir la produccién de linfocitos T virgenes por el timo, los linfocitos T de
memoria, generados como respuesta normal y apropiada a la continua exposicion
antigénica del individuo (Mund y cols., 2001), seran la poblacion predominante. A partir de
este momento, las pérdidas naturales de linfocitos T se repondran mediante proliferacién
y expansién clonal de linfocitos T de memoria, (Looney y cols., 1999; Heaton y cols.,
2002, a).

Los trabajos de investigacién sobre la evolucién fisiologica del sistema inmunitario
son escasos en el periodo comprendido entre el final de la pubertad y el comienzo de la
vejez (Rudy y cols., 2002). En la mayoria de ellos se ha verificado, tanto en la especie
humana como en diferentes especies animales, una tendencia a la disminucién del
numero total de leucocitos (Rudy y cols., 2002; Chng y cols., 2004; Jiang y cols., 2004).
Aunque los resultados en relacién a las poblaciones y subpoblaciones linfocitarios son
contradictorios, en general se describe que la poblacion mas estable es la de linfocitos Ty
en particular la de los linfocitos TCD8™, existiendo una tendencia al aumento porcentual
de los linfocitos T sobre los B, y a la disminucion del cociente CD4/CD8 (Erkeller-Yuksell y
cols., 1992; Hulstaert y cols., 1994; Greely y cols., 1996; Campbell y cols. 2001; Heaton y
cols., 2001, a, b).



Se han postulado distintas teorias para explicar el predominio de linfocitosT CD8"
sobre los CD4*. Una de ellas describe que esta diferencia es debida a la mayor
antigenicidad de los patégenos intracelulares, reconocidos por los CD8", respecto a los
extracelulares, reconocidos por los linfocitos CD4" (Lee y cols., 1996; Effros, 2000;
Ouyang y cols., 2004). Otra teoria defiende un cambio funcional de los linfocitos CD4",
que con la edad pasarian a comportarse como célula sefalizadora para el reconocimiento
de antigenos, diminuyendo de esta manera su nimero (Strong y cols., 2001). Por altimo
el predominio de los linfocitos T CD8" sobre los CD4", seria el resultado de adaptaciones
a futuras respuestas y a otros factores como el estrés oxidativo y la nutricién del individuo
(Heaton y cols., 2002, a, b).

En un Unico estudio realizado en la especie equina en la que se comparaban
caballos adultos jovenes y potros de seis meses, se confirmé la disminuciéon del numero
total de linfocitos en la poblacion adulta y que esa disminucion es mas acusada en la
poblacién de linfocitos B. Sin embargo, y al revés de lo descrito para otras especies, el
numero de linfocitos T CD8" disminuye de forma significativamente mas marcada que el
de los linfocitos T CD4" (Flaminio y cols., 1999).

La acumulacién de los cambios que se inician en la pubertad acaban produciendo
un deterioro de la inmunidad protectora, resultado de una compleja interaccion de
defectos inmunitarios primarios y mecanismos homeostaticos compensatorios (Nikolich-
Zugich, 2005), es decir, el envejecimiento del sistema inmunitario o inmunosenescencia
(Waldorf, 1969) La inmunosenescencia es una de las causas mas importantes del
envejecimiento del organismo en su conjunto (Globerson y Effros, 2001; Iglesias, 2003)
con influencia en la esperanza de vida, morbilidad y mortalidad (Miller, 1996; Cosarizza y
cols., 1997, McFarlane y cols., 2001, Heaton y cols., 2002, a, b).

Se ha observado que a lo largo de la inmunosenescencia se prolongan los
cambios que ocurrian en la madurez, continuando la disminucion del numero total de
linfocitos. En la mayoria de los estudios, la poblaciones linfocitarias principalmente
afectadas son los linfocitos B y los linfocitos T CD4" (Tollerud y cols., 1989; 1991; Mund y
cols., 2001, Heaton y cols., 2002, a, b). La reduccion porcentual de CD4" tendria
consecuencia sobre sus dos subgrupos funcionales, Th1 y Th2. La disminuciéon en la
poblacion de linfocitos CD4* Th1 reduciria la capacidad de los macréfagos para combatir
infecciones bacterianas, y la reduccién de los linfocitos Th2, afectaria a la respuesta
humoral, al repercutir sobre la funcionalidad de los linfocitos B (Mansharamani y cols.,
2000).



En la especie humana, los linfocitos NK se comportan de manera distinta al resto
de linfocitos, aumentando en numero en individuos de edad avanzada. Este aumento

podria ser compensatorio a la pérdida de linfocitos T y B (Sansoni y cols., 1993).

En la especie equina, estudios realizados en caballos de mas de veinte afnos,
constatan una disminucion del numero de linfocitos en todas las subpoblaciones
linfocitarias. Sin embargo, al contrario de lo observado en otras especies animales, la
poblacion mas afectada es la de los linfocitos T CD8", produciendo un aumento del
cociente CD4/CD8 (Guirnalda y cols., 2001; McFarlane y cols., 2001).

A cambios cuantitativos descritos, se producen alteraciones cualitativas asociadas
a la edad en todas las lineas linfocitarias (Horohov, 2000; Globerson y Effros, 2000;
Fermaglich y Horohov, 2002). En individuos longevos estd demostrado un mayor grado
de apoptosis celular y una menor respuesta a la activacién y a las senales de
proliferacion linfocitaria, con repercusiones directas sobre la funcion inmune (Miller, 1996;
Rink y cols., 1998; Ginaldi y cols., 2000; Heaton y cols., 2001, a, b; McFarlane y cols.,
2001).

En los linfocitos B se observa una menor produccion de anticuerpos que ademas
sufren una pérdida de afinidad por los antigenos, especialmente en caso de
neoantigenos, lo que explica la menor eficacia vacunal observada en individuos
geriatricos (Remarque, 1999; Fermaglich y Horohov, 2002; Iglesias, 2003; Goto y cols.,
1993; Horohov y cols., 1999).

En la poblacion de Linfocitos T, la funcionalidad de los linfocitos Th1 parece
afectarse mas que la de los linfocitos Th2, lo que podria influir en la aparicion de una
respuesta inmunoldgica de tipo humoral en individuos longevos, aunque menos efectiva
que en individuos jévenes (Albright y Albright, 1994; Bernstein y cols., 1999; Lio y cols.,
2000; Fermaglich y Horohov, 2002).

Uno de los cambios cualitativos mas llamativos es la aparicion de multiples
expansiones clonales de linfocitos T, especialmente de los CD8" (Globerson y Effros,
2000). En seres humanos geriatricos gran parte de los linfocitos T representan
expansiones de un numero reducido de clones, resultado de previas infecciones viricas
cronicas (Ku y cols., 1997; Kyle y Rajkumar, 1999; Ouyang y cols., 2004; Nikolich-Zugich,
2005). Ademas, la intensa proliferacién de estos clones de linfocitos T de memoria,
origina mutaciones en muchas de estas lineas celulares, disminuyendo su funcionalidad
(Nikolich-Zugich, 2005).



La inmunidad innata sufre pocos cambios a lo largo de la vida del individuo
(Heaton y cols., 2002, a, b), e incluso podria encontrarse potenciada en individuos
ancianos para compensar el declive de la inmunidad adquirida (Lesourd y Mazari, 1999).

Parece ser que los macréfagos son las células que mas se alteran con la edad,
consecuencia de una menor produccion de IFN-y por parte de los linfocitos T. Una menor
actividad macrofégica reduciria, a su vez, la produccion de citoquinas, y con ello la
respuesta proliferativa de los propios linfocitos T (Pawelec, 1999; Lloberas y Celada,
2002).

Entre los cambios observados en la inmunidad innata en humanos se citan, menor
capacidad fagocitica, mayor apoptosis de neutréfilos (Fulop y cols., 1997; Ginaldi y cols.,
2000) y menor funcionalidad de los linfocitos NK, que se compensaria por el incremento
numérico ya descrito (Miller, 1996; Pawelec, 1999).

En roedores se ha observado que tanto la actividad neutrofilica como la de los
macréfagos pulmonares no se alteran con la edad (Widde y cols., 1989).

En medicina equina, son escasos los estudios realizados hasta la fecha y en
relacion a la funcién de los linfocitos NK y al nimero de monocitos y granulocitos
circulantes, parece ser que la edad tiene escasa influencia sobre la inmunidad innata.
(Horohov y cols., 1999; Campbell y cols., 2001; Guirnalda y cols.,, 2001). La
caracterizacién de cambios etarios en las subpoblaciones linfocitarias en esta especie
resulta conflictiva, existiendo numerosos estudios con resultados contradictorios (Miller,
1996; McFarlane y cols., 2001, Chng y cols., 2004).

2.5.2.-INFLUENCIA DEL SEXO EN EL SISTEMA INMUNITARIO

El sexo influye notablemente en el sistema inmunitario (Lamason y cols., 2006),
siendo, tras la edad, el factor que mas modifica la composicion de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias (Rudy y cols., 2002). En general, las hembras de todas las
especies animales disfrutan de un sistema inmunitario mas potente (Klein, 2000; 2004),
por lo que son mas resistentes a la mayoria de infecciones por bacterias, virus, hongos y
parasitos aunque, y sin embargo mas susceptibles a padecer enfermedades autoinmunes
qgue los machos (Faldyna y cols., 2001; Wizemann y Pardue, 2001; Klein, 2004).

La existencia de un sistema inmunitario mas eficaz en hembras parece estar

relacionado con una inmunidad adquirida méas potente (Klein, 2004). Sin embargo a nivel



de la inmunidad innata, un estudio reciente en ratones post-puberales demostré la
existencia de una mayor expresion de los genes involucrados en la inmunidad innata en
ratones machos que en hembras, lo que explicaria la mayor resistencia de los machos a

determinados parasitos, como el Toxoplasma gondii (Lamason y cols., 2006).

La existencia de receptores de esteroides sexuales en érganos y células del
sistema inmunitario, (timo, linfocitos T, linfocitos NK y células dendriticas, entre otros) (Da
Costa y cols., 2003; Mao y cols., 2005; Nakaya y cols., 2006) ilustra la intima conexién
entre los sistemas inmunitario y endocrino (Klein, 2004).

Los andrégenos actian como inmunosupresores con  propiedades
antiinflamatorias que disminuyen la sintesis de citoquinas proinflamatorias, como el factor
de necrosis tumoral, e incrementan la produccion de citoquinas antiinflamatorias como la
IL-10 (D’Agostino y cols., 1999). Los andrégenos participan activamente en la involucion
timica, ejercen accidon supresora sobre los linfocitos T al reducir la producciéon de IL-7
(Roden y cols., 2004; Heng y cols., 2005), y favorecen la elevacién del numero de
linfocitos T reguladores CD4*CD25", colaborando en el equilibrio entre autoinmunidad e
inmunidad protectora (Kendall y cols., 1990). La mayor parte de estos efectos se frenan
mediante la castracion, quirdrgica o quimica, habiéndose observado una mayor
resistencia a infecciones en ratones machos gonadectomizados respectos a machos
integros (Klein, 2004; Page y cols., 2006)

Los estrogenos, por su parte, tienen propiedades estimulantes sobre el sistema
inmunitario, aumentando la supervivencia y activacién de linfocitos B autorreactivos,
debido a una pérdida de seleccion negativa de los linfocitos B (Peeva y cols., 2005;
Grimaldi y cols., 2007), favorecen la produccién de citoquinas proinflamatorias como la IL-
1, la IL-10 y el interferon-a (Klein, 2004), aumentan la produccion de inmunoglobulinas
tras un estimulo antigénico (Schuurs y Verheul, 1990), incrementan la respuesta
proliferativa de los linfocitos T al estimular la produccién de IFN-y por los linfocitos CD4*
(Klein, 2004; Gourdy y cols., 2005) y, al menos en ratones, hacen crecer el nimero y la
actividad de los linfocitos NK (Souza y cols., 2001)

La accion estimulante de los estrégenos es la causa de la estimulacion del
sistema inmunitario que se produce en la mujer inicio de la pubertad. La influencia
estrogénica junto con cambios en la adhesividad bacteriana a las mucosas explicarian la
predisposicién a infecciones uterinas en determinadas fases del ciclo estral observadas
en yeguas, vacas, perras y ratas (Morell, 1995; Da Costa y cols., 2003).



La progesterona, sin embargo, tiene una funcién inmunosupresora, inhibe
mecanismos fagocitarios de los macroéfagos, reduce la produccion de anticuerpos y
favorece la respuesta inmune de tipo humoral (Klein, 2004). Segun algunos autores, la
finalidad principal de las hormonas sexuales femeninas y la progesterona en particular,
seria controlar la reproduccién, suprimiendo parcialmente el sistema inmunitario durante
la gestacion, con el fin de aceptar a un feto que es semialogénico (Mund y cols., 2001).
Se han encontrado receptores de progesterona en células epiteliales, macrofagos y
linfocitos, con efectos sobre la inmunidad innata y adquirida (Klein, 2004).

En relacion a las poblaciones linfocitarias parecen existir diferencias cuantitativas
entre géneros (Rudy y cols., 2002; Chng y cols., 2004) describiéndose un mayor nUmero
de linfocitos T, linfocitos B y linfocitos T CD4" en hembras que en machos (Tollerud y
cols., 1989; 1991; Reichert y cols., 1994; Hoffmann-Fezer y cols., 1992; Lee y cols., 1996;
Greely y cols., 1996, Faldyna y cols., 2001; Mund y cols., 2001; Rudy y cols., 2002). No
se han descrito diferencias en el recuento de linfocitos T CD8" ligadas al sexo (Jiang y
cols., 2004), mientras que el recuento de linfocitos NK suele ser mas numeroso en
machos que en hembras (Lee y cols., 1996; Mund y cols., 2001; Rudy y cols., 2002; Chng
y cols., 2004). Sin embargo, otros estudios no han mostrado diferencias significativas
entre machos y hembras (Jiang y cols., 2004; Chng y cols., 2004).

2.5.3.-INFLUENCIA DE LA RAZA SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO

La influencia de la raza sobre el sistema inmunitario ha sido poco estudiada, si
bien en medicina humana estan descritas diferencias étnicas en la susceptibilidad a
determinadas enfermedades infecciosas (Doherty y cols., 1995), en la incidencia de
enfermedades autoinmunes (Tench e Isenberg, 2000), en el rechazo a trasplantes de
rindn (Meier-Kriesche y cols., 2000) y en la respuesta del sistema inmune a determinados
agentes ambientales (Tollerud y cols., 1991). Se han observado también diferencias
cuantitativas entre las subpoblaciones linfocitarias de individuos de origen caucasico,
arabe, y oriental (Rudy y cols., 2002; Al Qouzi y cols., 2002; Chng y cols., 2004).

En medicina veterinaria no existen estudios semejantes, si bien, la predisposicion
de determinadas razas al desarrollo de enfermedades de base inmunoldgica indica que el
funcionamiento del sistema inmunitario es propio de cada raza (Faldyna y cols. 2001).



3.-MATERIAL Y METODOS

3.1.-PLAN DE TRABAJO

Ante los objetivos planteados en la introduccién de este estudio se propuso el
siguiente plan de trabajo:

-Seleccién de ganaderias de caballos de Pura Raza Espafola en la Comunidad
Valenciana y Murcia con planes sanitarios y condiciones de manejo y nutricionales
idoneos.

-Seleccion de los individuos y distribucion en cuatro grupos de edad divididos
equitativamente en machos y hembras.

-Organizacion de un plan de trabajo que permitiese la realizacion de las
extracciones de sangre a los animales y su procesamiento en un plazo no superior

a 6 horas.

-Estudio comparativo de datos hematologicos y de la distribucion de las
poblaciones linfocitarias en los diferentes grupos de edad y sexo establecidos.

-Estudio analitico de los datos hematoldgicos y de las poblaciones linfocitarias en
los diferentes grupos de edad.

3.2.-SELECCION DE LOS ANIMALES

Todos los animales incluidos en este estudio procedian de yeguadas de Pura
Raza Espanola localizadas en la Comunidad Valenciana y Murcia. Para participar en este
estudio las ganaderias debian disponer de un plan sanitario anual para prevencion de
enfermedades infecciosas y parasitarias y de planes nutricionales ajustados a la edad y
actividad de cada animal que garantizasen un estado de nutricién 6ptima de todos los
individuos incluidos en el estudio.

Se contd con la colaboracion de las siguientes yeguadas bajo consentimiento
informado de los responsables D. José Luis Paradis, D. Fernando Navarro Casas, D.
José Munoz Fernandez, D. José Luis Lérida, D. Francisco Ballester, D. Vicente Andrés,
Hermanos Esteban, Hermanos Marti, Tarazén, Dimosa, Herrera, Picassent, la Mariposa,



San Antonio, El Cortijo, Lo Perdiguero, Tres estrellas y Clinica Veterinaria Equina La
Bonanza.

Los criterios de inclusién de animales para el estudio fueron:
-Caballos Pura Raza Espafiola (PRE)
-Edad comprendida entre 1 y 7 afos.

-Ausencia de signos clinicos de enfermedad tras ser sometidos a una

exhaustiva exploracion fisica general.
-Estar al corriente de vacunaciones y desparasitaciones.
-Ausencia en el historial clinico de enfermedad reciente.

-No estar recibiendo ni haber recibido medicacién en los tres meses previos a

la extraccién sanguinea.

La distribucion definitiva de los 159 animales por grupos de edad y sexo queda
reflejada en la siguiente tabla:

GRUPOS DE EDAD EDAD N Sexo
A 1-2 anos 39 21 M/18H
B 2-3 afos 38 16 M/ 22 H
C 3-4 afos 41 19M/22 H
D 4-7 afnos 41 21M/20H

Tabla 3.- Distribucion de los 159 animales Pura Raza Esparola en grupos de edad y sexo
(M: machos; H: hembras).

3.3.-OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

La coleccién de sangre se efectu6 mediante puncién en la vena yugular externa,
previa asepsia del area interesada, utilizando jeringas desechables con cono luer
(Discardit ll®, Becton Dickinson) de 20 ml y agujas de 25 mm de longitud y de calibre
20G (Sterican®, Braun Melsungen AG).



Para minimizar las variaciones asociadas al momento del dia, la toma de muestra

se realizé siempre durante la manana, entre las 9:00 y las 13:00 horas.

Inmediatamente tras de la extraccion de sangre, se procedio a la realizacién de los
frotis sanguineos, utilizando para ello dos portaobjetos esmerilados (Knittel Glaser®,

Alemania), y a su posterior fijacion para la preservacion hasta el momento de la tincion.

Se extrajeron un total de 12 ml de sangre a cada uno de los animales. Para las
determinaciones hematoldgicas y la caracterizacion del inmunofenotipado se utilizaron
dos tubos con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Tapval®) como anticoagulante. El
resto de la sangre se almacen6 en tubos con heparina-litio (Tapval® como
anticoagulante para la determinacién de las proteinas plasmaticas totales.

Las muestras sanguineas se transportaron a temperatura ambiente y llegaron al
laboratorio antes de 3 horas Todas las determinaciones cuantitativas se llevaron a cabo
dentro de las 4-6 horas posteriores a la recogida.

Las muestras heparinizadas se centrifugaron en el laboratorio a 3500 rpm durante
10 min, se separd el plasma y se congel6 a -20° C hasta su posterior procesamiento.

Las determinaciones hematol6gicas y bioquimicas se realizaron en el laboratorio
del Hospital Clinico de Referencia de la Universidad CEU Cardenal Herrera y los analisis
mediante citometria de flujo en el Servicio de Citometria de Flujo del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia.

3.4.-ANALISIS LABORATORIAL
3.4.1.-HEMATOLOGIA

Las determinaciones analiticas hematol6gicas se realizaron mediante un contador
celular semiautomatico (Sysmex-F 820), con el que se estimaron los siguientes
parametros:

- Recuento de glébulos rojos (GR)

- Concentracion de hemoglobina (HB)

- Valor hematécrito (HTO)

- Volumen corpuscular medio (VCM)



- Hemoglobina corpuscular media (HCM)
- Concentracion hemoglobinica corpuscular media (CHCM)

- Recuento total de globulos blancos (GB)

- Recuento total de plaquetas (PLAQ)

El recuento diferencial de glébulos blancos (linfocitos, neutréfilos en banda,
neutréfilos segmentados, eosindfilos, monocitos y baséfilos), asi como el estudio de la
morfologia de los elementos formes de la sangre, se realiz6 sobre las extensiones
sanguineas utilizando el método pandptico rapido Diff Quick (Gailand Chemical Co,
Flintshire, UK). Una vez tefido el frotis, se procedioé a su estudio microscépico a 1000 X.
Para el recuento diferencial se contaron un total de 200 células.

Una vez realizado el recuento diferencial, el nimero absoluto se calculé en funcién

del numero de leucocitos totales determinado mediante citometria de flujo.

3.4.2.-BIOQUIMICA SANGUINEA

El procesamiento de las proteinas plasmaticas se realiz6 una vez terminada todo
el trabajo de campo, se descongelaron todas las muestras guardadas el mismo dia y se
procedié a la valoracién de las proteinas plasmaticas totales mediante espectrofotometria
en el que se emple6 un espectrofotometro Clima M5-15, RAL con reactivos
pertenecientes a RAL (RAL técnica para el laboratorio; Sant Joan Despi, Barcelona,
Espana).

3.4.3.-CITOMETRIA DE FLUJO

Las muestras sanguineas fueron analizadas en un citometro de flujo tipo EPICS
XL-MCL con cargador automatico de muestras.

Los pardmetros del analisis incluyeron:

-Dispersion frontal de luz laser (FS): proporcional tamano de la particula
analizada. Esta sefal fue recogida y amplificada por un fotodetector dotado de un filtro
de densidad neutra (NDI).



-Dispersion lateral de luz laser (SS): proporcional a la granularidad o
complejidad de la particula analizada. Esta sefial fue recogida y amplificada en
direccion perpendicular al haz de luz mediante un fotomultiplicador provisto de dos
filtros: 488DC * 488BP.

-Fluorescencia verde: proporcional a los antigenos revelados con un anticuerpo
monoclonal conjugado con fluoresceina o a la fluorescencia inespecifica de un isotipo
adecuado. Esta sefal era recogida y amplificada en modo logaritmico mediante un
fotomultiplicador provisto de los filtros 550DC * 525 BP.

-Fluorescencia amarilla-anaranjada: proporcional a los antigenos revelados con
un anticuerpo monoclonal conjugado con ficoeritrina o a la fluorescencia inespecifica
de un isotipo adecuado. Esta sefal fue recogida y amplificada en modo logaritmico
mediante un fotomultiplicador provisto de los filtros 574DC * 550BP.

Las senales de dispersion luminosa y de intensidad de fluorescencia fueron
calibradas diariamente en los fotomultiplicadores logaritmicos, utilizando microesferas
(Flow-check Beckman-Coulter, Hialeah, FL, USA).

Los datos fueron adquiridos en forma de histograma (mono y biparamétrico) y en
modo lista. La adquisicién de datos en este modo nos permitié el analisis posterior de los
datos utilizando el software System /I® (Bekman-Coulter, Hialeah, FL; USA), con el cual
fue posible recombinar los parametros obtenidos y redefinir diferentes regiones en la

seleccion.

Mediante el ordenador del citémetro (Program System Il v 3.0) se definié un
protocolo de adquisicion de datos que incluyeron los siguientes histogramas:
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Figura 6.- Histograma biparamétrico de FS frente a SS con acotamiento de la ventana de

linfocitos
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Figuras 7 y 8.- Histogramas biparamétricos de SS frente a CD4 y CD8 que muestran como las
células positivas a CD4 y CD8 se corresponden morfolégicamente con linfocitos.
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Figura 9.- Histograma biparamétrico de CD2
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Figura 10.- Histograma biparamétrico de CD2 Figura 11.- Histograma biparamétrico CD2 frente a
frente a linfocitos B que incluye Unicamente las CD4 que incluye Unicamente las células acotadas en la
células 61cotadas en la region de linfocitos region de linfocitos

La adquisicién minima fue de 10.000 eventos sobre el histograma de leucocitos,
utilizando los distintos anticuerpos monoclonales siempre combinados con el anticuerpo
monoclonal CD2. Los parametros citométricos se analizaron a partir de ficheros
almacenados en forma de matriz multidimensional (modo lista), que permite reproducir de
forma répida y en tiempo diferido el proceso de analisis asi como modificar, en caso

necesario, las regiones acotadas inicialmente. La visualizacion y el analisis de los datos



se realizaron en programas de analisis celulares compatibles con la configuracion de los

citbmetros empleados (Cytologic XL, Works Station).

Se realiz6 una primera clasificacion segun la dispersion luminosa, la seccién
donde se disponian los linfocitos se delimitaba para crear unos margenes de maxima
confianza y con los datos de esa ventana se estudiaba la fluorescencia emitida (Loken y
cols., 1990).

3.4.3.1.-ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales empleados en este estudio fueron suministrados
por VMRD (VMRD, Inc. Pullman, WA 99163, EE.UU.). Las especificidades de estos
anticuerpos se establecieron por inmunoprecipitacion antigénica, inmunohistoquimica
realizada en tejidos linfoides y por citometria de flujo realizada en células derivadas de
organos linfoides centrales y periféricos y estudios funcionales de subpoblaciones
periféricas de células T definidas por estos anticuerpos (Moore y cols., 1992).

En la siguiente tabla se incluyen los clones concretos de anticuerpos
monoclonales empleados, asi como su especificidad, isotipos y fluorocromos con los que
estaban marcados.

Monoclonal Especificidad Clon Isotipo Fluorocromo
CD2 Linfocitos T y NK HB88A lgG1 FITC
CD4 Linfocitos T HB61A IgG1 PE
auxiliares
CD8 Linfocitos T HT14A lgG1 PE
citotoxicos
Linfocitos B Linfocitos B E18A lgG2a PE

Tabla 4.-Anticuerpos monoclonales empleados en el estudio



Como marcador de linfocitos T y Natural Killer se emple6é un anti-CD2 (Weiss
2001, a), de linfocitos B un anti-IlgM, y para caracterizar las subpoblaciones de linfocitos T
en linfocitos T cooperadores (Th) y linfocitos T citotoxicos (Tc) un anti-CD4 y un anti-CD8,

respectivamente.

Posteriormente, se enfrent6 el anti-CD2 a cada uno de los anticuerpos
monoclonales, por lo que fue necesario marcarlos con dos fluorocromos diferentes. Se
empled un marcaje indirecto con ficoeritrina (PE), utilizando Zenon® R-Phycoerythrin
Mouse IgG (Invitrogen; EE.UU.) para el anticuerpo anti-CD2. Los anticuerpos anti-CD4,
anti-CD8 y anti-linfocitos B se conjugaron de manera directa con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) en el laboratorio Immunostep S.L. (Salamanca). También fue
necesaria una conjugacion indirecta para el anticuerpo monoclonal anti-CD2, en la que
tuvo que enfrentarse a un segundo anticuerpo (Zenon® R-Phycoerythrin Mouse IgG
(Invitrogen; EE.UU.) conjugado con PE, que reconocia al anticuerpo anti-CD2 como
antigeno. Como la FITC emite fluorescencia verde y la PE fluorescencia naranja, nos
permiti6 diferenciar un anticuerpo monoclonal de otro cuando se emplearon
simultdneamente. De esta manera, se realizaron combinaciones de anticuerpos

monoclonales de 2 en 2, estando presente siempre el anti-CD2 de la siguiente forma:

N2 de tubos Anticuerpo monoclonal
1 CD2/CD4
2 CD2/CD8
3 CD2/ Linfocitos B

De cada muestra sanguinea conservada en EDTA se prepararon tres tubos en

los que se combino:

-100 pl de sangre entera + 2ul CD2-Zenon-PE + 5ul de CD4-FITC

-100 pl de sangre entera + 2ul CD2-Zenon-PE + 5ul de CD8 FITC

-100 pl de sangre entera + 2ul CD2-Zenon-PE + 5ul Linfocitos B (LB)- FITC
diluido.

Estos tubos se mezclaron e incubaron durante 30 minutos. Posteriormente, la

muestra se introdujo en una estacion semiautomatica de preparacion de muestras,



Sistema EPILS Multi Q-PREP de Coulter®, donde se realiz6 el lisado eritrocitario, fijado y
estabilizacién de la muestra se sangre entera para destruir los hematies y trabajar
Unicamente con leucocitos en suspensién. El liquido de hemélisis empleado fue OptiLyse
C® (Immunotech, Marsella, Francia). Finalmente, las muestras se procesaron en el

citometro de flujo.

3.4.3.2.-POBLACIONES LINFOCITARIAS E INMUNOFENOTIPO

A continuacion se describen cada una de las poblaciones linfocitarias analizadas y
la determinacion especifica en cada caso:

-La poblacién de linfocitos se determiné y cuantificéd por estudio biparametrico FS
y SS.

-El recuento de linfocitos CD2* se obtuvo realizando la media de los recuentos
de linfocitos CD2* en los tres tubos.

-Los linfocitos T cooperadores corresponden a los linfocitos CD2*CD4*
-Los linfocitos T citotéxicos estarian representados por los linfocitos CD2*CD8*

-Los linfocitos T procedian de la suma de linfocitos CD2°CD4* y CD2*CD8" (Da
Costa y cols., 2003; Ferreira-Dias y cols., 2005).

-Los linfocitos B estarian representados por las células CD2'LB" en la ventana de
linfocitos. Ademas se decidid aplicar diversas formulas matematicas cuyos resultados
se compararia con el nimero de linfocitos CD2'LB* obtenidos, con el fin de validar la

mas afin:

-N¢® total de Linfocitos — Linfocitos CD2* (Da Costa y cols., 2003; Ferreira-
Dias y cols., 2005).

-Linfocitos (CD2 CD4)- linfocitos (CD2'CD8")
-Linfocitos (CD2'CD8) - linfocitos (CD2' CD4")
-La poblacién de células NK se obtuvo a partir de las siguientes formulas:

-(Linfocitos CD2") - (Linfocitos CD2"CD4" + Linfocitos CD2*CD8")



-(Linfocitos CD2*CD8) - (linfocitos CD2*CD4")
-(Linfocitos CD2*CD4") - (Linfocitos CD2"CD8")

Para poder cuantificar en numeros absolutos cada una de las poblaciones
linfocitarias se empled Flow-Count Fluorospheres® de Beckman Coulter. Las
fluorosferas son particulas de latex fluorescentes que se anaden a una concentracién
conocida al volumen de sangre a analizar (Stewart y Steinkamp, 1982). De esta manera,
se puede calcular el nimero total de leucocitos, linfocitos, linfocitos CD2", Linfocitos T
CD4*, Linfocitos T CD8" y linfocitos B mediante la siguiente férmula (Reinman y cols.,
2000):

Células por mm?®= [(células contadas) / (fluorosferas contadas)] x fluorosferas/ mm?

Como resumen, dentro de la poblacién leucocitaria se han analizado:
-Numero absoluto de leucocitos totales.

-Recuento diferencial de leucocitos: neutréfilos, eosindfilos, linfocitos,
monocitos y baséfilos, expresados en valores porcentuales y absolutos.

-Recuento diferencial de linfocitos T, linfocitos B y linfocitos NK expresado en
valores porcentuales y absolutos.

-Recuento diferencial de linfocitos Th y linfocitos Tc, expresados en valores
porcentuales y absolutos en relacién al numero de linfocitos T.

3.4.4.-ESTUDIO ESTADISTICO

El estudio estadistico, asi como los graficos de los datos obtenidos en el presente
estudio se realizaron con los programas informaticos SPSS (v. 15.0 para Windows) y
Windows Office XL.

Los resultados se clasificaron en funcion de la edad y el sexo de los animales. Se
calcularon los estadisticos basicos, como la media, los valores maximos y minimos y la

desviacion estandar (DE). Se comprobd la normalidad en todos los grupos considerados.



En aquéllos casos en los que los parametros no cumplian las condiciones de normalidad,
se procedi6 a la transformacién logaritmica para poder ser comparados mediante

métodos no paramétricos.

Las comparaciones entre géneros, se realizaron mediante el test t de Student. En
los casos en los que los datos no mostraron una distribucion normal, se empleé el test

comparativo de Mann-Whitney.

Para analizar el efecto de la edad (A, B, C y D) se utilizd un analisis de varianza
(ANOVA) de una via, previa transformacion logaritmica de los datos, para cumplir las
condiciones de normalidad y homocedasticidad mediante el Test de Kolmogorov-Smirnoff.
En aquellos casos en los que este andlisis mostré la existencia de diferencias
estadisticamente significativas, se aplicé seguidamente un test de Tukey HSD. Para las
variables no distribuidas normalmente, se empled 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. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0,05.



4.-RESULTADOS

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

4.1.-Establecimiento de los valores hematolédgicos de referencia en el caballo PRE.

4.1.1.-Valores de referencia del eritrograma, del numero de plaquetas y concentracion de
proteinas plasmaticas en el caballo PRE. En este primer apartado se han considerado de
forma conjunta las 159 muestras sanguineas obtenidas.

4.1.1.1.-Influencia del sexo sobre el eritrograma, nimero de plaquetas y concentraciéon de
proteinas plasmaticas totales.

4.1.1.2.-Influencia de la edad sobre el eritrograma, nimero de plaquetas y concentracion
de proteinas plasmaticas totales, estableciendo para ello cuatro grupos de edad.

4.1.1.3.-Influencia del sexo y la edad sobre sobre el eritrograma, niumero de plaquetas y
concentracion de proteinas plasmaticas totales.

4.1.2.-Valores de referencia del leucograma en el caballo PRE, considerando al igual que
para el eritrograma, las 159 muestras sanguineas obtenidas.

4.1.2.1.-Influencia del sexo sobre el leucograma.
4.1.2.2.-Influencia de la edad sobre el leucograma.
4.1.2.3.-Influencia del sexo y la edad sobre el leucograma

4.2.-Caracterizacion de las poblaciones linfocitarias en el caballo PRE. En este segundo
apartado se han analizado las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos T, linfocitos B y
NK, considerado las 159 muestras sanguineas obtenidas.

4.2.1.-Valores linfocitarios de referencia en el caballo PRE

4.2.1.1.-Influencia del sexo sobre las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias.
4.2.1.2.-Influencia de la edad sobre las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias.
4.2.1.3.-Influencia del sexo y la edad sobre las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias.

4.2.2.-Subpoblaciones linfocitarias (linfocitos Th y linfocitos Tc) y cociente CD4/CD8



4.3.-Correlaciones entre los diversos parametros hematologicos y linfocitarios en el
caballo PRE.

4.1.-ESTABLECIMIENTO DE LOS VALORES HEMATOLOGICOS DE REFERENCIA EN
EL CABALLO PRE

4.1.1.-VALORES DE REFERENCIA DEL ERITROGRAMA, NUMERO DE PLAQUETAS
Y CONCENTRACION DE PROTEINAS PLASMATICAS TOTALES

En la siguiente tabla se recopilan los estadisticos bésicos de las diversas variables
hematolégicas correspondientes al eritrograma, niumero de plaquetas y concentracion de
proteinas plasmaticas totales para el conjunto de la poblacion equina analizada.

N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
GR (10%/ul) 159 6.00 12.00 8.04 1.36
HB (g/dl) 159 10,30 17,70 13,65 1,71
HTO (%) 159 27,40 56,00 38,85 6,18
VCM (fl) 159 40,60 58,40 48,55 4,18
HCM (pg) 159 12,30 21,60 17,21 2,12
CHCM (g/dl) 159 27,10 43,20 35,39 3,88
PLAQ (10%/pl) 159 71,00 330,00 142,40 74,18
PPT (g/dl) 159 5,60 8,40 7,20 0,77

Tabla 5.- Estadisticos bésicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasméaticas totales en los 159 équidos PRE (GR: eritrocitos; HB: concentracion de hemoglobina;
HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular medio; HCM: hemoglobina corpuscular media;
CHCM: concentraciéon hemoglobinica corpuscular media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas
plasmaticas totales).

4.1.1.1-INFLUENCIA DEL SEXO SOBRE EL ERITROGRAMA, NUMERO DE
PLAQUETAS Y CONCENTRACION DE PROTEINAS PLASMATICAS TOTALES.

En las tablas 6 y 7 se presentan los estadisticos basicos de las variables
eritrocitarias, el niumero de plaquetas y la concentracion de proteinas plasmaticas totales
en machos y hembras, de modo respectivo.



N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

GR (10%ul) 77 6.00 12,00 8.15 1.33
HB (g/dlI) 77 10,60 17,70 13,96 1,75
HTO (%) 77 29,80 56,00 39,20 6,13
VCM (fl) 77 41,60 56,60 47,75 3,20
HCM (pg) 77 12,30 21,20 17,31 1,96
CHCM (g/dI) 77 27,60 43,20 36,26 3,63
PLAQ (10%pl) 77 78,00 330,00 139,30 53,27
PPT (g/dI) 77 5,60 8,40 7,17 0,78

Tabla 6.-Estadisticos béasicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a los animales de sexo macho (GR: eritrocitos; HB:
concentracion de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular medio; HCM:
hemoglobina corpuscular media, CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular media; PLAQ:
plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).

N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
GR (10%ul) 82 6.00 11.00 7.91 1.51
HB (g/dl) 82 10,30 16,80 13,30 1,69
HTO (%) 82 27,40 54,60 38,52 6,91
VCM (fl) 82 40,60 58,40 48,59 3,94
HCM (pg) 82 13,00 21,60 17,14 2,15
CHCM (g/dl) 82 27,10 42,30 35,32 3,76
PLAQ (10%/ul) 82 71,00 330,00 146,60 56,53
PPT (g/dl) 82 5,60 8,40 7,25 0,71

Tabla 7.-Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a los animales de sexo hembra (GR: eritrocitos; HB:
concentracion de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular medio; HCM:
hemoglobina corpuscular media;, CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular media; PLAQ:
plagquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).

El analisis de variacion entre machos y hembras mostr6 diferencias significativas

en la concentracion de hemoglobina (Figura 12).
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Figura 12.- Diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de hemoglobina entre
machos y hembras, en la totalidad de la poblacién analizada. (t de Student: p=0,043).

4.1.1.2.-INFLUENCIA DE LA EDAD SOBRE EL ERITROGRAMA, NUMERO DE
PLAQUETAS Y CONCENTRACION DE PROTEINAS PLASMATICAS TOTALES.

En las tablas 8, 9, 10 y 11 se exponen los resultados de los estadisticos basicos
del eritrograma, del numero de plaquetas y de la concentracion de proteinas plasmaticas
totales correspondiente a cada uno de los grupos de edad (A, B, C y D).

N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
GR (10%/ul) 39 6.00 10.00 7.93 1.23
HB (g/dl) 39 10,70 15,90 13,03 1,53
HTO (%) 39 27,90 44,80 36,38 5,36
VCM (f1) 39 41,60 48,70 45,87 1,59
HCM (pg) 39 12,30 18,80 16,56 1,58
CHCM (g/dl) 39 27,60 39,30 34,86 3,04
PLAQ (10%/pl) 39 80,00 296,00 162,50 59,37
PPT (g/dI) 39 5,80 8,40 7,17 0,74

Tabla 8.- Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a los animales del grupo de edad A (1-2 afnos) (GR:
eritrocitos; HB: concentracion de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular
medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular
media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).



N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

GR (10%ul) 38 6.00 12,00 8.78 1.62
HB (g/dlI) 38 11,10 16,80 14,25 1,78
HTO (%) 38 29,00 56,00 40,54 7,56
VCM (fl) 38 41,10 52,40 46,21 2,30
HCM (pg) 38 13,40 20,00 16,45 1,42
CHCM (g/dI) 38 29,60 41,80 35,85 3,21

PLAQ (10%pl) 38 85,00 330,00 135,30 42,84
PPT (g/dI) 38 5,60 8,40 7,21 0,83

Tabla 9.- Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a los animales del grupo de edad B (2-3 afos) (GR:
eritrocitos; HB: concentracion de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular
medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular
media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).

N MINIMO  MAXIMO _ MEDIA DE
GR (10%ul) 41 6.00 11,00 8.02 1.52
HB (g/dl) 41 10,60 17,70 13,64 1,88
HTO (%) 41 27,40 54,60 38,35 7,23
VCM (fl) 41 40,60 56,10 48,01 3,76
HCM (pg) 41 13,00 21,60 17,28 2,21
CHCM (g/dl) 41 27,10 42,30 36,22 4,04
PLAQ (10%/ul) 41 72,00 324,00 142,20 59,34
PPT (g/dl) 41 6,00 8,40 7,41 0,72

Tabla 10.- Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a los animales del grupo de edad C (3-4 afos) (GR:
eritrocitos; HB: concentracion de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito;, VCM: volumen corpuscular
medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular
media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).



N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

GR (10%ul) 41 6.00 11.00 7.46 1.19

HB (gr/dl) 41 10,30 16,40 13,33 1,61

HTO (%) 41 28,70 52,40 38,39 1,66
VCM (fl) 41 47,40 58,40 51,53 3,02
HCM (pg) 41 13,20 21,50 18,10 2,32
CHCM (g/dl) 41 27,10 43,20 35,56 4,29
PLAQ (10%/ul) 41 71,00 257,00 127,30 41,76
PPT (gr/dl) 41 5,60 8,40 7,22 0,64

Tabla 11.- Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a los animales del grupo de edad D (4-7 afos) (GR:
eritrocitos; HB: concentraciéon de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular
medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular
media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).

El andlisis de variacion entre los grupos de edad reveld diferencias significativas
en el numero de glébulos rojos (Figura 13), VCM (Figura 14), HCM (Figura 15) y nimero
de plaquetas (Figura 16).
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Figura 13.- Diferencias estadisticamente significativas en el nimero de glébulos rojos entre los

cuatro grupos de edad. ANOVA (c: diferencias entre los grupos de edad A y D (p=0,009); e:
diferencias entre los grupos de edad B y D (p=0,002)).
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Figura 14.- Diferencias estadisticamente significativas en el VCM entre los cuatro grupos de edad.
ANOVA (c: diferencias entre los grupos de edad A y D (p<0,001); e: diferencias entre los grupos de
edad B y D (p<0,001); f: diferencias entre los grupos de edad C y D (p<0,007)).
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Figura 15.- Diferencias estadisticamente significativas en la HCM entre los cuatro grupos de edad.
ANOVA (b: diferencias entre los grupos de edad A y C (p=0,022); c: diferencias entre los grupos de
edad A y D (p<0,001); e: diferencias entre los grupos de edad B y D (p=0,003)).
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Figura 16.- Diferencias estadisticamente significativas en el nUmero de plaquetas entre los cuatro
grupos de edad. ANOVA (c: diferencias entre los grupos de edad Ay D (p=0,021)).

4.1.1.3.-INFLUENCIA DEL SEXO Y LA EDAD SOBRE EL ERITROGRAMA, NUMERO
DE PLAQUETAS Y CONCENTRACION DE PROTEINAS PLASMATICAS TOTALES.

Los estadisticos basicos del eritrograma, nUmero de plaquetas y concentracion de
proteinas plasmaticas totales en machos y hembras dentro de cada grupo de edad se
detallan en las tablas 12 a la 19.

N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
GR (10%/ul) 21 7.00 10.00 8.38 1.22
HB (g/dl) 21 10,90 15,90 13,46 1,70
HTO (%) 21 30,00 44,80 36,84 5,90
VCM (fl) 21 41,60 48,70 44,39 3,30
HCM (pg) 21 12,00 19,60 16,23 2,00
CHCM (g/dl) 21 27,00 39,30 34,94 3,26
PLAQ (10%pl) 21 102,00 296,0 156,40 63,68
PPT (g/dl) 21 5,80 8,20 7,22 0,92

Tabla 12.-Estadisticos béasicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a los machos del grupo de edad A (1-2 afos) (GR: eritrocitos;
HB: concentracion de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular medio;
HCM: hemoglobina corpuscular media;, CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular media;
PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).



N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

GR (10%ul) 18 6.00 10.00 8.25 1.18
HB (g/dl) 18 10,70 15,70 13,23 1,91

HTO (%) 18 27,90 44,60 36,25 5,88
VCM (fl) 18 42,00 47,20 46,37 2,40

HCM (pg) 18 13,30 18,40 16,12 1,55
CHCM (g/dl) 18 30,20 39,10 34,79 2,97
PLAQ (10°%/pl) 18 80,00 283,00 167,60 56,72
PPT (g/dl) 18 5,80 8,40 7,16 0,67

Tabla 13.-Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasméticas totales correspondientes a las hembras del grupo de edad A (1-2 arnos) (GR:
eritrocitos; HB: concentraciéon de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular
medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular
media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).

N MINIMO _ MAXIMO _ MEDIA DE
GR (10°%/ul) 16 7,00 12,00 8,66 1,54
HB (g/dl) 16 12,10 16,60 14,17 1,44
HTO (%) 16 32,50 56,00 40,56 7,01
VCM (f1) 16 41,70 52,30 46,93 2,92
HCM (pg) 16 13,40 19,50 16,59 1,77
CHCM (g/dl) 16 29,60 43,00 35,42 3,90
PLAQ (10%/ul) 16 86,00 330,00 152,00 52,76
PPT (g/dl) 16 5,70 8,40 7,05 0,74

Tabla 14.-Estadisticos béasicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a los machos del grupo de edad B (2-3 afos) (GR: eritrocitos;
HB: concentracion de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito, VCM: volumen corpuscular medio;
HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular media;
PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).



N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

GR (10%ul) 22 6.00 11.00 8.30 1.47
HB (g/dl) 22 11,10 16,80 13,90 1,67
HTO (%) 22 29,00 49,70 38,98 6,94
VCM (fl) 22 41,10 52,40 46,98 2,31
HCM (pg) 22 13,60 20,00 17,00 1,70
CHCM (g/dl) 22 27,00 42,50 36,16 3,87
PLAQ (10%/ul) 22 85,00 321,00 122,90 29,14
PPT (g/dl) 22 5,60 8,40 7,20 0,91

Tabla 15.-Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a las hembras del grupo de edad B (2-3 afos) (GR:
eritrocitos; HB: concentracion de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular
medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular
media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).

N MINIMO  MAXIMO _ MEDIA DE
GR (10%ul) 19 6.00 11,00 8.17 1.14
HB (g/dl) 19 10,60 17,70 14,32 1,95
HTO (%) 19 31,40 51,40 38,95 5,21
VCM (fl) 19 42,00 53,40 47,83 2,86
HCM (pg) 19 15,20 19,50 17,59 1,41
CHCM (g/dl) 19 32,80 40,40 36,84 2,59
PLAQ (10%/ul) 19 83,00 203,00 128,80 31,15
PPT (g/dl) 19 6,00 8,40 7,09 0,79

Tabla 16.-Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a los machos del grupo de edad C (3-4 afos) (GR:
eritrocitos; HB: concentracion de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito, VCM: volumen corpuscular
medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular
media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).



N MIiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

GR (10%ul) 22 6.00 11.00 7.98 1.56
HB (g/dlI) 22 10,70 17,60 13,54 1,82
HTO (%) 22 27,40 54,60 38,58 7,71
VCM (fl) 22 40,60 56,10 48,53 4,00
HCM (pg) 22 13,00 21,60 17,31 2,44
CHCM (g/dI) 22 27,10 42,30 35,70 4,47
PLAQ (10%pl) 22 72,00 324,00 154,20 75,31
PPT (g/dI) 22 6,20 8,40 7,58 0,66

Tabla 17.-Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a las hembras del grupo de edad C (3-4 afos) (GR:
eritrocitos; HB: concentracién de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular
medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular
media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).

N MINIMO _ MAXIMO __ MEDIA DE
GR (10%ul) 21 6.00 10.00 7.43 0.97
HB (g/dl) 21 11,30 16,40 13,80 1,31
HTO (%) 21 29,80 46,30 38,71 4,95
VCM (fl) 21 47,40 58,40 52,34 5,15
HCM (pg) 21 14,70 22,50 18,77 2,15
CHCM (g/dl) 21 22,50 43,20 35,26 5,37
PLAQ (10%/ul) 21 71,00 172,00 113,80 32,92
PPT (g/dl) 21 5,60 8,40 7,11 0,80

Tabla 18.-Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a los machos del grupo de edad D (3-4 afos) (GR:
eritrocitos; HB: concentracion de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito;, VCM: volumen corpuscular
medio;, HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular
media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).



N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

GR (10%ul) 20 6.00 11.00 7.30 1.41
HB (g/dI) 20 10,30 16,00 12,86 1,61
HTO (%) 20 28,70 52,40 38,28 6,14
VCM (fl) 20 47,60 58,40 52,81 3,81
HCM (pg) 20 13,20 21,50 17,95 2,53
CHCM (g/dI) 20 27,10 38,60 33,94 3,69
PLAQ (10%/pl) 20 85,00 257,00 141,70 46,13
PPT (g/dl) 20 5,80 8,20 7,14 0,69

Tabla 19.-Estadisticos basicos de los parametros eritrocitarios, de las plaquetas y de las proteinas
plasmaticas totales correspondientes a las hembras del grupo de edad D (3-4 afos) (GR:
eritrocitos; HB: concentracién de hemoglobina; HTO: valor hematdcrito; VCM: volumen corpuscular
medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular
media; PLAQ: plaquetas; PPT: proteinas plasmaticas totales).

El analisis de variacion de los parametros eritrocitarios entre machos y hembras
en cada grupo de edad mostr6 diferencias significativas en el numero de eritrocitos
(Figura 17) y en la concentracién de hemoglobina (Figura 18) en el grupo de edad B.

* @ Machos
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GR (10%/ul)
»

A B C D
GRUPOS DE EDAD

Figura 17.- Diferencias estadisticamente significativas en el nimero de eritrocitos entre machos y
hembras en cada grupo de edad. T de Student (*: p=0,047).
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Figura 18.- Diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de hemoglobina entre

B
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machos y hembras en cada grupo de edad. T de Student (*: p=0,048).

4.1.2.-VALORES DE REFERENCIA DEL LEUCOGRAMA EN EL CABALLO PRE

En las tablas 20 y 21 se presentan los estadisticos descriptivos de las variables
leucocitarias tanto en valores absolutos como porcentuales correspondientes a los 159

animales analizados.

(cél/ul) N MINIMO  MAXIMO MEDIA DE
GB 159 5.348.00 17.033.00 9.39499 242277
LINE 159 1.537,00  7.978,00  4.19446  1.399,77
NFS 159 1.739,00  8.747,00  4.239,11 1.412,41
NFS SEG 159 173900 /911,00 412759  1.302,30
NFS BANDA 159 0,00 370,00 48,34 77,12
EOFS 159 0,00 2.033,00 240,68 247,73
MON 159 0,00 892,00 194,29 195,31
BFS 159 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 20.- Estadisticos basicos de
correspondientes a los 159 animales (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS
SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON:

monocitos; BFS: basofilos).

las variables

leucocitarias en valores absolutos



(%) N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

LINF 159 20.04 64.60 44,77 9.90
NFS 159 21,00 70,00 45,98 10,60
NFS SEG 159 20,00 69,00 45,55 10,14
NFS BANDA 159 0,00 4,00 0,58 0,91

EOFS 159 0,00 12,00 2,40 2,08
MON 159 0,00 10,00 2,05 1,96
BFS 159 0,00 0,00 0,00 0,00

COCIENTE N/L 159 0,28 2,67 1,00 0,45

Tabla 21.- Estadisticos béasicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales
correspondientes a los 159 animales (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS
SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON:
monocitos; BFS: basofilos).

4.1.2.1.-INFLUENCIA DEL SEXO SOBRE EL LEUCOGRAMA

Los estadisticos basicos de los parametros leucocitarios expresados en valores
absolutos y porcentuales en machos y hembras en el colectivo animal total analizado se
exponen en las tablas 22 a la 25.

(cél/ul) N MINIMO _ MAXIMO MEDIA DE
GB 77 5.348.00 17.033.00 9.25558  2.529.48
LINF 77 1.591,70  7.978,21 4.130,96  1.424,21
NFS 77 1.739,00  7.898,00  4.161,67  1.198,24
NFS SEG 77 1.739,25  7.897,53  4.111,34  1.206,16
NFS BANDA 77 0,00 369,76 49,60 69,02
EOFS 77 0,00 955,68 221,84 200,36
MON 77 0,00 796,23 194,19 204,90
BFS 77 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 22.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
de sexo macho (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrofilos
segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON: monocitos; BFS:
basdfilos).



(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
LINF 77 25.27 60.53 4473 8.59
NFS 77 21,00 68,50 46,22 10,30
NFS SEG 77 20,00 67,50 45,65 10,37
NFS BANDA 77 0,00 3,00 0,61 0,77
EOFS 77 0,00 12,50 2,33 2,08
MON 77 0,00 9,50 2,04 1,81
BFS 77 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 77 0,29 2,58 1,01 0,46

Tabla 23.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales de sexo macho (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS SEG:
neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON: monocitos;

BFS: basdfilos).

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 82  6.139.00 16.847.00 9.523.21 2.228.58
LINF 82 1.537,10  7.862,94  4.25233  1.383,67
NFS 82  2.101,00  8.747,00  4.312,47  1.593,61
NFS SEG 82 2.030,58  7.910,84  4.143,41 1.397,60
NFS BANDA 82 0,00 364,72 47,20 84,16
EOFS 82 0,00 2.033,28 257,51 283,60
MON 82 0,00 892,00 194,37 188,28
BFS 82 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 24.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
de sexo hembra (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrofilos
segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON: monocitos; BFS:

basdfilos).



(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
LINF 82 20.04 64.58 4480 10.98
NFS 82 21,00 70,00 45,76 10,93
NFS SEG 82 20,00 69,00 44,87 10,49
NFS BANDA 82 0,00 4,00 0,55 0,96
EOFS 82 0,00 9,00 2,46 2,09
MON 82 0,00 10,00 2,06 1,91
BFS 82 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 82 0,28 2,67 1,00 0,46

Tabla 25.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales de sexo hembra (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos;, NFS SEG:
neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON: monocitos;

BFS: basdfilos).

El andlisis comparativo entre machos y hembras no mostré diferencias

estadisticamente significativas en las formas absolutas y porcentuales de las variables

leucocitarias analizadas.

4.1.2.2.-INFLUENCIA DE LA EDAD SOBRE EL LEUCOGRAMA EN EL CABALLO PRE

En las tablas 26 a la 33 se sumarizan los estadisticos basicos de las formas

absolutas y porcentuales leucocitarias correspondientes a cada uno de los grupos de

edad.

(cél/ul) N MINIMO _ MAXIMO MEDIA DE
GB 39 6.957.00 16.497.00 10.931.85  2.647.11
LINF 39 3.384,00  7.978,00 5.304,09 1,184,57
NFS 39 1.739,00  8.747,00 4.911,11 1.785,21
NFS SEG 39 1.739,00  7.911,00 4.734,58 1.633,23
NFS BANDA 39 0,00 345,00 45,32 77,56
EOFS 39 0,00 1.034,00 236,93 228,10
MON 39 0,00 644,00 179,80 172,85
BFS 39 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 26.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
del grupo de edad A (1-2 afos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS
SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrofilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON:

monocitos; BFS: basdfilos).



(%) N MIiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

LINF 39 24,32 61.73 47 47 9.63
NFS 39 21,00 70,00 43,97 11,50
NFS SEG 39 20,00 65,00 43,06 10,58
NFS BANDA 39 0,00 3,00 0,67 0,98
EOFS 39 0,00 9,00 1,85 1,74
MON 39 0,00 5,00 1,63 1,48
BFS 39 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 39 0,28 1,86 0,87 0,37

Tabla 27.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales del grupo de edad A (1-2 anos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrofilos;
NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON:
monocitos; BFS: basofilos).

(cél/ul) N MINIMO _ MAXIMO MEDIA DE
GB 38 7.116.00 16.847.00 9.940.95  1.962.20
LINF 38 225500  8.263,00  4.823,38  1.216,65
NFS 38 1.941,00  8552,00  4.37506  1.611,60
NFS SEG 38 1.941,00  8.087,00  4.205,88  1.444,13
NFS BANDA 38 0,00 370,00 54,14 78,74
EOFS 38 0,00 757,00 256,41 195,10
MON 38 0,00 796,00 230,89 211,36
BFS 38 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 28.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
del grupo de edad B (2-3 anos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS
SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON:
monocitos; BFS: basdfilos).



(%) N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

LINF 38 26.36 60.88 47.83 8.42
NFS 38 24,00 68,00 43,75 11,09
NFS SEG 38 24,00 67,00 43,89 10,45
NFS BANDA 38 0,00 4,00 0,50 0,76
EOFS 38 0,00 8,00 2,63 2,09
MON 38 0,00 9,00 2,35 2,16
BFS 38 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 38 0,30 2,43 0,91 0,49

Tabla 29.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales del grupo de edad B (2-3 afios) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos;
NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON:
monocitos; BFS: basofilos).

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 41 5.760.00 17.033.00 8.83542  2.351.24
LINF 41 1.971,00  7.863,00  3.794,32  1.277,54
NFS 41 2.300,00 14.648,00 4.299,68  2.153,13
NFS SEG 41 2.300,00  7.087,00  3.840,70  1.045,37
NFS BANDA 41 0,00 225,00 50,58 73,03
EOFS 41 0,00 2.033,00 260,46 349,30
MON 41 0,00 773,00 183,80 188,00
BFS 41 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 30.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
del grupo de edad C (3-4 anos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS
SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON:
monocitos; BFS: basofilos).



(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
LINF 41 24.37 64.58 44,82 9.56
NFS 41 30,00 63,00 45,63 8,97
NFS SEG 41 28,00 63,00 45,00 9,06
NFS BANDA 41 0,00 3,00 0,61 0,92
EOFS 41 0,00 12,00 2,68 2,59
MON 41 0,00 9,00 2,05 1,97
BFS 41 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 41 0,46 2,67 1,06 0,49

Tabla 31.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales del grupo de edad C (3-4 afios) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos;
NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON:

monocitos; BFS: basofilos).

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 41 5.348.00 12.720.00  8.224.71 1.900.04
LINF 41 1.537,10  5.751,81 3.117,90 950,41
NFS 41 2.006,00  6.547,00  4.040,15  1.188,00
NFS SEG 41 2.006,00 6.547,00 3.99582  1.168,44
NFS BANDA 41 0,00 364,72 43,21 81,51
EOFS 41 0,00 890,40 209,91 184,68
MON 41 0,00 892,00 184,27 209,12
BFS 41 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 32.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
del grupo de edad D (4-7 afnos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS
SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON:

monocitos; BFS: basofilos).



(%) N MIiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

LINF 41 20.04 62.08 39.29 9.75
NFS 41 26,00 69,00 50,07 9,88
NFS SEG 41 26,00 69,00 49,54 9,61
NFS BANDA 41 0,00 4,00 0,54 0,98
EOFS 41 0,00 7,00 2,44 1,76
MON 41 0,00 10,00 2,17 2,16
BFS 41 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 41 0,41 2,67 1,14 0,64

Tabla 33.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales del grupo de edad D (4-7 afios) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos;
NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON:
monocitos; BFS: basofilos).

Respecto a la edad, el andlisis de variacibn mostr6 diferencias
estadisticamente significativas en el numero de leucocitos (Figura 19), en las formas
porcentuales y absolutas de linfocitos (Figura 20 y Figura 21) y neutréfilos (Figura 22 y
Figura 23) y cociente N/L (Figura 24).
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Figura 19.- Diferencias estadisticamente significativas en el nimero de leucocitos totales entre los
cuatro grupos de edad. ANOVA (b: diferencias significativas entre los grupos de edad A y C
(p=0,001); c: diferencias significativas entre los grupos de edad A y D (p<0,001); e: diferencias
significativas entre los grupos de edad B y D (p=0,006)).
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Figura 20.- Diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de linfocitos entre los
cuatro grupos de edad. ANOVA (c: diferencias significativas entre los grupos de edad A y D
(p<0,001); d: diferencias significativas entre los grupos de edad B y D (p=0,006)).
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Figura 21.- Diferencias estadisticamente significativas en el nimero de linfocitos entre los cuatro
grupos de edad. ANOVA (b: diferencias entre los grupos de edad A y C (p=0,004); c: diferencias
entre el grupo A y D (p<0,001); d: diferencias entre el grupo B y D (p<0,001); e: diferencias entre
los grupos de edad B y D (p=0,042)).
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Figura 22.- Diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de neutréfilos entre los
cuatro grupos de edad. ANOVA (d: diferencias entre los grupos de edad B y D (p=0,049)).

7000 - b,c
6000 -
S 5000 -
g
L4
L 4000
3000 -
2000
A B C D

GRUPOS DE EDAD

Figura 23.- Diferencias estadisticamente significativas en el nimero de neutréfilos entre los cuatro
grupos de edad. ANOVA (b: diferencias entre los grupos de edad A y C (p=0,004); c: diferencias
entre los grupos de edad A y D (p=0,033)).
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Figura 24.- Diferencias estadisticamente significativas en el cociente N/L entre los cuatro grupos
de edad. ANOVA (b: diferencias entre los grupos de edad A y C; c: diferencias entre los grupos de
edad Ay D (p=0,026)).

4.1.2.3.-INFLUENCIA DEL SEXO Y LA EDAD SOBRE EL LEUCOGRAMA

En las tablas 34 a la 49 se muestran los estadisticos basicos de los parametros
leucocitarios expresados en valores absolutos y porcentuales, tanto en machos como en
hembras en cada uno de los grupos de edad.

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 21 6.957.00 21.457.00 11.738.61  3.719.40
LINF 21 3.384,00  7.978,00 5.287,47 1.295,92
NFS 21 1.739,00  7.898,00 4.686,76 1.489,30
NFS SEG 21 1.739,00  7.898,00 4.650,41 1.495,98
NFS BANDA 21 0,00 157,00 36,33 59,28
EOFS 21 0,00 682,00 241,80 200,77
MON 21 0,00 644,00 208,84 179,21
BFS 21 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 34.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos
correspondientes a los animales de sexo macho del grupo de edad A (1-2 afos) (GB: leucocitos
totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA:
neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basdfilos).



(%) N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

LINF 21 31.43 60.60 48.14 8.99
NFS 21 21,00 65,00 42,71 11,89
NFS SEG 21 20,00 65,00 43,50 11,62
NFS BANDA 21 0,00 3,00 0,53 0,84
EOFS 21 0,00 5,00 1,84 1,42
MON 21 0,00 5,00 1,79 1,44
BFS 21 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 21 0,29 1,86 0,88 0,42

Tabla 35.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales de los animales de sexo macho del grupo de edad A (1-2 afos) (GB: leucocitos totales;
LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrofilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en
banda; EOFS: eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basdfilos).

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 18 7.664.00 20.989.00 12.24205  4.310.2
LINF 18 3.541,00  7.288,00 5.319,77 1.106,1
NFS 18 2.292,00  8.747,00 5.123,00 2.046,9
NFS SEG 18 2.183,00  7.911,00 4.818,76 1.802,9
NFS BANDA 18 0,00 345,00 54,32 93,39
EOFS 18 0,00 1.034,00 232,30 256,56
MON 18 0,00 437,00 153,67 167,12
BFS 18 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 36.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos
correspondientes a los animales de sexo hembra del grupo de edad A (1-2 afios) (GB: leucocitos
totales; LINF: linfocitos; NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrofilos segmentados; NFS BANDA:
neutrdfilos en banda; EOFS: eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basdfilos).



(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
LINF 18 2432 61.73 46.83 10.40
NFS 18 21,00 70,00 45,05 11,36
NFS SEG 18 20,00 57,00 42,67 9,99
NFS BANDA 18 0,00 3,00 0,80 1,11
EOFS 18 0,00 9,00 1,85 2,03
MON 18 0,00 4,00 1,47 1,54
BFS 18 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 18 0,29 1,42 0,87 0,32

Tabla 37.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales de sexo hembra del grupo de edad A (1-2 afos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos;
NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrodfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 16 7.363.00 12.620.00 9.889.38  1.543.04
LINF 16 225500  7.093,00  4.790,37  1.259,50
NFS 16 1.941,00  6.74500  4.42819  1.280,56
NFS SEG 16 1.941,00  6.712,00  4.344,08  1.291,19
NFS BANDA 16 0,00 370,00 84,07 90,04
EOFS 16 0,00 757,00 255,36 241,80
MON 16 0,00 796,00 276,24 252,29
BFS 16 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 38.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
de sexo macho del grupo de edad B (2-3 anos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS:
neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados;, NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).



(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
LINF 16 30.63 60.53 47,88 7.81
NFS 16 21,00 68,00 45,06 12,17
NFS SEG 16 28,00 67,00 45,73 10,92
NFS BANDA 16 0,00 4,00 0,88 0,96
EOFS 16 0,00 6,00 2,50 2,16
MON 16 0,00 9,00 3,07 2,66
BFS 16 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 16 0,28 1,42 0,93 0,32

Tabla 39.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales de sexo macho del grupo de edad B (2-3 afos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos;
NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrodfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 22 7.116,00  18.540.00  10.060.86  2.537.71
LINF 22 2.966,00  6.361,00 4.684,75 967,56
NFS 22 2.347,00  8.552,00 4.126,11 1.667,16
NFS SEG 22 2.347,00  7.425,00 3.867,43 1.294,15
NFS BANDA 22 0,00 185,00 32,37 62,88
EOFS 22 0,00 569,00 257,18 159,07
MON 22 0,00 587,00 197,90 174,75
BFS 22 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 40.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
de sexo hembra del grupo de edad B (2-3 anos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS:
neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutréfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).



(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
LINF 22 26.36 60.88 47.80 9.01
NFS 22 24,00 66,00 42,70 10,35
NFS SEG 22 24,00 65,00 42,50 10,15
NFS BANDA 22 0,00 1,00 0,23 0,43
EOFS 22 0,00 8,00 2,73 2,07
MON 22 0,00 6,00 1,86 1,64
BFS 22 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 22 0,30 1,47 0,93 0,39

Tabla 41.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales de sexo hembra del grupo de edad B (2-3 afios) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos;
NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrodfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 19 5.760.00 17.033.00 8.816.32  2.505.21
LINF 19 1.971,00  6.148,00  3.803,19  1.038,17
NFS 19 2.628,00  4.767,00  3.764,50 728,14
NFS SEG 19 2.548,00  4.767,00  3.710,24 760,90
NFS BANDA 19 0,00 185,00 51,39 67,90
EOFS 19 0,00 956,00 238,65 239,08
MON 19 0,00 773,00 206,41 231,65
BFS 19 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 42.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
de sexo macho del grupo de edad C (3-4 afios) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS:
neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados;, NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).



(%) N MIiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

LINF 19 33.52 54.81 45.06 6.75
NFS 19 32,00 60,00 45,56 7,48
NFS SEG 19 31,00 60,00 44,83 7,62
NFS BANDA 19 0,00 3,00 0,68 0,95
EOFS 19 0,00 12,00 2,95 3,03
MON 19 0,00 9,00 2,21 2,32
BFS 19 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 19 0,51 2,07 0,98 0,36

Tabla 43.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales de sexo macho del grupo de edad C (2-3 afios) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos;
NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrodfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 22 6.185.00  13.995.00  8.851.91 2.269.37
LINF 22 2.030,00  7.863,00  3.786,72  1.478,10
NFS 22 2.300,00  6.647,00  3.844,25  1.047,14
NFS SEG 22 2.300,00  6.647,00  3.795,80  1.046,28
NFS BANDA 22 0,00 225,00 49,88 78,80
EOFS 22 0,00 2.033,00 279,28 427,43
MON 22 0,00 528,00 164,28 143,06
BFS 22 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 44.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
de sexo hembra del grupo de edad C (3-4 afos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS:
neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutréfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).



(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
LINF 22 2437 64.58 4463 11,52
NFS 22 30,00 63,00 45,70 10,33
NFS SEG 22 28,00 63,00 45,20 10,39
NFS BANDA 22 0,00 3,00 0,55 0,91
EOFS 22 0,00 7,00 2,43 2,16
MON 22 0,00 6,00 1,91 1,66
BFS 22 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 22 0,51 2,07 1,12 0,57

Tabla 45.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales de sexo hembra del grupo de edad C (3-4 anos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos;
NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrodfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 21 5.348.00  10.488.00  7.622.81 1.559.36
LINF 21 1.592,00  4.773,00  2.973,28 873,31
NFS 21 2.006,00 6.157,00  3.873,95  1.059,21
NFS SEG 21 2.006,00  6.157,00  3.841,41 1.058,34
NFS BANDA 21 0,00 155,00 32,46 51,95
EOFS 21 0,00 404,00 163,03 108,53
MON 21 0,00 524,00 108,06 124,48
BFS 21 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 46.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
de sexo macho del grupo de edad D (4-7 afios) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS:
neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados;, NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).



(%) N MIiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

LINF 21 25,27 54.01 38.96 7.61
NFS 21 34,00 67,00 50,52 8,56
NFS SEG 21 34,00 67,00 50,10 8,53
NFS BANDA 21 0,00 2,00 0,43 0,68
EOFS 21 0,00 5,00 2,10 1,34
MON 21 0,00 5,00 1,38 1,43
BFS 21 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 21 0,52 2,58 1,19 0,49

Tabla 47.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales de sexo macho del grupo de edad D (2-3 afios) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos;
NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrodfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).

(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE
GB 20 6.139.00 12.720.00 8.856.70  2.054.23
LINF 20 1.537,00  5.752,00 3.277,74  1.028,75
NFS 20 2.101,00  6.547,00  4.223,84  1.320,40
NFS SEG 20 2.031,00 6.547,00 4.166,49  1.286,44
NFS BANDA 20 0,00 365,00 54,51 104,34
EOFS 20 0,00 890,00 259,14 233,28
MON 20 0,00 892,00 264,28 250,20
BFS 20 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 48.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores absolutos en los animales
de sexo hembra del grupo de edad D (4-7 afios) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos; NFS:
neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrdfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).



(%) N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

LINF 20 20.04 62.08 39.64 11.79
NFS 20 26,00 69,00 49,60 11,31
NFS SEG 20 26,00 69,00 48,95 10,83
NFS BANDA 20 0,00 4,00 0,65 1,23
EOFS 20 0,00 7,00 2,80 2,09
MON 20 0,00 10,0 3,00 2,49
BFS 20 0,00 0,00 0,00 0,00
COCIENTE N/L 20 0,41 2,10 1,09 0,41

Tabla 49.- Estadisticos basicos de las variables leucocitarias en valores porcentuales en los
animales de sexo hembra del grupo de edad D (2-3 anos) (GB: leucocitos totales; LINF: linfocitos;
NFS: neutrdfilos; NFS SEG: neutrdfilos segmentados; NFS BANDA: neutrodfilos en banda; EOFS:
eosindfilos; MON: monocitos; BFS: basofilos).

La unica variable que difirié significativamente al comparar machos y hembras

en cada grupo de edad fue el numero de leucocitos totales (Figura 25).
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Figura 25.- Diferencias estadisticamente significativas en el nimero de leucocitos totales entre
machos y hembras en los cuatro grupos de edad. T de Student (*: p=0,036).



4.2.- CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES Y SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS EN EL CABALLO PRE.

En este segundo apartado se han analizado las poblaciones y subpoblaciones de
linfocitos T, linfocitos B y NK, considerado de forma conjunta las 159 muestras
sanguineas obtenidas. La estimacién del numero y porcentaje de linfocitos B se ha
realizado mediante marcaje con anticuerpo especifico y férmula matematica. Las formas
relativas y absolutas de linfocitos NK también fueron calculadas mediante procedimiento
matematico. Debido a que el analisis estadistico no revel6 diferencias significativas entre
dichas formulas, consideramos atenernos a los formularios utilizados con mayor
frecuencia en la literatura para esta especie (Da Costa y cols., 2003; Ferreira-Dias y cols.,
2005), como se describe a continuacién:

LINFOCITOS B = Linfocitos — Linfocitos CD2*

LINFOCITOS NK= Linfocitos T - (Linfocitos CD4" + Linfocitos CD8")

4.2.1.-VALORES LINFOCITARIOS DE REFERENCIA EN EL CABALLO PRE

En las tablas 50 y 51 se exponen los estadisticos basicos de las formas
porcentuales y absolutas de las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos T, linfocitos B
y NK correspondientes a los 159 animales considerados.

(%) N MINIMO  MAXIMO _ MEDIA DE
Linfocitos CD2* 159 44 59 81.00 65.03 7.76
Linfocitos T 159 37,20 80,95 58,49 8,05
Linfocitos Th 159 24,02 61,39 42,98 6,77
Linfocitos Tc 159 7,17 27,34 15,37 4,00
CD2LB* 159 4,77 17,93 10,49 2,74
LB 159 19,01 52,66 34,71 7,39
NK 159 -2,27 15,57 6,80 3,35

Tabla 50.-Estadisticos basicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los 159 animales (Linfocitos CDZ2': linfocitos CD2*; Linfocitos T:
linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T citotdxicos; Linfocitos
CD2LB’: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante
férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(cél/ul) N MiNIM MAXI MEDIA DE

Linfocitos CD2* 15 1.042, 5.459, 2.751, 887.25
Linfocitos T 15 1.195, 4.158, 2.451, 722,24
Linfocitos Th 15 642,0 3.444, 1.808, 580,45
Linfocitos Tc 15 251,0 1.436, 660,77 256,73
CD2LB* 15 100,0 1.071, 452,14 197,14
LB 15 303,0 3.112, 1.426, 596,32
NK 15 -72,00 820,0 279,32 173,40

Tabla 51.-Estadisticos béasicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los 159 animales (Linfocitos CD2": linfocitos CD2*; Linfocitos T: linfocitos T;
Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T citotdxicos; Linfocitos CD2'LB’:
linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante formula
matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

4.2.1.1.-INFLUENCIA DEL SEXO SOBRE LAS POBLACIONES Y SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS

En las tablas 52 a la 55 se recopilan los estadisticos basicos de los parametros

linfocitarios en valores absolutos y relativos en machos y hembras, de forma respectiva.

(cél/ul) N MINIMO _ MAXIMO MEDIA DE
Linfocitos CD2* 77 117700  4.896.00 2.670.10 877.61
Linfocitos T 77 1.256,00 4.158,00  2.384,19 728,13
Linfocitos Th 77 790,00 3.201,00  1.746,00 57,21
Linfocitos Tc 77 255,00 1.436,00 652,00 259,65
CD2LB* 77 100,00 1.071,00 452,14 197,14
LB 77 303,00 3.112,00  1.426,41 596,32
NK 77 -72,00 747,00 270,89 165,19

Tabla 52.-Estadisticos béasicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los animales de sexo macho (Linfocitos CD2*: linfocitos CD2*; Linfocitos T:
linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T citotéxicos; Linfocitos
CD2LB’: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante
férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(%) N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 77 44,59 81.00 64.84 8.26
Linfocitos T 77 41,97 80,95 59,03 8,06
Linfocitos Th 77 24,02 59,86 42,70 7,36
Linfocitos Tc 77 7,17 26,24 15,43 4,18
CD2LB* 77 4,77 17,93 10,46 2,80
LB 77 19,01 52,13 34,46 7,39
NK 77 2,27 13,89 6,72 3,28

Tabla 53.- Estadisticos basicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los animales de sexo macho (Linfocitos CDZ2': linfocitos CDZ2';
Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T
citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B
calculados mediante formula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(cél/ul) N MINIMO _ MAXIMO MEDIA DE
Linfocitos CD2* 82 1.042.00 5.459.00 2.823.48 894.89
Linfocitos T 82 1.19500 3.893,00 2.512,96 715,86
Linfocitos Th 82 642,00 3.444,00  1.864,40 587,26
Linfocitos Tc 82 251,00 1.412,00 668,47 255,50
CcD2LB* 82 205,00 1.015,00 462,80 188,89
LB 82 430,00 3.105,00  1.453,96 620,35
NK 82 -38,00 820,00 292,46 182,42

Tabla 54.- Estadisticos basicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los animales de sexo hembra (Linfocitos CD2": linfocitos CD2*; Linfocitos T:
linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T citotdxicos; Linfocitos
CD2LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante
férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(%) N MIiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 82 47.34 78.59 65.23 7.380
Linfocitos T 82 40,42 77,78 58,50 7,540
Linfocitos Th 82 27,83 61,39 43,27 6,270
Linfocitos Tc 82 7,880 27,34 15,32 3,890
CD2LB* 82 6,110 16,25 10,64 2,390
LB 82 19,01 52,66 37,61 8,840
NK 82 -0,68 15,57 6,86 3,44

Tabla 55.-Estadisticos basicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los animales de sexo hembra (Linfocitos CDZ2: linfocitos CDZ2;
Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T
citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B
calculados mediante formula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

El andlisis estadistico no revelé diferencias significativas entre machos y hembras

en ninguno de los parametros linfocitarios analizados.

4.2.1.2-INFLUENCIA DE LA EDAD SOBRE LAS POBLACIONES Y
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

En las tablas 56 a la 63 se detallan los estadisticos basicos de los valores
porcentuales y absolutos linfocitarios correspondientes a cada grupo de edad (A, B, C y
D).

(cél/ul) N MiNIM MAXI MEDIA DE
Linfocitos CD2* 39 2.355, 4896, 3.338.9  659.07
Linfocitos T 39 1.954, 3.993, 2.899,6 550,33
Linfocitos Th 39 1.394, 3.150, 2.128,4 450,57
Linfocitos Tc 39 363,0 1.436, 806,35 231,70
CD2LB* 39 248,0 1.071, 584,03 203,33
LB 39 926,0 3.112, 1.828,5 634,48
NK 39 -31,00 820,00 401,75 176,44

Tabla 56.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes al grupo de edad A (1-2 afios) (Linfocitos CD2": linfocitos CD2*; Linfocitos T:
linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T citotéxicos; Linfocitos
CDZLB’: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante
férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(%) N MINIM  MAXIM MEDIA DE
Linfocitos CD2* 3 44,59 78,59 61,97 9,15
Linfocitos T 3 37,20 71,68 54,04 8,76
Linfocitos Th 3 24,02 50,21 39,61 6,90
Linfocitos Tc 3 7,88 27,34 14,40 4,35
CcD2LB* 3 6,11 16,25 10,64 2,39
LB 3 19,01 52,66 37,61 8,84
NK 3 -0,68 15,57 8,05 3,59

Tabla 57.- Estadisticos béasicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes al grupo de edad A (1-2 afos) (Linfocitos CD2*: linfocitos CD2";
Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T
citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B
calculados mediante formula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
Linfocitos CD2* 38 48,75 76.65 66.42 6.72
Linfocitos T 38 41,20 71,89 59,39 6,60
Linfocitos Th 38 29,41 56,15 44,62 6,50
Linfocitos Tc 38 7,17 22,46 14,78 3,24
CD2LB* 38 4,77 17,83 9,69 2,30
LB 38 23,35 51,25 33,78 6,81
NK 38 1,65 12,22 7,06 2,70

Tabla 58.- Estadisticos basicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes al grupo de edad B (2-3 afos) (Linfocitos CD2*: linfocitos CD2';
Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T
citotoxicos; Linfocitos CD2 LB’ : linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B
calculados mediante formula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(cél/ul) N MINIMO _ MAXIMO MEDIA DE
Linfocitos CD2* 38 1.177.00 5.459.00 3.209.72  862.40
Linfocitos T 38 1.649,00 4.158,00 2.851,72 619,44
Linfocitos Th 38 790,00 3.44400 2.14359 571,73
Linfocitos Tc 38 316,00 1.412,00 728,55 249,20
CD2LB* 38 219,00 1.015,00 475,36 192,11
LB 38 716,00 2.804,00 1.613,66 502,97
NK 38 56,00 777,00 349,29 173,53

Tabla 59.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes al grupo de edad B (2-3 afios) (Linfocitos CD2": linfocitos CD2*; Linfocitos T:
linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T citotéxicos; Linfocitos
CDZLB’: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante

formula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(cél/ul) N MINIMO  MAXIMO MEDIA DE
Linfocitos CD2* 41 1.475.00 4.20400  2.42890 716.26
Linfocitos T 41  1.256,00 3.873,00 2.160,73 650,76
Linfocitos Th 41 908,00 2.813,00 1.587,72 470,47
Linfocitos Tc 41 270,00 1.370,00 598,12 255,58
CD2LB* 41 190,00 906,00 377,83 146,81
LB 41 485,00 242400 1.285:28 516,22
NK 41 37,00 421,00 224,150 103,39

Tabla 60.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes al grupo de edad C (3-4 afos) (Linfocitos CDZ2’: linfocitos CD2*; Linfocitos T:
linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T citotéxicos; Linfocitos
CDZLB’: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante

férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(%) N MiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 41 52,17 75,68 64.82 6.47
Linfocitos T 41 47,43 73,30 58,45 6,70
Linfocitos Th 41 32,68 53,01 42,28 5,28
Linfocitos Tc 41 8,15 26,88 16,02 4,23
CD2LB* 41 5,79 13,81 9,77 1,98
LB 41 24,32 47,83 35,12 6,44
NK 41 1,10 13,94 6,56 3,01

Tabla 61.- Estadisticos basicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes al grupo de edad C (3-4 afos) (Linfocitos CD2*: linfocitos CDZ2';
Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T
citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B
calculados mediante formula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(cél/ul) N MINIMO  MAXIMO MEDIA DE
Linfocitos CD2* 41  1.042.00 3.787.00 2.10254 64234
Linfocitos T 41 119500 3.52500 1.967,68 566,11
Linfocitos Th 41 642,00 2.536,00 1.419,92 44512
Linfocitos Tc 41 251,00 934,00 527,84 200,12
CD2LB* 41 100,00 987,00 385,50 178,26
LB 41 303,00 2.391,00  1.065,44 463,09
NK 41 -72,00 440,00 148,00 105,96

Tabla 62.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes al grupo de edad D (4-7 afos) (Linfocitos CD2’: linfocitos CD2*; Linfocitos T:
linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T citotéxicos; Linfocitos
CDZLB’: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante
férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(%) N MIiNIMO _ MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 41 46.71 81.00 66.75 7.890
Linfocitos T 41 44,27 80,95 61,89 8,210
Linfocitos Th 41 31,84 61,39 45,25 7,080
Linfocitos Tc 41 8,190 26,24 16,19 3,930
CD2LB* 41 6,300 17,93 11,86 2,990
LB 41 19,01 48,57 32,44 6,650
NK 41 -2,270 13,23 5,690 3,510

Tabla 63.- Estadisticos basicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes al grupo de edad D (4-7 afos) (Linfocitos CD2*: linfocitos CDZ2';
Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc: linfocitos T
citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB: linfocitos B
calculados mediante formula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

El analisis estadistico revel6 variaciones significativas en el numero y
porcentaje de linfocitos CD2" (Figura 26 y Figura 27), linfocitos T (Figura 28 y Figura
29), linfocitos Th (Figura 30 y Figura 31), numero de linfocitos Tc (Figura 32), linfocitos
B estimados mediante marcaje con anticuerpo monoclonal especifico (Figura 33 vy
Figura 34) y férmula matematica (Figura 35 y Figura 36) y linfocitos NK (Figura 37 y
Figura 38).
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Figura 26.-Diferencias estadisticamente significativas en las formas absolutas de linfocitos CD2+
entre los grupos de edad ANOVA (b: diferencias entre los grupos de edad A y C; c: diferencias
entre los grupos de edad A y D; d: diferencias entre los grupos de edad B y C; e: diferencias entre
los grupos de edad B y D) (p<0,001).
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Figura 27.- Diferencias estadisticamente significativas en las formas porcentuales de linfocitos
CD2+ entre los grupos de edad ANOVA (c: diferencias entre los grupos de edad A y D). (p=0,034).
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Figura 28.- Diferencias estadisticamente significativas en las formas absolutas de linfocitos T entre
los grupos de edad ANOVA (b: diferencias significativas entre los grupos de edad A y C; c:
diferencias significativas entre los grupos de edad A y D; d: diferencias significativas entre los
grupos de edad B y C; e: diferencias significativas entre los grupos de edad B y D). (p<0,001).
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Figura 29.- Diferencias estadisticamente significativas en las formas porcentuales de linfocitos T
entre los grupos de edad ANOVA (a: diferencias entre los grupos de edad A y B (p=0,007); b:
diferencias entre los grupos de edad A y C (p=0,001)).
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Figura 30.--Diferencias estadisticamente significativas en las formas absolutas de linfocitos Th
entre los grupos de edad ANOVA (b: diferencias entre los grupos de edad A y C (p<0,001); c:
diferencias entre los grupos de edad A y D (p<0,001); d: diferencias entre los grupos de edad B y
C (p=0,044); e: diferencias entre los grupos de edad B y D (p<0,001)).
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Figura 31.- Diferencias estadisticamente significativas en las formas porcentuales de linfocitos Th
entre los grupos de edad ANOVA (a: diferencias entre los grupos de edad A y B (p=0,006); c:
diferencias entre los grupos de edad A y D (p=0,001)).
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Figura 32.- Diferencias estadisticamente significativas en las formas absolutas de linfocitos Tc
entre los grupos de edad ANOVA (b: diferencias entre los grupos de edad A y C); c: diferencias
entre los grupos de edad A y D; d: diferencias entre los grupos de edad B y C; e: diferencias entre
los grupos de edad B y D). (p<0,001)
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Figura 33.- Diferencias estadisticamente significativas en el nimero de linfocitos B marcados con
anticuerpo monoclonal entre los grupos de edad. ANOVA (b: diferencias entre los grupos de edad
Ay C (p<0,001); c: diferencias entre los grupos de edad A y D (p<0,001); e: diferencias entre los
grupos de edad B y D (p=0,038)).
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Figura 34.- Diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de linfocitos marcados con
anticuerpo monoclonal entre los cuatro grupos de edad ANOVA (e: diferencias entre los grupos de
edad B y D (p=0,002); f: diferencias entre los grupos de edad B y D (p=0,003)).
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Figura 35.- Diferencias estadisticamente significativas en el nimero de linfocitos B calculado
mediante férmula matematica (linfocitos-linfocitos CD2") entre los grupos de edad ANOVA (b:
diferencias entre los grupos de edad A y C (p=0,001); c: diferencias entre los grupos de edad Ay D
(p<0,00); d: diferencias entre los grupos de edad B y C (p=0,024); e: diferencias entre los grupos
de edad By D (p<0,001)).
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Figura 36.- Diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de linfocitos B calculado
mediante férmula matematica (linfocitos-linfocitos CD2") entre los grupos de edad ANOVA (c:
diferencias entre los grupos de edad A y D (p=0,015)).
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Figura 37.- Diferencias estadisticamente significativas en las formas absolutas de linfocitos NK
entre los grupos de edad ANOVA (b: diferencias entre los grupos de edad A y C (p<0,001); c:
diferencias entre los grupos de edad A y D (p<0,001); d: diferencias entre los grupos de edad B y
C; e: diferencias entre los grupos de edad B y D (p<0,001)).
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Figura 38.- Diferencias estadisticamente significativas en las formas porcentuales de linfocitos NK
entre los grupos de edad ANOVA (b: diferencias significativas entre los grupos A y C (p=0,041); c:
diferencias entre los grupos de edad A y D (p=0,008)).



4.2.1.3.-INFLUENCIA DEL SEXO Y LA EDAD SOBRE LAS POBLACIONES Y
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

En las tablas 64 a la 79 se exponen los estadisticos descriptivos de las formas
absolutas y porcentuales correspondientes a machos y hembras en cada grupo de edad.

(cél/ul) N MINIMO __ MAXIMO MEDIA DE
Linfocitos CD2* 21 235500 4.896.00 3.33420  694.01
Linfocitos T 21 1.954,00 3.993,00 2.851,00 531,17
Linfocitos Th 21 1.394,00 2.728,00 2.063,80 354,15
Linfocitos Tc 21 363,00 1.436,00 841,54 285,52
CD2LB* 21 248,00 1.071,00 577,79 245,57
LB 21 926,00 2.527,00 1.696,79 516,21
NK 21 140,00 919,00 441,94 191,25

Tabla 64.- Estadisticos basicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los animales de sexo macho del grupo de edad A (1-2 afios) (Linfocitos CD2":
linfocitos CDZ2*; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc:
linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB:
linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(%) N MINIMO _ MAXIMO ___ MEDIA DE
Linfocitos 21 44 59 72.65 62.08 8.80
Linfocitos T 21 41,97 68,96 55,43 8,12
Linfocitos Th 21 24,02 49,24 39,04 7,76
Linfocitos Tc 21 8,90 22,60 14,49 4,14
CD2LB* 21 6,11 16,25 10,53 2,90
LB 21 27,36 52,13 36,89 7,87
NK 21 3,45 13,89 8,54 2,81

Tabla 65.- Estadisticos béasicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los animales de sexo macho del grupo de edad A (1-2 afos)
(Linfocitos CDZ2": linfocitos CDZ2"; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores;
Linfocitos Tc: linfocitos T citotdxicos; Linfocitos CD2LB’: linfocitos B marcados con anticuerpo
monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante formula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 18 2.528.00 4.593.00 3.343.51 643.28
Linfocitos T 18 2.187,00 3.893,00 2.945,79 578,47
Linfocitos Th 18 1.503,00 3.150,00 2.189,66 528,63
Linfocitos Tc 18 447,00 1.174,00 773,01 167,23
CD2LB* 18 325,00 958,00 589,60 163,38
LB 18 964,00 3.112,00 1.937,12 714,55
NK 18 -31,00 820,00 393,45 197,75

Tabla 66.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los animales de sexo hembra del grupo de edad A (1-2 afios) (Linfocitos CD2":
linfocitos CDZ2*; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc:
linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB:
linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(%) N MINIMO MAXIMO  MEDIA DE
Linfocitos CD2* 18 47,34 78,59 61,86 9,72
Linfocitos T 18 40,42 71,68 54,49 8,33
Linfocitos Th 18 27,83 50,21 40,15 6,15
Linfocitos Tc 18 7,88 27,34 14,31 4,66
cDh2LB* 18 7,22 14,49 10,73 1,91
LB 18 19,01 52,66 38,23 9,74
NK 18 -0,68 15,57 7,86 4,17

Tabla 67.- Estadisticos béasicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los animales de sexo hembra del grupo de edad A (1-2 afos)
(Linfocitos CD2": linfocitos CDZ2"; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores;
Linfocitos Tc: linfocitos T citotdxicos; Linfocitos CD2LB’: linfocitos B marcados con anticuerpo
monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante formula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 16 1.177.00 4.469.00 3.182.30 921.44
Linfocitos T 16 1.649,00 4.158,00 2.936,40 716,83
Linfocitos Th 16 790,00 3.201,00 2.168,20 645,95
Linfocitos Tc 16 316,00 1.181,00 661,89 240,44
CD2LB* 16 219,00 882,00 489,55 189,41
LB 16 871,00 2.624,00 1.607,88 480,50
NK 16 109,00 590,00 362,69 141,33

Tabla 68.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los animales de sexo macho del grupo de edad B (2-3 arfos) (Linfocitos CD2":
linfocitos CDZ2*; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc:
linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB:
linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(%) N MINIMO  MAXIMO _ MEDIA DE
Linfocitos CD2* 16 48.75 76.65 66.01 7.40
Linfocitos T 16 41,99 66,97 58,48 6,96
Linfocitos Th 16 34,82 53,68 44,96 6,02
Linfocitos Tc 16 7,17 20,36 13,52 3,45
CcD2LB* 16 4,77 17,83 10,25 2,88
LB 16 23,35 51,25 33,99 7,40
NK 16 3,23 10,79 7,28 2,06

Tabla 69.- Estadisticos béasicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los animales de sexo macho del grupo de edad B (2-3 anos)
(Linfocitos CD2": linfocitos CD2"; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores;
Linfocitos Tc: linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2LB’: linfocitos B marcados con anticuerpo
monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 22 1.891.00 5.459.00 3.229.64 838.42
Linfocitos T 22 1.755,00 3.813,00 2.791,24 550,07
Linfocitos Th 22 1.210,00 3.444,00 2.125,68 526,39
Linfocitos Tc 22 400,00 1.412,00 774,00 250,16
CD2LB* 22 250,00 1.015,00 465,03 197,82
LB 22 494,00 2.424,00 1.224,55 485,75
NK 22 56,00 777,00 339,55 196,35

Tabla 70.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los animales de sexo hembra del grupo de edad B (2-3 afios) (Linfocitos CD2*:
linfocitos CDZ2*; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc:
linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB:
linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(%) N __ MINIMO MAXIMO  MEDIA DE
Linfocitos CD2* 22 53.88 76.62 66.72 6.34
Linfocitos T 22 44,96 71,88 60,05 6,40
Linfocitos Th 22 29,41 56,15 44,37 6,96
Linfocitos Tc 22 10,90 22,46 15,69 2,82
CcD2LB* 22 5,38 16,71 9,27 3,08
LB 22 23,38 46,12 33,63 6,52
NK 22 1,65 12,22 6,54 3,04

Tabla 71.- Estadisticos béasicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los animales de sexo hembra del grupo de edad B (2-3 afos)
(Linfocitos CD2": linfocitos CD2"; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores;
Linfocitos Tc: linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2LB’: linfocitos B marcados con anticuerpo
monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 19 1.486.00 3.769.00 2.414.30 585.76
Linfocitos T 19 1.256,00 3.541,00 2.127,00 578,19
Linfocitos Th 19 960,00 2.361,00 1.560,10 427,81
Linfocitos Tc 19 376,00 1.304,00 610,19 218,53
CD2LB* 19 190,00 607,00 364,40 115,37
LB 19 485,00 2.379,00 1.349,21 552,37
NK 19 41,00 418,00 229,21 102,57

Tabla 72.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los animales de sexo macho del grupo de edad C (3-4 afos) (Linfocitos CD2":
linfocitos CDZ2*; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc:
linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB:
linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
Linfocitos CD2* 19 53.55 75.38 64.45 6.95
Linfocitos T 19 47,58 73,30 58,35 6,73
Linfocitos Th 19 32,68 53,01 41,46 5,87
Linfocitos Tc 19 10,92 23,59 16,54 3,91
CcD2LB* 19 5,79 13,22 9,710 2,07
LB 19 24,62 46,45 35,65 6,68
NK 19 -0,68 13,06 6,33 3,24

Tabla 73.- Estadisticos béasicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los animales de sexo macho del grupo de edad C (3-4 afos)
(Linfocitos CD2": linfocitos CD2"; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores;
Linfocitos Tc: linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2LB’: linfocitos B marcados con anticuerpo
monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 22 1.474.92 4.204.00 2.441.39 826.29
Linfocitos T 22 1.326,00 3.873,00 2.191,29 723,10
Linfocitos Th 22 907,73 2.813,00 1.611,38 513,52
Linfocitos Tc 22 270,29 1.370,00 587,78 288,58
CD2LB* 22 204,57 906,00 389,34 171,28
LB 22 430,00 1.994,00 1.073,37 388,69
NK 22 37,00 924,00 269,86 204,68

Tabla 74.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los animales de sexo hembra del grupo de edad C (3-4 anos) (Linfocitos CD2":
linfocitos CDZ2*; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc:
linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB:
linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
Linfocitos CD2* 22 52.17 75.68 65.12 6.21
Linfocitos T 22 47,43 71,60 58,53 6,82
Linfocitos Th 22 35,77 52,68 42,92 4,81
Linfocitos Tc 22 8,15 26,88 15,61 4,51
CcD2LB* 22 6,37 13,81 9,77 1,95
LB 22 24,32 47,83 34,66 6,34
NK 22 1,10 13,94 6,59 3,18

Tabla 75.- Estadisticos béasicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los animales de sexo hembra del grupo de edad C (3-4 anos)
(Linfocitos CD2": linfocitos CD2"; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores;
Linfocitos Tc: linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2LB’: linfocitos B marcados con anticuerpo
monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 21 1.289.00 2.979.00 1.929.80 440.18
Linfocitos T 21 1.279,00 2.947,00 1.823,00 435,23
Linfocitos Th 21 929,00 2.372,00 1.311,60 364,13
Linfocitos Tc 21 255,00 870,00 518,32 190,36
CD2LB* 21 100,00 982,00 355,49 186,04
LB 21 303,00 2.391,00 1057,90 534,46
NK 21 -72,00 566,00 145,10 131,43

Tabla 76.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los animales de sexo macho del grupo de edad D (4-7 afos) (Linfocitos CD2*:
linfocitos CDZ2*; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc:
linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB:
linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(%) N __ MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
Linfocitos CD2* 21 46.71 81.00 67.47 8.34
Linfocitos T 21 45,44 80,95 62,82 8,82
Linfocitos Th 21 31,84 59,86 45,19 7,95
Linfocitos Tc 21 9,22 26,24 16,81 4,46
CD2LB* 21 6,30 17,93 11,23 3,20
LB 21 19,01 41,52 31,51 7,13
NK 21 -2,27 11,87 4,70 3,38

Tabla 77.- Estadisticos basicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los animales de sexo macho del grupo de edad D (4-7 afos)
(Linfocitos CDZ2": linfocitos CDZ2"; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores;
Linfocitos Tc: linfocitos T citotdxicos; Linfocitos CD2LB’: linfocitos B marcados con anticuerpo
monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).



(cél/ul) N MiNIMO MAXIMO MEDIA DE

Linfocitos CD2* 20 1.042.00 3.787.00 2.333.89 772,71
Linfocitos T 20 1.195,00 3.525,00 2.128,12 657,37
Linfocitos Th 20 642,00 2.536,00 1.533,67 500,95
Linfocitos Tc 20 251,00 934,00 537,82 214,39
CD2LB* 20 215,00 987,00 417,00 168,60
LB 20 430,00 1.994,00 1.073,37 388,69
NK 20 -38,00 527,00 215,75 151,20

Tabla 78.- Estadisticos bésicos de las formas absolutas linfocitarias respecto al total de linfocitos
correspondientes a los animales de sexo hembra del grupo de edad D (4-7 anos) (Linfocitos CD2":
linfocitos CDZ2*; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores; Linfocitos Tc:
linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2'LB*: linfocitos B marcados con anticuerpo monoclonal; LB:
linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

(%) N MINIMO  MAXIMO  MEDIA DE
Linfocitos CD2* 20 51.43 75.78 66.85 6.27
Linfocitos T 20 44,27 77,78 60,86 7,59
Linfocitos Th 20 32,73 61,39 45,32 6,20
Linfocitos Tc 20 8,19 20,92 15,44 3,27
CcD2LB* 20 7,59 16,43 12,52 2,67
LB 20 24,22 48,57 33,32 6,22
NK 20 0,36 13,23 6,79 3,40

Tabla 79.- Estadisticos béasicos de las formas porcentuales linfocitarias respecto al total de
linfocitos correspondientes a los animales de sexo hembra del grupo de edad D (4-7 anos)
(Linfocitos CD2": linfocitos CD2"; Linfocitos T: linfocitos T; Linfocitos Th: linfocitos T cooperadores;
Linfocitos Tc: linfocitos T citotoxicos; Linfocitos CD2LB’: linfocitos B marcados con anticuerpo
monoclonal; LB: linfocitos B calculados mediante férmula matematica; NK: linfocitos Natural Killer).

El estudio estadistico entre machos y hembras en cada grupo de edad
Unicamente mostrd variaciones significativas en las formas porcentuales de linfocitos
Tc en el grupo de edad B (Figura 39).
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Figura 39.- Diferencias estadisticamente significativas en las formas porcentuales de linfocitos Tc

entre machos y hembras en cada grupo de edad T de Student (*: p=0,040).

4.2.2.-SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS (LINFOCITOS Th y LINFOCITOS Tc) Y
COCIENTE CD4/CD8

4.2.2.1.- SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS (LINFOCITOS Th y LINFOCITOS Tc)

En la tabla 80 se exponen los estadisticos basicos de los valores porcentuales de
linfocitos Th, linfocitos Tc respecto a la poblacién de linfocitos T, correspondientes a la
poblacién total de animales analizados y en cada uno de los grupos de edad y sexo.



(%) N MINIMO _ MAXIMO __ MEDIA __ DE
Poblacion Linfocitos 159 50.07 84.09 73.39 6.09
total Linfocitos 159 15,92 49,93 26,61 6,09
Machos Linfocitos 77 50.07 84.09 72,99 6.74
Linfocitos 77 15,91 49,93 27,01 6,74
Hembras Linfocitos 82 61.52 83.52 73.74 5.46
Linfocitos 82 16,48 38,48 26,26 5,46
Grupo A: Linfocitos 39 61.52 83.19 72.87 6.34
Linfocitos 39 16,81 38,48 27,14 6,34
Machos Linfocitos 21 63.47 83.19 72.36 6.60
arubo A Linfocitos 21 16,81 36,53 27,64 6,60
Hembras Linfocitos 18 61,52 82,50 73,35 6,22
grupo A Linfocitos 18 17,50 38,48 26,65 6,22
Grupo B: Linfocitos 38 63.59 84.09 74,98 5.46
Linfocitos 38 15,92 36,41 25,02 5,46
Machos Linfocitos 16 68.59 84.09 76.92 4,99
arubo B Linfocitos 16 15,92 31,41 23,08 4,99
Hembras Linfocitos 22 63,59 81,75 73,58 5,52
grupo B Linfocitos 22 18,25 36,41 26,42 5,52
Grupo C: Linfocitos 41 61.90 83.52 72.62 5.84
Linfocitos 41 16,48 38,10 27,38 5,84

3-4 aios To
Machos Linfocitos 19 61.90 82.82 71.41 5.64
aruno C Linfocitos 19 17,18 38,10 28,59 5,64
Hembras Linfocitos 22 62,46 83,52 73,67 5,94
grupo C Linfocitos 22 16,48 37,54 26,33 5,94
Grupo D: Linfocitos 41 50.07 82.45 7317 6.56
Linfocitos 41 17,55 49,93 26,83 6,56
Machos Linfocitos 21 50.07 82.45 72,00 8.10
aruoo D Linfocitos 21 17,55 49,93 28,00 8,10
Hembras Linfocitos 20 65,94 82,25 74,39 4,28
grupo D Linfocitos 20 17,75 34,06 25,61 4,28

Tabla 80.- Estadisticos basicos de los valores porcentuales de linfocitos Th, linfocitos Tc respecto
a la poblacién de linfocitos T correspondientes a la poblacién total de animales analizados y en
cada grupo de edad y sexo (Th: linfocitos T cooperadores; CD4; Tc: linfocitos T citotdxicos; CD8).



4.2.2.2.-COCIENTE CD4/CD8

En la siguiente tabla se muestran los estadisticos béasicos del cociente CD4/CD8
en el colectivo total analizado, y en cada uno de los grupos de edad y sexo.

N MINIMO __ MAXIMO __ MEDIA DE

POBLACION TOTAL 159 1.00 5.28 2.98 0.90
MACHOS 77 1.00 5.28 2.96 0.98
HEMBRAS 82 1,62 5,07 3,00 0,83
GRUPO A: 1-2 afios 39 1.62 495 2.96 0.93
Machos arupo A 21 1.74 4,95 2.83 0.99
Hembras grupo A 18 1,62 4,72 2,95 0,93
GRUPO B: 2-3 afios 38 1.75 5.28 3.20 0.95
Machos arupo B 16 2,18 5.28 3.53 1.01
Hembras grupo B 22 1,75 4,48 2,95 0,85
GRUPO C: 3-4 aihos 41 1.63 5.07 2.83 0.87
Machos arupo C 19 1.63 4.82 2.64 0.80
Hembras grupo C 22 1,66 5,07 2,99 0,92
GRUPO D: 4-7 ainos 41 1.00 4.70 2.92 0.84
Machos arupo D 21 1.00 4,70 2.82 0.95
Hembras grupo D 20 1,94 4,63 3,01 0,70

Tabla 81.- Estadisticos béasicos del cociente CD4/CD8 en el colectivo animal analizado, y en cada

grupo de sexo y edad.

El analisis comparativo del cociente CD4/CD8 revel6 diferencias significativas
entre grupos de edad en la poblacion general de animales analizados (Figura 40) y
cuando se compararon machos y hembras dentro de cada grupo de edad (Figura 41).
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Figura 40.- Diferencias estadisticamente significativas en el cociente CD4/CD8 entre los cuatro

grupos de edad. ANOVA (d: diferencias estadisticamente significativas entre el grupo B y C
(p=0,042)).
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Figura 41.- Diferencias estadisticamente significativas en el cociente CD4/CD8 entre machos y
hembras dentro de cada grupo de edad. T de Student (*: p=0,047).



4.3.-CORRELACIONES ENTRE LAS DIVERSAS VARIABLES HEMATOLOGICAS Y
LINFOCITARIAS EN EL CABALLO PRE

En las tablas 82 a la 96 se presentan los coeficientes de correlacién entre las

variables hematoldgicas y linfocitarias analizadas en el efectivo total de animales PRE.

GR HB HTO VCM HCM(pg) CHCM(g/dl) PLAQ PPT
(10°%ul)  (g/dl) (%) i (10%ul)  (g/dl)

GR (10%/p1)

HB 0,671*

(g9/dl)

HTO 0,873*  0,727*

(%)

VCM -0,262* 0,112  0,176*

(fl)

HCM -0,599* 0,117  -0375* 0,542*

(P9)

CHCM -0,412* 0,103 0,528 -0,094  0,711*

(g/dl)

PLAQ 0,333 0,057 0,369* 0,003  -0,370* -0,385*

(10%/)

PPT 0,024* 0,208 0,078 0,155 0,189 0,107 0,067

(g/dl)

Tabla 82.- Coeficientes de correlacién entre los parametros eritrocitarios, las plaquetas y las

proteinas plasmaticas totales en 159 animales PRE (*: significativo p< 0,05).



GB LINF NFS NFSSEG NFSBANDA EOFS MON BSF

(cél/pl) (cél/pl)  (cél/pl) (cél/ul) (cél/pl) (cél/pl)  (cél/pl)  (cél/pl)
GR 0,141 0,244 -0,063 -0,070 0,089 0,013 0,223 -0,014
(10%/pl)
HB 0,028 0,026 -0,072 -0,073 -0,022 0,141 0,206 0,015
(g/dl)
HTO 0,026 0,042 -0,129 -0,134 0,031 -0,008 0,236 -0,061
(%)
VCM -0,207 -0,432* -0,122 -0,114 -0,123 -0,052 -0,002 -0,083
(f)
HCM -0,104 -0,317* 0,015 0,025 -0,127 0,181 -0,067 0,031
(Pg)
CHCM 0,027 -0,052 0,074 0,081 -0,065 0,238 -0,072 0,081
(g/di)
PLAQ 0,231 0,258* -0,003 -0,004 0,037 -0,037 0,128 -0,116
(10%/pl)
PPT 0,167 0,088 0,010 0,005 0,009 0,042 -0,094 0,180
(g/dl)

Tabla 83.- Coeficientes de correlacion entre los pardmetros eritrocitarios, plaquetas, proteinas

plasmaticas y valores absolutos leucocitarios en 159 animales PRE (*: significativo p< 0,05).



GB LINF NFS NFS NFS EOFS MON  BSF (%)

(%) (%) (%) SEG BANDA (%) (%)
GR  0,301* -0206 -0,211 0,111 0,054 0,185 0,017  -0,223
(10%/pl)
HB 0,124  -0,145 -0,145  -0,021 0,159 0,203 0,015  -0,121
(g/dl)
HTO 0,158 -0,150 -0,153 0,066 0,036 0,227 0,063  -0,179
(%)

VCM -0,234 0,133 0,138 -0,117 0,045 0,082 0,081 0,111

(fl)

HCM  -0,260 0,158 0,165  -0,152 0,279 -0,003 0,034 0,194
(P9)
CHCM -0,045 0,063 0,068 -0,114 0,283 -0,060 0,085 0,132
(g/dI)
PLAQ 0219 -0,129  -0,137 0,107 0,114 0,083 0,119  -0,165
(10%/l)
PPT 0,111 -0,128 -0,136 0,043 0,041 0,112 0,178  -0,134
(9/dl)

Tabla 84.- Coeficientes de correlacion entre los parametros eritrocitarios, plaquetas, proteinas

plasmaticas y los valores porcentuales leucocitarios en 159 animales PRE (*: significativo p< 0,05).



CD2 LINFT Th Tc CD4/CD8 LB NK

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

GR(106/pI) -0,009 -0,024 -0,135 0,107 -0,132  -0,040 0,114

HB 0,012 0,012 -0,106 0,110 -0,116 -0,035 -0,012
(g/di)
HTO 0,098 -0,004 -0,080 00224 -0,193 0,032 0,041
(%)
VCM 0,191 0,001 0,141 0203 -0,085 0,132 -0,174
(f1)
HCM 0,082 0,050 0,127 0,058 0,079 0,065 -0,161
(P9)
CHCM -0,062 0,032 0,034 -0,000 0,148  -0,069 -0,030
(g/di)

PLAQ(103/pI) 0,054 0,017 -0,106 0,133 -0,127 0,019 0,168

PPT -0,149 0,073 -0,080 -0,093 0,076 0,015 -0,021

(9/dl)

Tabla 85.- Coeficientes de correlacion entre los parametros eritrocitarios, plaquetas, proteinas

plasmaticas y los valores porcentuales linfocitarios en 159 animales PRE (*: significativo p< 0,05).



CD2 LINFT Th Tc LB NK

(cél/pl) (cél/ul) (cél/pl) (cél/pl) (ceél/pl) (cél/ul)

GR(106/pI) 0,257* 0,245 0,202 0,275* 0,156 0,244"

HB 0,019 0,029 -0,008 0,108 -0,030 0,034
(g/dl)
HTO 0,078 0,074 0,019 0,180 0,028 0,095
(%)
vCM 0,400* -0,382* 0,384* -0,244 -0,300* -0,346*
(f1)
HCM 0,343* -0,311* 0,299 -0,254 -0,250 -0,319*
(Pg)
CHCM -0,110 -0,086 -0,066 -0,120 -0,092 -0,119
(g/dI)

PLAQ (1 03/pl) 0,277 0,241 0,200 0,266 0,173 0,246

PPT 0,095 0,075 0,093 0,031 0,091 0,080

(9/dl)

Tabla 86.- Coeficientes de correlacion entre los parametros eritrocitarios, plaquetas, proteinas

plasmaticas y los valores absolutos linfocitarios en 159 animales PRE (*: significativo p< 0,05).



GB LINF NFS NFS NFS EOFS MON BSF
(cél/pl)  (cél/ul) (cél/ul) SEG BANDA (cél/p  (cél/ul) (cél/n
(cél/ul)  (cél/ul) 1) )
GB (cél/pl)
LINF (cél/pl) 0,76*
NFS (cél/pl) 0,606* 0,165
NFS SEG (cél/pl)  0,603* 0,165  0,998*
NFS BANDA 0,143 0,015 0,131 0,079
(cél/pl)

EOFS (cél/pl) 0,102 0,088 0,023 0,019 0,066

MON (cél/pl) 0,174 0,188 0,016 0,012 0,048 0,024

BSF (cél/pl) -0,065 -0,032 -0,015 -0,019 -0,014 0,016 -0,085

Tabla 87.- Coeficientes de correlacién entre los valores absolutos leucocitarios en 159 animales

PRE (*: significativo p< 0,05).



LINF NFS NFS NFS EOFS MON BSF N/L
SEG BANDA

(%) (%) (%) (%) (%)
GB (céljul) 0,136 -0,07 -0,07 0,1 0,101 0,026 -0,072 -0,128
LINF 0,637*  -0,440* 0,437*  -0,011 0,101 0,035 -0,039 -0,482
(cél/pl)
NFS -0,356*  0,638*  0,637* 0,101 0,090 -0,036 -0,019 0,619
(cél/pl)

NFS SEG  -0,350* 0,638* 0,640* 0,049 -0,091 -0,042 -0,023 0,619
(cél/pl)

NFS -0,090 0,092 0,031 0,983* 0,014 0,095 -0,016 0,078
BANDA
(cél/pl)
EOFS -0,001 -0,046 0,053 0,068 0,953* 0,005 0,015 0,018
(cél/ul)
MON 0,087 -0,071 0,073 0,036 -0,053  0,965* -0,037 -0,034
(cél/pl)
BSF 0,001 -0,042 0,035 -0,024 0,016 -0,055 1,000 -0,029
(cél/pl)

Tabla 88.- Coeficientes de correlacién entre los valores absolutos y porcentuales leucocitarios en

159 animales PRE (*: significativo p< 0,05).



LINF  NFS NFSSEG NFSBND EOFS MON BSF
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
LINF (%)
NFS (%) -0,657*
NFS SEG (%)  -0,650 0,997
NFS BANDA (%) -0,170 0,124 0,057
EOFS (%) 0,037 -0,020 0,089 -0,024
MON (%) 0,040 -0,010 0,089 -0,017  -0,015
BSF (%) 0,001 -0,040 0,025 -0,034 0,018 -0,056
COCIENTE  0,643* 0,982* 0,978 0,097 0,066 0,050 -0,027

N/L

Tabla 89.- Coeficientes de correlacion entre los valores porcentuales leucocitarios en 159 animales

PRE (*: significativo p< 0,05).



CcD2 Th Tc LINFT CD4/CD8 LB NK

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

GB  -0,288 -0,245 -0,139  -0,133 0,032 0,031 0,069
(cél/pl)

LINF 0312 -0,287 -0,237 -0,098 0,000  -0,176 0,286
(cél/pl)

NFS -0,171  -0,084 -0,123 -0,152 0,06 0,121  -0,061
(cél/pl)

NFS -0,175  -0,086  -0,131 -0,153 0,066 0,116 -0,059
SEG
(cél/pl)
NFS -0,028  -0,054 0,064 0,028 -0,064 0,06 -0,01
BANDA
(cél/pl)
EOFS -0,02 -0,064 0,01 0,057 -0,051 -0,032 0,021
(cél/pl)
MON 0,104 -0,041 0,079 -0,017 -0,122 0,057 0,165
(cél/ul)
BSF -0,134  -0,002  -0,098 -0,084 0,066 -0,05 -0,004
(cél/ul)

Tabla 90.- Coeficientes de correlaciéon entre los valores absolutos leucocitarios y porcentuales

linfocitarios en 159 animales PRE (*: significativo p< 0,05).



CD2(cél/pl) Th (cél/pl) Tc (cél/pl) LINF T (cél/ul) LB (cél/pl) NK

(cél/pl)
GB (cél/pl) 0,67 0,635 0,543 0,661 0,617 0,446
LINF (cél/pl) 0,944 0,887 0,729 0,919 0,72 0,691
NFS (cél/pl) 0,164 0,182 0,106 0,171 0,271 0,058
NFS BANDA 0,054 0,05 0,036 0,057 0,093 0,067
(cél/pl)
NFS SEG 0,163 0,18 0,103 0,169 0,269 0,059
(cél/pl)
EOFS (cél/pl) 0,064 0,061 0,097 0,085 0,038 0,047
MON (cél/ul) 0,14 0,11 0,15 0,143 0,097 0,137
BSF (cél/pl) -0,065 -0,041 -0,108 -0,063 -0,039 -0,061

Tabla 91.- Coeficientes de correlaciéon entre los valores absolutos leucocitarios y linfocitarios en
159 animales PRE (*: significativo p< 0,05).



CD2(cél/pl) Th (cél/ul) Tc (cél/ul) LINF T (cél/ul) LB (cél/ul) NK
(cél/ul)
LINF (%) 0,648* 0,639 0,459* 0,646* 0,382* 0,549*
NFS (%) -0,4437 -0,415* 0,365* -0,436* -0,238 -0,369*
NFS BANDA (%) -0,442* -0,413* 0,362* -0,433* -0,237 -0,367*
NFS SEG (%) 0,041 0,03 0,042 0,036 0,101 0,001
EOFS (%) -0,109 -0,094 -0,066 -0,088 -0,121 -0,074
MON (%) 0,015 0,008 0,016 0,018 -0,021 0,056
BSF (%) -0,07 -0,046 -0,112 -0,067 -0,043 -0,067
COCIENTE N/L -0,463* -0,416* 0,405* -0,451* -0,271 -0,386*

Tabla 92.- Coeficientes de correlaciéon entre los valores porcentuales leucocitarios y absolutos

linfocitarios en valores absolutos en 159 animales PRE (*: significativo p< 0,05).



CD2 Th Tc LINFT CD4/CD8 LB NK

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
LINF (%) -0,08 -0,052 -0,177 -0,027 0,132  -0,382 0,249
NFS (%) 0,066 0,119 0,079 -0,041 0,025 0,196 -0,126

NFS BANDA (%) 0,069 0,123 0,075 -0,041 0,029 0,196 -0,121

NFS SEG (%) -0,032 -0,082 0,08 0,043 -0,104 0,125 -0,033

EOFS (%) 0,06 0,028 0,02 0,114 -0,005 -0,023 -0,028
MON (%) 0,186 0,057 0,072 0 -0,063 0,067 0,154
BSF (%) -0,13 0,003 -0,095 -0,082 0,066 -0,048 -0,009

COCIENTEN/L 0,126 0,198 0,063 -0,041 0,082 0,184 -0,133

Tabla 93.- Coeficientes de correlacién entre los valores porcentuales leucocitarios y linfocitarios en

159 animales PRE (*: significativo p< 0,05).



CD2(cél/pl) Th (cél/pl) Tc (cél/ul) LINF T (cél/pl) LB (cél/ul) NK

(cél/pl)

CD2 (cél/pl)

Linf Th (cél/ul) 0,951*

Linf Tc (cél/ul) 0,802* 0,638*
Linf T (cél/pl) 0,986* 0,968* 0,803*
LB (cél/ul) 0,626* 0,592* 0,463* 0,597*
NK (cél/ul) 0,717* 0,575* 0,493* 0,602* 0,461

Tabla 94.- Coeficientes de correlacion entre los valores absolutos linfocitarios en 159 animales
PRE (*: significativo a p< 0,05).



CD2 Th Tc LINFT LB NK
(cél/pl)  (cél/pl)  (cél/pl)  (cél/ul) (cél/pl)

(cél/pl)
CD2 (%) -0,085 -0,067 -0,025 -0,055 -0,543 -0,08
Th (%) -0,149 0,069 -0,365 -0,059 -0,412 -0,351
Tc (%) -0,119 -0,282 0,374* -0,102 -0,345 -0,229
LINF T -0,116 -0,127 -0,017 -0,101 -0,162 -0,058
(%)
Ccbh4/CD8 -0,033 0,221 -0,575 -0,006 0,037 -0,006
LB (%) -0286 -0,315 -0,223 -0,315 0,466* -0,211
NK (%) 0,271 0,157 0,124 0,17 0,062 0,706*

Tabla 95.- Coeficientes de correlacidén entre los valores porcentuales y absolutos linfocitarios en
159 animales PRE (*: significativo a p< 0,05).



CD2 Th Tc LINFT CD4/CD8 LB NK

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

CD2 (%)

Th (%) 0,718*

Tc(%) 0,501* 0,059

LINFT 0,027 -0,065 0,111

(%)

CcDh4/CD8 -0,034 0,517 0,752 -0,106

LB (%) -0,282 -0,189 -0,075 -0,034 -0,009

NK (%) 0,145 -0,177  -0,123 0,006 0,012 -0,173

Tabla 96.- Coeficientes de correlacidn entre los valores porcentuales linfocitarios en 159 animales
PRE (*: significativo a p< 0,05).



5.-DISCUSION

En la presente investigacion se han evaluado los valores basales hematoldgicos y
las poblaciones linfocitarias en 159 animales PRE. A lo largo de la discusién se
compararan los datos obtenidos con los presentados en la literatura para diversas razas
equinas. Asimismo, se valorard la influencia de la edad y el sexo sobre dichos
parametros, proponiéndose hipétesis para explicar los resultados obtenidos e igualmente,
se subrayara la importancia clinica derivada de los cambios analiticos asociados a los

factores anteriormente descritos.

5.1.-VALORES HEMATOLOGICOS DE REFERENCIA EN EL CABALLO PRE

Este trabajo de investigacion representa el primer estudio laboratorial sanguineo
llevado a cabo en caballos PRE para definir valores hematoldgicos de referencia,
considerando de forma concreta la edad y el sexo de cada uno de los animales. El hecho
de disponer de valores de referencia ajustados para una raza concreta en funcién de la
edad y el sexo aporta una informacion extremadamente interesante al clinico de équidos,
ya que se ha mostrado que la variabilidad de los parametros hematolégicos se reduce
sustancialmente, cuando se dispone de un rango de referencia estrecho al considerar de
forma independiente determinados factores como raza, edad y sexo (Rose y Hodgson,
1994). Ademads, dichos resultados podrian servir para establecer un diagnostico
hematolégico correcto, precisar las posibles repercusiones sistémicas de una

enfermedad, asi como valorar el prondstico y la respuesta al tratamiento.

5.1.1.-VALORES DE REFERENCIA DEL ERITROGRAMA, NUMERO DE PLAQUETAS
Y CONCENTRACION DE PROTEINAS PLASMATICAS TOTALES EN EL CABALLO
PRE: INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL SEXO

5.1.1.1.-ERITROCITOS

El nimero medio de eritrocitos en la totalidad de la poblaciéon y en cada uno de los
grupos de edad y sexo quedd comprendido dentro del intervalo de referencia determinado
por diversos autores para équidos adultos sanos (Eikmeier, 1982; Tyler y cols., 1987;
Blood y Radostic, 1989; Latimer y Rakich, 1992; Lassen y Swardson, 1995; Messer, 1995;
Kramer, 2000) y fue ligeramente superior al presentado en caballos Lipizianos (Cebulj-
Kadunc y cols., 2002). Cabe destacar que el nimero medio de eritrocitos en sangre en



caballos PRE con edades comprendidas entre 4 y 15 afios y en caballos Lusitanos,
fueron muy similares a los obtenidos en la presente investigacién (Rubio y cols., 1994, a,
b; 1995; Escribano y cols., 1995, c; Gouveia, 2003). Los investigadores citados analizaron
diversas poblaciones de caballos PRE, de sexo macho y en el caso de Rubio y cols.
(1994, a, b; 1995) y Escribano y cols. (1995, c), pertenecientes a distinta region
geografica que los animales introducidos en la presente investigacion. Estos resultados
podrian indicar la escasa influencia del sexo sobre los parametros hematoldgicos
considerados y el caracter homogéneo de la Raza Espafola.

La accion limitada del sexo sobre el numero de glébulos rojos circulantes, en
principio, parece conflictiva. Se ha demostrado que los machos, debido a la influencia de
los andrégenos, concretamente de la testosterona, poseen un volumen sanguineo total
superior (Persson, 1967; 1983; 1997). No obstante, no existe una correlaciéon directa
entre el nimero total de hematies y el niumero circulante, debido a la importancia
cuantitativa del reservorio esplénico en el rendimiento deportivo, similar en ambos sexos,
debido al mecanismo compensatorio de las hembras y de los machos castrados, creando
una circulacién hipocinética, con una mayor extraccion de oxigeno por parte del musculo
(Persson y Ullberg, 1974). Por otro lado, Ponce y cols. (1979) trabajando con caballos PSI
mostraron que no habia diferencias en el numero de eritrocitos con el sexo, aunque al
comparar la eritrocitemia en reposo y después de la carrera, los valores eran superiores
en hembras que en machos, debido a la mayor capacidad de almacenamiento de
eritrocitos por parte del bazo. Un segundo punto a considerar seria la diferencia de estrés
inducido por la venipuncion en los dos sexos. De forma genérica, los jinetes consideran
que los machos enteros y las hembras en diversos momentos de su ciclo reproductor,
concretamente durante el estro, manifiestan un comportamiento mas excitable. En
conocimiento de los autores, no existe ninguna investigacion que analice la posible
existencia de diferencias en la activacién del eje simpatico-adrenal en los dos sexos

durante las extracciones sanguineas.

Sin embargo, algunas investigaciones realizadas en caballos de diversas razas
han documentado datos medios de hematies superiores a los de la presente
investigacion, como PSI, Arabe, Criollo, Standardbred (Rose y cols., 1983; Jain, 1993;
Lassen y Swardson, 1995; Car, 2000; Lacerda y cols., 2006) y yeguas PRE de Estirpe
Cartujana (Satué, 2004). La variedad racial a la que pertenece el animal tiene un peso
especifico notable en la génesis de las modificaciones eritrocitarias. Dicha variedad viene
fundamentalmente recogida en dos grandes grupos de razas, de sangre caliente (hot-
blooded) y de sangre fria (cold-blooded). La variedad de sangre caliente comprende a la



mayor parte de los caballos de deporte, como PSI, Arabes, Angloarabes, Appaloosas,
Cuartos de Milla, trotones Standardbred. La variedad de sangre fria recoge a las razas
pesadas, como Percherén, Clysdesdale y las razas de ponies (McLeod y Ponder, 1946;
Coles, 1974; Parry y Brobst, 1997; Satué, 2004; Cuenca y Pastor, 2006). Se estima que
el numero de eritrocitos, la concentracién de hemoglobina y el valor hematécrito son
mayores en el conjunto de razas de sangre caliente en comparacion con las de sangre
fria (Morris, 2000). No esta claramente definido en qué variedad se encuadra el caballo
PRE, aunque existe un estudio que establece mayor proximidad de los parametros
eritrocitarios a la variedad de sangre fria, por tratarse de una raza con temperamento
linfatico (Satué, 2004).

Aunque el analisis estadistico no mostré variaciones en funcion del sexo, se han
observado modificaciones significativas asociadas a la edad en la mayoria de los
parametros analizados. Asi, la edad indujo una reduccién significativa del numero de
eritrocitos circulantes en los équidos de la presente investigacion. En general, se acepta
que los animales de edad avanzada se caracterizan por tener una masa eritrocitaria
relativa inferior a la de los animales mas jovenes, como se ha demostrado en la raza
Lipiziana (Cebulj-Kadunc y cols., 2002), si bien otro estudio realizado por McFarlane y
cols. (1998) ha mostrado una tendencia hacia el descenso en este parametro, sin lograr
la significacion estadistica. Esta dindmica eritrocitaria con la edad se ha observado en
seres humanos (Williams, 1980; Kubota y cols., 1991; Takubo y Tatsumi, 2000; Martin y
cols., 2001) y otras especies animales, como vacuno (Pereira y cols., 1987; Monke y
cols., 1998), ovino (Ramos y cols., 1992), gatos (Nakai y cols., 1992), perros (Mosier,
1989; Harper y cols., 2003) y asnos (Zinkl y cols., 1990). Allen y Archer (1976)
propusieron que la disminucién del recuento de eritrocitos con la edad se acompana de
un incremento en la concentracién de hemoglobina y un aumento compensatorio del

tamano eritrocitario.

Sin embargo, a pesar de esta tendencia decreciente de la eritrocitemia, se observo
un incremento del nuimero de eritrocitos en el grupo de animales con edades
comprendidas entre 2 y 3 afos. Ademas, estas mismas modificaciones se mantuvieron
cuando se consider6 el sexo de los animales, haciéndose mas manifiestas en machos
que en hembras. Dicha dindmica eritrocitaria también habia sido descrita previamente en
un estudio realizado en animales de sangre caliente (Schalm y cols., 1975). Sin embargo,
en caballos Lipizianos no se evidencié este tipo de comportamiento, existiendo una
disminucién constante del nimero de hematies en animales desde 1 a 3 afos de edad,

estabilizandose posteriormente (Cebulj-Kadunc y cols., 2002).



Una de las posibles causas que podrian originar este aumento del nUmero de
eritrocitos en los animales del grupo de edad B podria ser el grado de excitacion y estrés
durante la extraccion de la muestra (Rose y Hodgson, 1994). Se conoce que la excitacién
del animal conlleva a la elevacion del nimero de glébulos rojos circulantes, de la
concentracion de hemoglobina y del valor hematocrito como consecuencia de la
esplenocontraccion, inducida por la liberacion de adrenalina y noradrenalina (Gohary y
Bickhartdt, 1979; Kurosawa y cols., 1998; Nagata y cols. 1999). El principal factor
limitante del estrés fisiolégico inducido en estos animales es el tiempo necesario para la
coleccion de sangre. Esta demostrado que una venipunciéon de duracién superior a 30
segundos altera significativamente el hemograma (Persson, 1967; Nagata y cols., 1999).
El mayor nivel de estrés en este grupo de animales podria deberse al escaso contacto
mantenido con el hombre en las explotaciones en las que se llevo a cabo este estudio de
investigacion, como previamente mostraron Plotka y cols. (1988) en équidos salvajes.

El descenso del nimero de hematies a partir de los 3 afos de edad confirmd los
resultados descritos previamente en diversas razas equinas, como Lipiziana (Cebulj-
Kadunc y cols., 2002), PRE de Estirpe Cartujana (Satué, 2004), équidos salvajes (Ralston
y cols., 1988) y otras razas (Schalm y cols., 1975; McFarlane y cols., 1998). Esta misma
evolucion de los parametros eritrocitarios se ha observado en seres humanos (Williams
1980; Kubota y cols., 1991, Takubo y Tatsumi, 2000; Martin y cols., 2001) y diversas
especies domésticas, como asnos (Zinkl y cols., 1990), canidos (Harper y cols., 2003),
félidos (Nakai y cols., 1992), bévidos (Monke y cols., 1998) y 6vidos (Ramos y cols.,
1992). No obstante, hay que citar que no todos los investigadores estan de acuerdo con
estas observaciones anteriores. De hecho, Uchiyama y cols. (1985) describieron un
aumento del numero de hematies, de la concentracién de hemoglobina y del valor
hematécrito con la edad en el perro, mientras que Lowseth y cols. (1990) mostraron que

la edad no era un factor condicionante del eritrograma en esta misma especie.

5.1.1.2.-CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA

La concentracion de hemoglobina media en los animales de la presente
investigacion quedd comprendida dentro del rango de referencia establecido para équidos
adultos sanos de diversas razas (Tyler y cols., 1987; Blood y Radostic, 1989; Latimer y
Rakich 1992; Lassen y Swardson, 1995; Messer, 1995; Kramer, 2000), fue similar a la
descrita en PSI (Rose y Hodgson, 1994), trotén Standardbred (Harvey y cols., 1984; Jain,
1986), Criollo (Lacerda y cols., 2006), Cuarto de Milla (Kastner y cols., 1999), Apaloosa



(Harvey y cols., 1984), PRE (Riber y cols., 1995; Rubio y cols., 1995) y Arabe (Knill y
cols., 1969; Schalm y cols., 1975). Si bien, se han presentado valores medios inferiores
en équidos de sangre fria, como percherones (Coles, 1974; Jain, 1986; 1993) y yeguas
PRE de Estirpe Cartujana (Satué, 2004).

En comparacién con los datos medios aportados previamente para el caballo PRE,
los animales de la presente investigacién se caracterizaron por valores medios de
hemoglobina inferiores a los mostrados para machos de la misma raza (Rubio, M.D.
Comunicacion personal). Una explicacion razonable para esta divergencia de resultados
podria ser el efecto del ejercicio programado. Los animales analizados por Rubio, M.D.
(Comunicacion personal) eran machos sometidos a un programa de entrenamiento. Se
sabe que la actividad fisica que desempefa el caballo PRE condiciona una mejoria de su
capacidad aerobia (Aglera y cols., 1994; Escribano y cols., 1995, b; Mufioz y cols., 1999).
Quizas esta adaptacion al entrenamiento haya condicionado, en cierto grado, una
concentracion mayor de hemoglobina en estos animales, en comparacién con los équidos
de la presente investigacion. El hecho de disponer de una cantidad superior de
hemoglobina podria ser beneficioso para el rendimiento fisico, al acompanarse de una
potenciacién en el transporte de oxigeno (Persson, 1983; Mufioz y cols., 1999).

La dinamica que experimentd la concentracion de hemoglobina con la edad fue
similar a la del numero de eritrocitos, aunque en este caso no se alcanzé la significacion
estadistica. Esta misma tendencia también fue descrita previamente en animales de

sangre caliente (Schalmy cols., 1975).

Se han observado variaciones significativas en la concentracion de hemoglobina
en funcién del sexo, describiéndose niveles superiores en machos que en hembras. Esta
diferencia estuvo presente en todos los grupos de edad, si bien sélo fue significativa en
los animales con edades comprendidas entre 4 y 7 anos. En la literatura existen
descripciones aparentemente contradictorias respecto a la influencia del sexo en la
concentracion de hemoglobina. Asi, mientras que unos autores observaron en caballos
PSl y Cuartos de Milla que el numero de eritrocitos, la concentracién de hemoglobina y el
valor hematocrito eran superiores en hembras que en machos (Schalm, 1964; Schalm y
cols., 1975; Gill y Rastawicka, 1986), otros autores en équidos de raza Lipiziana y
trotones Standardbred, estimaron valores medios superiores en machos (Persson y
Ullberg, 1974; Cebulj-Kadunc y cols., 2002). Estos ultimos investigadores asociaron este
aumento de la concentracion de hemoglobina en machos a la accién de los andrégenos
sobre la eritropoyesis.



5.1.1.3.-VALOR HEMATOCRITO

El valor hematocrito medio para la totalidad de la poblacién de animales PRE
analizada también estuvo comprendido dentro de los valores de referencia establecidos
para équidos adultos sanos (Tyler y cols., 1987; Blood y Radostic, 1989; Latimer y
Rakich, 1992; Lassen y Swardson, 1995; Messer, 1995; Kramer, 2000; Satué, 2004),
aunque fue inferior a los datos presentados en caballos PSI (Irvine, 1958; Mason y Kwok,
1977; Revington, 1983), trotones Standardbred, Cuartos de Milla, Criollo, Apaloosa,
Arabe (Knill y cols., 1969; Coles, 1974; Schalm y Carlson, 1982; Jain, 1993; Lacerda y
cols., 2006) y PRE (Rubio y cols., 1994, a, b; 1995; Escribano y cols., 1995, b y c). Cabe
destacar que los datos presentados por Rubio y cols. (1994, a, b; 1995) y Escribano y
cols. (1995, b, c) procedian en su mayoria de animales de sexo macho en respuesta a un
ejercicio programado o durante un entrenamiento. Se conoce que el acondicionamiento
deportivo conlleva al aumento de los valores basales del nimero de glébulos rojos, de la
concentracion de hemoglobina y del valor hematécrito (Stewart y cols., 1970; Stewart y
Steel, 1974; Marbach, 1978). Por el contrario, se han descrito niveles inferiores en
équidos PRE (Riber y cols., 1995), si bien, este ultimo estudio fue realizado con un
nuamero reducido de animales y con una media de edad ligeramente superior a la de los

animales incluidos en el presente estudio.

No se han observado diferencias significativas del valor hematocrito asociadas a la
edad, aunque la evolucion de dicho parametro es similar a la que experimentd el numero
de eritrocitos y la concentracibn de hemoglobina. EI comportamiento de ambos
parametros podria deberse a que el aumento del VCM habria atenuado el descenso del
nuamero de glébulos rojos entre los animales de mayor edad y los animales mas jovenes,
como fue mostrado previamente por Schalm y cols. (1975) en animales de sangre
caliente. Estos investigadores presentaron valores superiores de valor hematocrito en
animales de dos anos de edad, aunque otros autores, en caballos Lipizanos observaron
niveles maximos en équidos mayores de cuatro afnos (Cebulj-Kadunc y cols., 2002).

Aunque en el presente estudio de investigacién no se han mostrado diferencias
significativas en funcion del sexo en el numero de glébulos rojos y el valor hematocrito, al
igual que ha sido observado en caballos Lipizianos (Cebulj-Kadunc y cols., 2002), en
otras razas equinas se han documentado valores significativamente superiores en

machos que en hembras (Schalm y cols., 1975).

Tanto el numero de glébulos rojos, como en la concentracion de hemoglobina y el

valor hematocrito alcanzaron su valor maximo en los animales con edades comprendidas



entre 2 y 3 anos. Se conoce que estos parametros se elevan en respuesta al estrés,
como sucede en el manejo en el momento de la venipuncién (Carlson, 1987; Plotka y
cols., 1988). Por este motivo, el incremento del valor hematocrito en este grupo de edad
podria asociarse al estrés de la misma forma que se ha discutido en el apartado
correspondiente al numero de glébulos rojos. De forma general, en las yeguadas de PRE
los équidos no comienzan la doma hasta los tres afos y medio de edad,
aproximadamente, por lo que cabria suponer que los animales de 1 a2 afiosy de 2 a 3
afnos habrian estado menos sometidos a la influencia de la mano del hombre, y en
consecuencia, podrian ser mas facilmente estresables que otros. De esta forma, los
valores obtenidos para este parametro en los animales mayores de 4 anos podria ser
debido a la adaptacion a la aproximacion y manejo por el ser humano tras iniciar el
proceso de doma, con un menor grado de esplenocontracciébn en respuesta a la
venipuncion, asi como al aumento leve del volumen plasmatico dando lugar a un cierto
grado de hemodilucién (McKeever y cols., 2002). Cabe destacar que los animales
incluidos en la presente investigacién procedian de ganaderias selectas en las que se
realizaban controles parasitolégicos e infecciosos reglados, por lo que en todos los casos,
se descart6 la existencia de signos clinicos o hallazgos hematol6gicos compatibles con
anemia durante el periodo de tiempo en el que se llevé a cabo la investigacion.

5.1.1.4.-VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO

El VCM en la poblacion de animales de la presente investigacion present6 valores
medios inferiores a los descritos para caballos PSI (Irvine, 1958; Revington, 1983, Rose y
Hodgson, 1994) y Lipizianos (Cebulj-Kadunc y cols., 2002), superiores a los datos
obtenidos en PSI (Mason y Kwok, 1977; Schalm y cols., 1975; Lassen y Swardson, 1995),
trotones Standardbred (Harvey y Hambright, 1985; Jain, 1986), Cuarto de Milla (Kastner y
cols., 1999) y Apaloosa (Harvey y Hambright, 1985) y similares a los mostrados en
animales PRE (Aglera y cols., 1994; Rubio y cols 1994, a, b; 1995; Escribano, 1994;
Escribano y cols., 1995, a; Plaschka y cols., 1996; Mufioz 1997; Manso y cols., 1998;
Satué, 2004). Es interesante destacar que a pesar de las diferencias existentes entre
autores en relacién al numero de eritrocitos y al valor hematocrito en el caballo PRE,
estas divergencias no se hicieron patentes a la hora de evaluar este parametro. Por otro
lado, en caballos Arabes y PRE se ha observado una ligera disminucién del VCM durante
el ejercicio (Rubio y cols., 1995).



Desde el punto de vista clinico existen dos importantes factores a considerar en la
interpretacion de este indice: la liberacion de hematies tras la esplenocontraccion y la
salida a circulacién periférica de células jovenes en respuesta a una situacion de anemia
regenerativa (Carlson, 1987; Car, 2000). De hecho, en respuesta al incremento de las
concentraciones circulantes de las hormonas simpéticas, la poblacion de hematies

microciticos se incrementa (Persson, 1967; 1997).

En relacién al segundo factor, resulta oportuno especificar que, en ninguna de las
muestras sanguineas analizadas, se encontraron caracteristicas laboratoriales
compatibles con anemia. No obstante, se conoce que en los équidos, la salida de células
rojas inmaduras a la circulacion periférica no es un proceso comun en situaciones de
anemia regenerativa (Schalm y Carlson, 1982). Pese a estas aseveraciones, algunos
autores consideran que el aumento de VCM refleja la naturaleza regenerativa del proceso
subyacente, bien fisiol6gico, bien patoldgico (Morris, 1998).

Respecto a la evolucion del VCM con la edad, se ha observado una tendencia
hacia el incremento desde el primer al tercer afio de edad, aunque el aumento
significativo se produce exclusivamente en los animales mayores de 4 afos. Esta misma
dinamica también se habia observado en otros estudios de investigacion realizados en
animales de sangre caliente (Tyler y cols., 1987; Rose y Hodgson, 1994; Lassen y
Swardson, 1995). El incremento del tamano de los glébulos rojos parece ser un hallazgo
constante asociado a la edad en équidos (Ralston y cols., 1988; MacFarlane y cols.,
1998; Cebulj-Kadunc y cols., 2002). Este hecho también se ha descrito en el hombre
(Araki y Rifkind, 1980) y otras especies animales como, bévidos (Pereira y cols., 1987) y
ovidos (Ramos y cols., 1992).

El incremento del VCM podria reflejar cambios en la maduracién celular del
eritrocito. En personas, el aumento del VCM en individuos de edad avanzada se ha
asociado a un déficit de Vitamina By, y de acido félico (Stott y cols., 1997). De forma
genérica, los équidos no suelen ser deficitarios en vitamina Bi, y acido félico. La unica
fuente natural de vitamina B, es la sintesis bacteriana a nivel del tracto digestivo. Se ha
especulado que el mayor VCM observado en équidos geriatricos podria ser consecuencia
de una capacidad digestiva mas limitada que los animales jovenes, restringiendo su
potencial de absorcién y produccion de ciertos nutrientes (MacFarlane y cols., 1998).
Algunos investigadores consideran que el aumento del VCM refleja la naturaleza
regenerativa de un proceso subyacente, bien fisiolégico o patolégico (Morris, 1998). Sin
embargo, a pesar de que en el presente estudio no existen animales que puedan
considerarse geriatricos, se ha observado la misma tendencia en todos los grupos de



edad, por lo que posiblemente existan otras razones aun desconocidas que puedan
explicar este hecho.

5.1.1.5.-HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA

Los valores medios obtenidos para el indice HCM en los animales de la presente
investigacion fueron superiores a los descritos previamente en la literatura para caballos
PSI (Rose y Hodgson, 1994), Arabes (Knill y cols., 1969), caballos trotones Standardbred
(Harvey y Hambright, 1985; Jain, 1986), Cuarto de Milla (Kastner y cols., 1999) y
Apaloosa (Harvey y Hambright, 1985), similares a los mostrados en otros estudios
realizados en caballos PRE (Aguera y cols., 1994; Escribano, 1994; Rubio y cols., 1994,
a, b; 1995; Escribano y cols., 1995, c) e inferiores a los obtenidos en yeguas PRE de
Estirpe Cartujana (Satué, 2004). Posiblemente, las razas equinas de deporte posean
mayor concentracion de hemoglobina, hecho que habria condicionado valores mas
elevados de HCM.

Resulta factible preguntarse si el valor mayor de HCM para estas razas equinas,
en comparacién con los équidos de la presente investigacion derivaria de la intensidad de
la esplenocontraccién asociada a la venipuncion, ya que segun Persson (1967), el
aumento en las concentraciones circulantes de catecolaminas induce la liberacion de
eritrocitos hipercromicos desde el bazo. No obstante, la caracteristica de hipercromia
posiblemente represente la respuesta al incremento de hematies microciticos. Esta
hipbtesis, sin embargo, no pudo ser aceptada ni refutada en la presente investigacién, ya
qgue no se ha podido determinar la importancia cuantitativa de la activacién del eje
simpatico-adrenal.

Aunque el sexo no ejercié influencia sobre este pardmetro, la edad indujo
modificaciones similares al VCM en el colectivo animal analizado. Este hecho habia sido
mostrado previamente en équidos (Satué, 2004), y segun el analisis de correlacion,
probablemente refleje el mayor tamafno de los hematies y no una elevacion verdadera de
este indice.

5.1.1.6.-CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA

El valor medio de CHCM fue similar al obtenido en la mayoria de los estudios de
investigacion realizados en diversas razas equinas (Schalm, 1964, Revington, 1983; Jain,



1993; Rose y Hodgson, 1994; Eades y Bounous, 1997) y superior al descrito yeguas PRE
de Estirpe Cartujana (Satué, 2004). Segun mostr6é el andlisis de correlacion, no se ha
podido precisar si el condicionante de las variaciones en este indice eritrocitario fue la
concentracion de hemoglobina o el valor hematdcrito. Este parametro no se modificd

cuando se consideraron el sexo y la edad de los animales.

Cabe destacar que existen diversos factores que condicionan el eritrograma en
équidos, como la raza, sexo, edad, estado fisiologico, alimentacién, momento de
extraccion de las muestras, aptitud, temperamento.... (Archer y Jeffcott, 1977; Snow vy
cols., 1983; Jain, 1993; Rose y Hodgson, 1994; Car, 2000). La influencia de algunos de
estos factores ha sido minimizada en la presente investigacion, ya que todos los animales
fueron sometidos al mismo régimen de manejo y alimentacion y la obtencién de las
muestras de sangre se llevd a cabo con la misma pauta temporal. La homogeneizacion
de las condiciones de toma de muestra y manejo de las extracciones sanguineas
ocasiond una disminucion de las desviaciones estandar y por tanto, la obtencién de
resultados mas precisos y fiables dentro de cada uno de los grupos, aunque no deben

obviarse las diferencias interindividuales.

5.1.1.7.-PLAQUETAS

El rango de referencia para el numero de plaquetas segun este estudio de
investigacién fue de 71.000 a 330.000/mm?®, ligeramente inferior a los presentados por
otros autores, como Sellon (1998) y Mandell (2000) y superior a los mostrados por
Lumsden y cols. (1980), Schalm y Carlson (1982), Jain (1986, 1993), Messer (1995),
Eades y Bounous (1997) y Satué (2004).

Cabe destacar, que la metodologia empleada para la determinacion de este ultimo
parametro, unida a la tendencia a la agregacion plaquetaria inducida al utilizar EDTA para
llevar a cabo el analisis en contador semiautomatico podria haber ocasionado la elevada
desviacién estandar de los resultados obtenidos (Pastor y cols., 1998; Satué, 2004).

En la presente investigacion se observd que los équidos mas jévenes presentaron
un numero periférico de trombocitos superior a los animales de mayor edad. Estos
resultados coincidieron con los expuestos por McFarlane y cols. (1998) y Satué (2004).
Estos investigadores describieron una tendencia a la trombocitopenia relativa en caballos
viejos, sin alcanzar diferencias significativas con los animales mas jovenes. En general, el

efecto de la edad sobre el plaquetocrito no esta claro, existiendo opiniones contradictorias



en este sentido. Asi, mientras que Jain (1993), Ralston y cols. (1988) y Zinkl y cols.
(1990) observaron una reduccion del nimero de plaquetas, Takubo y Tatsumi (2000) en
un estudio llevado a cabo en personas, no apreciaron modificaciones significativas de
este parametro asociadas a la edad. A diferencia de la edad, el numero de plaguetas no

mostro variaciones asociadas al sexo.

5.1.1.7.-PROTEINAS PLASMATICAS TOTALES

Las proteinas plasmaticas totales de los équidos PRE estuvieron comprendidas
dentro de los limites fisiologicos aceptados para équidos adultos sanos (Lumsden y cols.,
1980; Schalm y Carlson, 1992; Jain, 1993; Rose y Hodgson, 1994; Lassen y Swardson,
1995, Messer, 1995, Eades y Bounous, 1997; Satué, 2004; Lacerda y cols., 2006). El
control de la evolucion de este parametro es importante en una yeguada donde existen
animales en diferentes edades sometidos a distintos programas de entrenamiento y
ejercicio, con necesidades energéticas variadas, que deben ser suplidas por la dieta.
Segun se deriva de los datos hallados en este trabajo, se podria afirmar que el aporte
alimenticio a los animales a lo largo del periodo de toma de muestras fue correcto.

Se ha descrito que las proteinas plasmaticas totales permanecen relativamente
estables durante toda la vida del animal hasta la senectud, momento en el que se
produce un descenso significativo (Tumbleson y cols., 1972; Kaneko, 1997; Siciliano,
2002). Esta observacion previa confirma los resultados de la presente investigacion.
Parece ser que la proteinemia en el colectivo animal analizado no se ve influenciada por
la edad ni el sexo. Sin embargo, en esta misma especie McFarlane y cols. (1998) y Satué
(2004), mostraron un ligero incremento de la concentracion media de proteinas
plasmaticas totales con el avance de la edad, aunque en el estudio de McFarlane y cols.
(1998) no se alcanzo la significacion estadistica. Satué (2004) en yeguas PRE de Estirpe
Cartujana manifesté que la reducida desviacion estandar mostrada por este parametro,
permitié que variaciones muy pequenas de las concentraciones de proteinas plasmaticas
fuesen estadisticamente significativas.

En el presente estudio parece ser que la edad no es un factor asociado a
hipoproteinemia, como se ha descrito en caballos geridtricos (Siciliano, 2002). Este
estado de hipoproteinemia en animales de edad avanzada se debe a problemas dentales
y digestivos en general, que reducen la capacidad de absorcién proteica. En segundo
lugar, el correcto manejo de los efectivos equinos de las yeguadas analizadas, con
control dental y nutricional, habria minimizado la influencia de la edad sobre la



proteinemia. Finalmente, se debe tener en cuenta que los animales permanecian sueltos
en la pradera gran parte del dia, de modo que el ejercicio fisico habria promovido un
mejor estado corporal, restringiendo la accion del sedentarismo sobre el catabolismo
proteico.

Sin embargo, a pesar de estas afirmaciones previas no se puede descartar que la
edad haya afectado a las diversas fracciones proteicas, no determinadas en la presente
investigacion. Se analizaron las proteinas plasmaticas totales, y no la albumina, globulina
y fibrinbgeno de forma individualizada. En opiniéon de los autores, la cuantificacion del
fibrinbgeno plasmatico podria aportar datos importantes al conocimiento de la evolucion
de la proteinemia con la edad, ya que un porcentaje elevado de animales de edad media
a avanzada suelen presentar patologias crénicas subclinicas, que se manifestarian con

una tendencia hacia la hiperfibrinogenemia.

5.1.2.-VALORES DE REFERENCIA DEL LEUCOGRAMA EN EL CABALLO PRE:
INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL SEXO

5.1.2.1.-LEUCOCITOS

El nimero de leucocitos totales en los animales de la presente investigacion
quedd comprendido dentro del rango de referencia estimado para équidos adultos (Tyler
y cols., 1987; Blood y Radostic, 1989; Latimer y Rakich, 1992; Lassen y Swardson, 1995;
Messer, 1995; Kramer, 2000; Gavazza y cols., 2002; Lacerda y cols., 2006). Se debe
especificar que no se hallé ninguna modificacién cualitativa a resefiar en las extensiones

sanguineas.

No obstante, en caballos PRE (Escribano, 1994; Escribano y cols., 1995, b; Rubio
y cols., 1995) y otras razas equinas, como PSI (Mason y Kwok, 1977; Rose y Hodgson,
1994), Arabe (Knill y cols., 1969), Standardbred (Lumsden y cols., 1980), Lipizianos
(Cebulj-Kadunc y cols., 2002) y caballos de razas ligeras (Jain, 1986; Carlson, 1990) se

han mostrado valores ligeramente inferiores a los de la presente investigacion.

Las diferencias entre los resultados en principio, no podrian ser debidas a la raza,
debido a la influencia limitada de la raza sobre el leucograma, describiéndose rangos de
referencia similares para caballos de razas ligeras y pesadas (Morris, 1990, b; Latimer y
Rakich, 1992; Lassen y Swardson, 1995; Messer, 1995; Eades y Bounous, 1997), si bien,



Schalm (1964) y Coles (1974) describieron un numero de leucocitos circulantes superior
en caballos PSI que en caballos de tiro.

En caballos sanos, se conoce que el numero total de leucocitos y la proporcion de
las diferentes poblaciones celulares estan condicionados por la edad y el sexo. Entre
ellos, la edad parece ser el factor que mas limita el leucograma en équidos (Schalm vy
cols., 1975; Lassen y Swardson, 1995; MacFarlane y cols., 2001; Cebulj-Kadunc y cols.,
2002). De hecho, en la presente investigacion, se ha observado un descenso significativo
del numero de gloébulos blancos con el avance de la edad. Estos resultados confirman los
resultados de la mayoria de investigaciones previas realizadas en humanos (Kubota y
cols., 1991), bévidos (Theilen y cols., 1967), félidos (Heaton y cols., 2002, a; Campbell y
cols., 2004) y céanidos (Faldyna y cols. 2001; Blount y cols., 2005). En équidos, esta
tendencia hacia la leucopenia se ha observado en PSI| (Lassen y Swardson, 1995),
Lipizianos (Cebulj-Kadunc y cols., 2002), yeguas PRE de Estirpe Cartujana (Satué, 2004)
y animales de otras razas (McFarlane y cols., 1998). Cabe destacar que el estudio
realizado por McFarlane y cols. (1998) evidencié una tendencia aunque no significativa
hacia el descenso del numero de leucocitos en caballos geriatricos. No obstante, Schalm
y cols. (1975) en équidos de sangre caliente de similares rangos de edad, mostraron
valores medios ligeramente superiores a los de la presente investigacién. Sin embargo,
en caballos criollos no se han descrito modificaciones leucocitarias asociadas a la edad
(Lacerday cols., 2006).

Hay que puntualizar que el descenso del numero de leucocitos con el avance de la
edad no condicion6 leucopenia, ya que en ningun caso se alcanzaron cifras por debajo de
los rangos fisiol6gicos establecidos para animales sanos, por lo que en opinién de los
autores, esta dinamica leucocitaria es exclusivamente dependiente de la edad en el
caballo. No obstante, los équidos durante la vida estan expuestos a muchas situaciones
que implican estrés. De hecho, muchos de estos animales viven en situaciones
estresantes a diario y gran parte de ellas, estan causadas por el hombre y se relacionan
con la rutina de entrenamiento, largas temporadas de competicion, cambios ambientales,
situaciones de calor o frio, transporte, dolor, determinadas patologias de origen virico y
otros procesos patolégicos, entre otras. Aunque los animales aprenden a adaptarse a
estas circunstancias, cualquier situacién estresante afecta de forma inmediata al sistema
endocrino del caballo, liberando epinefrina y norepinefrina a través del sistema nervioso
simpatico y en situaciones de estrés crénico, conduciendo a la liberacion de cortisol. La
exposicion crénica al estrés y la liberacion de cortisol estableciendo un impacto negativo

sobre los sistemas inmunologicos, digestivo, reproductor y cardiovascular.



Concretamente, a nivel inmunoldgico, el estrés cronico condiciona modificaciones en las
distintas proporciones de neutréfilos y linfocitos, por tratarse de una hormona inhibidora
de la proliferacion linfocitaria, conduciendo a una respuesta leucocitaria alterada. De esta
forma, la interpretacion de los resultados leucocitarios habrd que realizarla con cautela

cuando se considera de forma independiente la edad del animal.

A diferencia de la edad, el sexo no ejercié una influencia tan marcada sobre el
leucograma en el caballo PRE. Asi, aunque en el conjunto de la poblacion y en los grupos
de edad A, B y C, el nimero de leucocitos en hembras fue superior al de los machos, las
diferencias entre ellos no alcanzaron la significacion estadistica. Sin embargo, en los
animales mayores de 4 afnos, el nimero de leucocitos fue estadisticamente superior en
hembras que en machos. Otros estudios realizados en diversas razas equinas de sangre
caliente, han descrito valores superiores en machos que en hembras (Schalm y cols.,
1975; Lassen y Swardson, 1995; Cebulj-Kadunc y cols., 2002). Estas divergencias segun
Cebulj-Kadunc y cols. (2002) podrian sugerir una maduracion leucocitaria mas lenta en
hembras que en machos. A pesar de ello, otras investigaciones no han mostrado
diferencias en el leucograma en funcién del sexo (Lacerda y cols., 2006).

5.1.2.2.-LINFOCITOS

En referencia al recuento diferencial, los équidos de este estudio mostraron unos
valores medios de linfocitos superiores a los descritos en caballos PSI (Mason y Kwok,
1977; Rose y Hodson, 1994) y razas equinas de sangre caliente (Coles, 1974; Schalm y
Carlson, 1982; Jain, 1993), quedando en todos los casos comprendidos dentro del rango
de referencia para esta especie.

Estas diferencias en el numero de linfocitos, también habian sido descritas por
Satué (2004) en yeguas PRE de Estirpe Cartujana. Sin embargo, los valores medios
hematicos de los équidos de este ultimo estudio fueron inferiores a los presentados en
animales de sangre caliente, lo cual podria ser interpretado como una respuesta
simpatico-adrenal de magnitud inferior. Sin embargo, se acepta que la
esplenocontraccion se manifiesta con linfocitosis, ya que el bazo es un 6rgano esencial
en el almacenamiento de esta poblacién celular (Persson, 1967). Por tanto, la presencia
de valores superiores de linfocitos en caballos PRE parece controvertida.

Por otro lado, la extraccion matinal de las muestras sanguineas podria haber
favorecido la obtencién de un leucograma determinado por una tendencia hacia la



hipercortisolemia (Stull y Rodiek, 2000), que daria lugar a una linfopenia, circunstancia no
observada en los équidos de la presente investigacion.

Mientras que el andlisis estadistico no mostrd variaciones significativas en el
numero de linfocitos en funcion del sexo, la edad condicioné una disminucién de las
formas absolutas y porcentuales de este parametro, de forma similar a la descrita en el
numero de leucocitos totales. Estos mismos resultados se han mostrado en el hombre
(Globerson, 1995; Pawelec y cols., 1997) y diversas especies animales, como boévidos
(Pereira y cols., 1987; Monke y cols., 1998), félidos (Nakai y cols., 1992; Heaton y cols.,
2002, b), canidos (Greely y cols., 1996; Monke y cols., 1998; Heaton y cols., 2002, a;
Harper y cols., 2003) y équidos (Allen y Powell, 1983; Kramer, 2000; Cebulj-Kadunc y
cols., 2002, Satué, 2004). En la especie canina, concretamente, se ha apreciado la
influencia del factor racial en la magnitud de la disminucién de linfocitos con la edad
(Lowseth y cols., 1990). En personas, la tendencia hacia la linfopenia se debe tanto a la
reduccién del nimero de linfocitos B, como a la de linfocitos T CD4" y CD8" (Sansoni y
cols., 1993). Parece ser que la respuesta linfopénica al envejecimiento se debe a la
disminucion de la funcion mitética y de los niveles de algunas citoquinas, como la IL 2
(Negoro, 1992; Globerson, 1995; Pawelec y cols., 1997).

El descenso de linfocitos circulantes podria tener importantes implicaciones
clinicas en équidos de edad superior a los 7 aflos como previamente habia considerado
Satué (2004). En primer lugar, podria presentar un dilema diagnéstico frente a
determinadas patologias viricas, en la que se aprecia una linfopenia durante los primeros
dias de la infecciéon (Mason y cols., 1989, 1990). En segundo lugar, se ha descrito que la
mayoria de los équidos de edad media avanzada muestran infecciones latentes por
herpesvirus (Fermaglich y Horohov, 2002), aunque en las yeguadas analizadas el control
inmunologico e infeccioso era estricto. Tomando en consideracion estas premisas
importantes, cabria preguntarse si este tipo de respuesta inmunoldgica condicionaria la
respuesta vacunal y la funcionalidad de los mecanismos inmunolégicos. En opinién de los
autores, seria dificil valorar la eficacia de la utilizacion de vacunas vivas atenuadas en

animales a partir de los 7 afos de edad.

5.1.2.3.-NEUTROFILOS

El nimero de neutréfilos en los équidos PRE de la presente investigacion, también
qued6 comprendido dentro del rango de referencia para équidos adultos sanos (Jeffcott,
1977; Tyler y cols., 1987; Morris y Large, 1990, b; Lassen y Swardson, 1995; Messer,



1995; Eades y Bounous, 1997; Kramer, 2000; Cebulj-Kadunc y cols., 2002), y fue
ligeramente inferior al obtenido en yeguas PRE de Estirpe Cartujana (Satué, 2004) y en
potros PRE (Escribano y cols., 1995, a). No se ha podido dilucidar si estas diferencias
indican una caracteristica propia de la raza, representan una respuesta neuroendocrina a
la venipuncion o bien son debidas al estado fisiolégico, ya que los animales utilizados en
la investigacion de Satué (2004) correspondian a yeguas gestantes, si bien en este ultimo
grupo de animales la gestacion ocasion6 descensos significativos en las formas absolutas
y porcentuales de neutrdfilos totales

Los valores medios de las formas inmaduras neutrofilicas y neutréfilos
segmentados, expresados tanto de forma absoluta como porcentual, quedaron
comprendidos dentro del rango de referencia para équidos adultos sanos (Latimer y
Rakich, 1992; Lassen y Swardson, 1995; Messer, 1995; Eades y Bounous, 1997). La
edad y el sexo no parecen afectar de forma significativa al numero de neutréfilos en
banda, a pesar de la supuesta intervencion estrogénica. En otras especies animales,, se
ha confirmado que el hiperestrogenismo estimula las unidades formadoras de colonias
neutrofilicas a nivel medular, condicionando una leucocitosis neutrofilica (Gaunt y Pierce,
1986). Los resultados hallados en la presente investigacion parecen confirmar que el
principal factor determinante de la variacion en la cuantificacién de las formas
neutrofilicas inmaduras en sangre periférica seria la demanda incrementada asociada a

estados patologicos subclinicos.

La disminucién de las formas absolutas de neutréfilos totales en los équidos de la
presente investigacién fue un hallazgo inesperado, ya que la edad condiciona un
incremento de la neutrofilia, como ha sido mostrado en animales de esta misma especie
(Harvey y cols., 1984; Zinkl y cols., 1990; Lassen y Swardson, 1995; Cebulj-Kadunc y
cols., 2002; Satué, 2004), si bien este comportamiento se produjo en las formas relativas
de este parametro. Esta aparente contradiccion es posiblemente debida a los diferentes
rangos de edad analizados por cada uno de los autores. Mientras que en la presente
investigacion no hay individuos que puedan considerarse geriatricos, en el resto de los
estudios se comparan animales adultos con individuos de edad superior a 15 anos.

Aunque entre los équidos de la presente investigacidon no se han considerado
animales con edades superiores a 7 anos, se conoce que el aumento relativo del numero
de neutrdéfilos en animales geriatricos se relaciona con la variacién de la concentracion
sanguinea de corticoides, debida a la tendencia al hipoadrenocorticismo en animales de
edad avanzada (Horohov y cols., 1999). No obstante, esta afirmacion resulta
controvertida, ya que los caballos de edad avanzada pueden presentar



hiperadrenocorticismo subclinico por el desarrollo de adenomas hipofisarios. Otra
justificacién razonable seria la exposicion mas prolongada a diversos agentes, infecciosos
o no a lo largo de la vida, que potencien de alguna forma la actuacion de este tipo celular
(Jain, 1993).

Al igual que los leucocitos, no se han mostrado diferencias significativas ni en el
nuamero, ni en el porcentaje de neutréfilos entre machos y hembras. Esta ausencia de
diferencias confirma los resultados de investigaciones previas realizadas en diversas
razas equinas (Latimer y Rakich, 1992; Lassen y Swardson, 1995; Eades y Bounous,
1997; Lacerda y cols., 2006). En otras especies animales se ha confirmado que el
hiperestrogenismo estimula las unidades formadoras de colonias neutrofilicas medulares,
lo cual condiciona una leucocitosis neutrofilica (Gaunt y Pierce, 1985).

Sin embargo, no todos los autores defienden esta idea. De hecho, determinados
estudios realizados en animales de experimentacion, afirman que los estrégenos
presentan un efecto regulador negativo a nivel medular sobre la serie blanca y una accion
supresora de la hematopoyesis en los huesos largos, induciendo neutropenia, linfopenia y
eosinopenia (Gaunt y Pierce, 1985; Medina y cols., 1993; Kincade y cols., 1994;
Masuzawa y cols., 1994; Medina y Kincade, 1994; Miyaura, 1997; Erben y cols., 1998;
Perry y cols., 2000). La adicion de estrégenos a sistemas in vivo o in vitro, tiene una
influencia supresora sobre el desarrollo de las células linfocitarias B, tras la actuacion de
los estrogenos sobre los receptores de dichas células (Masuzawa y cols., 1994; Smithson
y cols., 1995; Medina y cols., 2001).

5.1.2.4.-COCIENTE N/L

El cociente N/L en los équidos de la presente investigacion mostré una media
ligeramente superior a la descrita en yeguas PRE de Estirpe Cartujana (Satué, 2004) y
potros PRE de 4 anos de edad (Escribano, 1994). El mayor predominio neutrofilico en las
formas leucocitarias parece caracterizar mas a las razas de sangre fria que a las de
sangre caliente. Esta afirmacion se considera I6gica si se acepta la menor importancia de
la esplenocontraccion en el primer conjunto de razas, con la consiguiente disminucién en

la eliminacién de linfocitos hacia el torrente circulatorio.

Las diferencias en los linfocitos y neutréfilos halladas al comparar los tres grupos
de edad de los équidos de la presente investigacién se manifestaron en el cociente N/L,

que experimenté un incremento con la edad, aunque las diferencias sélo fueron



significativas entre los animales mas jovenes y los de mayor edad. Este tipo de respuesta
ha sido descrita ampliamente en la literatura, llegando a mostrar segun algunos autores
un valor de 2/1 en caballos geriatricos (Harvey y cols., 1984; Zinkl y cols., 1990; Jain,
1993; Lassen y Swardson, 1995).

5.1.2.5.-EOSINOFILOS, MONOCITOS Y BASOFILOS

Los valores medios de eosinéfilos en la presente investigacion fueron similares a
los obtenidos en la mayoria de estudios previos realizados en équidos (Schalm, 1964;
Jeffcott, 1977; Lumsden y cols., 1980, Jain, 1986; Lassen y Swardson, 1995; Messer
1995; Eades y Bounous, 1997; Cebulj-Kadunc y cols., 2002; Lacerda y cols., 2006). En la
yegua PRE de Estirpe Cartujana, Satué (2004) mostr6 valores superiores a los anteriores.
Segun esta ultima autora la justificacién probable a este hallazgo laboratorial podria ser
las suaves condiciones climaticas del Sur de Espana, lugar en el que se realizé el estudio
(Céadiz), que habria facilitado la supervivencia de parasitos en el pasto durante gran parte
del afo, el contacto permanente entre animales de diferentes edades, muchos de ellos
potros, con un estado inmunoldgico aun sin desarrollar completamente, y la salida de los
animales diariamente a la pradera, donde el control parasitario podria verse dificultado.

Al igual que ocurri6 para los eosindfilos, en los équidos de la presente
investigacion se evidenciaron valores medios de monocitos ligeramente superiores a los
descritos por la mayoria de autores referenciados, si bien comprendidos dentro de los
margenes fisiolégicos (Schalm, 1964; Jeffcott, 1977; Lumsden y cols., 1980, Jain, 1986;
Lassen y Swardson, 1995; Messer 1995; Eades y Bounous, 1997; Cebulj-Kadunc y cols.,
2002, Satué, 2004; Lacerda y cols., 2006). Los valores medios para la poblacién de
hembras del presente estudio fueron similares a los obtenidos por Satué (2004) en
hembras PRE de Estirpe Cartujana.

En relacion a los baséfilos, aunque se trata de la poblacién celular con menor
importancia clinica, los équidos de la presente investigacion presentaron unas medias
similares a las descritas en la literatura revisada (Jones, 1976; Masson y Kwok, 1977,
Rose y Hodgson, 1994; Messer, 1995; Lassen y swardson, 1995; Eades y Bounous,
1997; Satué, 2004).

El estudio comparativo de la influencia de la edad y el sexo sobre el numero de
eosinodfilos, monocitos y basoéfilos no mostrd variaciones significativas, al igual que
diversos autores (Jain, 1993; Lassen y Swardson, 1995; Cebulj-Kadunc y cols., 20083;
Lacerda y cols., 2006). Sin embargo, algunos investigadores han descrito un aumento



(Zinkl y cols., 1990; Satué, 2004), mientras que otros mostraron una disminucion del
numero de eosindfilos asociado a la edad (McFarlane y cols., 1998).

Como resumen de este capitulo, y en base a los resultados obtenidos, se puede
afirmar que los parametros hematolégicos en los équidos PRE se encuentran
comprendidos dentro de los limites de referencia establecidos para la especie equina. El
sexo ejerce una influencia limitada sobre la hematologia de esta poblacion equina,,
siendo la concentracién de hemoglobina superior en los machos y el nimero total de
leucocitos, en las hembras. La edad se caracterizd por la reducciéon en el nUmero de
eritrocitos circulantes, desarrollandose un mecanismo compensatorio con aumento de
VCM y HCM, disminucién del numero de leucocitos totales, nimero de plaquetas, de las
formas absolutas de linfocitos y neutréfilos totales, con aumento de las formas
porcentuales neutrofilicas y del cociente N/L, sin modificaciones de los neutréfilos en
banda, eosindfilos, monocitos y baséfilos y fluctuaciones de direccién variable de la
concentracion de proteinas plasmaticas totales.

5.2.-CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES Y SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS EN EL CABALLO PRE

La evaluacion de las distintas poblaciones linfocitarias, linfocitos T, linfocitos T
cooperadores y citotoxicos, linfocitos B y NK representa uno de los métodos més eficaces
para evaluar la integridad de la inmunidad celular en un individuo,, colaborando en la
caracterizaciébn de procesos patoldégicos como leucemias, linfomas, enfermedades
autoinmunes e infecciosas, inmunodeficiencias y otras patologias relacionadas con el

sistema inmunitario (Tarrant, 2005).

De forma genérica, existe controversia en lo referente al establecimiento de los
valores de referencia, los procedimientos para su obtencién y su aplicacién diagnéstica.
Como patrones normales, comunmente se utilizan valores en su mayoria determinados
en animales adultos que se caracterizan por tener una marcada variabilidad. Estudios
realizados en humanos (Tollerud y cols., 1989; 1991; Chng y cols., 2004; Jiang y cols.,
2004) y diversas especies animales, como, canidos (Faldyna y cols., 2001; Blount y cols.,
2005), félidos (Heaton y cols., 2002, a, b; Campbell y cols., 2004) y équidos (MacFarlane,
2001) han mostrado modificaciones importantes de los parametros linfocitarios cuando se
consideran de forma independiente la raza, la edad y el sexo.



En équidos, las aplicaciones del inmunofenotipado se han centrado por un lado,
en caracterizar las poblaciones de linfocitos B y T en determinadas patologias que cursan
con desequilibrios del sistema inmunitario (Deeg y cols., 2001; Flaminio y cols., 2002;
Castillo-Olivares y cols., 2003; Pellegrini-Massini y cols. 2005; Thomas y cols. 2005;
Kleiber y cols., 2005; Gardner y cols., 2006; De Brujin y cols., 2007; Lewis y cols., 2007;
Rendle y cols., 2007), evaluar el grado de susceptibilidad a determinadas bacterias, virus
y hongos (Flaminio y cols., 1999; Russell y cols., 1998; Fraser y cols., 2002; Chaffin y
cols., 2004) asi como analizar el estado inmunitario en la yegua durante el ciclo estral,
gestacion, anestro y periodo postparto (Da Costa y cols., 2003; Ferreira-Dias y cols.,
2005; Agricola y cols., 2008). Por otro lado, esta técnica ha permitido definir las
variaciones normales que se producen en las células inmunitarias durante el crecimiento
y desarrollo en potros, asi como valorar la respuesta linfocitaria tras la exposicién a
determinados antigenos ambientales (Flaminio y cols., 1998; 1999; 2000). En todos estos
casos, los resultados de dichas investigaciones se compararon con grupos control de
animales sanos con un amplio rango de edad sin especificar el sexo concreto de cada

uno de ellos.

Debido a la inexistencia de referencias bibliograficas en poblaciones equinas
sanas, y particularmente en el caballo PRE, surge la necesidad de identificar y definir
valores concretos en équidos en relacién a la edad y sexo. De esta forma, la recopilacién
de datos cuantitativos en un grupo de animales dentro de una condicién fisiolégica
concreta, dara consistencia a los resultados de la investigacién y podra servir como
parametros comparativos a otros estudios que utilicen la misma metodologia. Asimismo,
los resultados seran seguros y fidedignos, y tendran gran utilidad desde el punto de vista
clinico para el diagnostico, seguimiento y tratamiento de enfermedades relacionadas
directa o indirectamente con el sistema inmunitario, haciendo mas fiable y precisa la
interpretacion de los resultados. A pesar de ello, las diferentes técnicas empleadas para
determinar los numeros absolutos y relativos de las diversas subpoblaciones, las
diferencias en el procesamiento de las muestras, el uso de diversos reactivos y la
metodologia empleada en el analisis laboratorial, seran factores a tener en cuenta para la
interpretacion de los resultados.



5.2.1.-VALORES LINFOCITARIOS DE REFERENCIA EN EL CABALLO PRE:
INFLUENCIA DEL SEXO Y LA EDAD

5.2.1.1.-LINFOCITOS T

Los numeros absolutos de linfocitos T, linfocitos Th y linfocitos Tc en los équidos
de la presente investigacion mostraron valores medios inferiores a los presentados
previamente en équidos de raza Lusitana (Da Costa y cols., 2003; Ferreira-Dias y cols.,
2005; Agricola y cols., 2008), PSI (Pellegrini-Masini y cols., 2005) y otras razas equinas
(Davies y cols., 2002). En relacién a las formas porcentuales, en équidos de diversas
razas, Davies y cols. (2002) y Witonsky y cols. (2003) obtuvieron valores superiores de
linfocitos Th y ligeramente inferiores de linfocitos Tc a los de la presente investigacion.

No obstante, los resultados de las investigaciones de Da Costa y cols. (2003),
Ferreira-Dias y cols. (2005) procedian de yeguas reproductoras en diferentes momentos
del ciclo reproductor, presentando gran similitud entre ellos. Estos investigadores
sugirieron que tanto el ciclo estral como el anestro no modifican el sistema inmunitario en
la yegua, a diferencia de lo que acontece en determinados animales de investigacion, en
los que la proliferacion linfocitaria se ve reducida por la influencia del fotoperiodo (Drazen
y cols., 2001; Pendergast y cols., 2001). Este declive de la respuesta inmunitaria también
se ha mostrado en yeguas durante la gestacion, y se ha relacionado con la disminucién
de linfocitos Thy Tc (Agricola y cols., 2008).

En comparacion con los datos medios aportados previamente para el caballo
Quarter Horse y PSI (Flaminio y cols., 1999), los animales de la presente investigacion se
caracterizaron por poseer valores medios de linfocitos ligeramente inferiores. Por el
contrario, McFarlane y cols. (2001) en équidos de razas ligeras obtuvieron valores medios
inferiores a los de los équidos de este estudio. Las diferencias entre los resultados de los
distintos autores en principio, podrian estar relacionadas con la edad, la raza y la
metodologia utilizada en el andlisis laboratorial. Los distintos rangos de edades de los
animales incluidos en las investigaciones podrian haber condicionado dichas variaciones.
Asi, mientras que en este estudio se han considerado individuos con edades inferiores a
7 anos, en el resto de investigaciones se extendié a 16 afos.

La raza también parece ejercer una influencia marcada sobre la composicion de
las diferentes poblaciones y subpoblaciones linfocitarias. De hecho, en humanos y
canidos se han descrito diferencias significativas entre razas o grupos étnicos (Faldyna, y
cols. 2001; Chng y cols., 2004). Como se ha especificado previamente en el apartado de



hematologia, en la especie equina se conoce que la raza es un parametro fisiolégico a
tener en cuenta en la interpretacion del leucograma. Asi,, Schalm (1964), Coles (1974) y
Harvey y cols. (1984) mostraron un numero superior de leucocitos en caballos PSI en
comparacion con razas de tiro. Estas mismas observaciones hematologicas podrian
extrapolarse a la composicion de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias. En
conocimiento de los autores, no existen estudios comparativos en la bibliografia sobre las
poblaciones linfocitarias entre équidos de la variedad de sangre caliente (hot-blooded) y
sangre fria (cold-blooded). Seria interesante en un futuro poder analizar las diferencias en
la composicién de las diversas poblaciones y subpoblaciones linfocitarias entre ambas
categorias y valorar las implicaciones desde el punto de vista fisiologico y clinico.

Asimismo, las diversas metodologias empleadas en las investigaciones podrian
haber condicionado las variaciones entre los resultados. Dentro de la cuantificacion de las
formas absolutas de las diferentes subpoblaciones linfocitarias, el uso de tecnologias de
doble plataforma se considera una de las fuentes de variabilidad mas importante
(O'Gorman y Gelman, 1997; Lau y cols., 2002; Chng y cols., 2004). Estos ultimos
investigadores cuantificaron el numero de leucocitos totales con un contador
hematolégico y las formas porcentuales de linfocitos y subpoblaciones linfocitarias
mediante citometria de flujo. Asi, el uso de doble plataforma lleva inherente la suma de
los errores de cada uno de los métodos empleados. Sin embargo, en el presente estudio
se ha utilizado un sistema de plataforma Unica, en el que las formas absolutas y
porcentuales de cada una de las poblaciones linfocitarias se han analizado mediante
citometria de flujo. Entre las dos metodologias se prefiere esta ultima técnica, ya que ha
mostrado ser mas fiable y precisa (Barnett y cols., 1999).

5.2.1.1.1.--SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS (LINFOCITOS Th Y LINFOCITOS Tc)

Aunque en la presente investigacion no se han observado diferencias entre
machos y hembras en las formas absolutas y porcentuales de linfocitos T y linfocitos Th,
el porcentaje de linfocitos Tc en los animales entre 2 y 3 afnos fue discretamente superior
en hembras que en machos. Diversos estudios realizados en seres humanos y roedores
han descrito variaciones entre géneros. Asi, mientras que unos autores muestran un
incremento del nimero de linfocitos Th en machos respecto de las hembras (Lee y cols.,
1996; Barnett y cols., 1999), otros, describen un aumento de linfocitos Tc y NK en
hembras en comparacién con los machos (Reichert y cols., 1991; Lau y cols., 2002; Chng
y cols., 2004). Estas diferencias entre sexos se han asociado con la influencia de las
hormonas sexuales, estrogenos, andrégenos y progesterona.



La edad indujo una disminucion significativa del numero total de linfocitos T y las
formas absolutas de las subpoblaciones linfocitarias de linfocitos Th y Tc, al igual que
McFarlane y cols. (2001), aunque el rango de edades en este ultimo estudio fue superior
al de los équidos PRE. Estos investigadores mostraron una disminucion del numero total
de linfocitos T, linfocitos Th y Tc, que también se manifesté en las formas porcentuales en
animales mayores de 20 anos, respecto a un grupo control con edades comprendidas
entre 5y 12 anos.

Por otro lado, estudios previos realizados en potros menores de 6 meses
mostraron un incremento lineal del numero de linfocitos Th y Tc desde el nacimiento a los
6 meses de edad (Faminio y cols., 1999; Chaffin y cols., 2004). Cabe destacar que los
valores medios de estas poblaciones linfocitarias tras el parto, fueron similares a los de
animales adultos. Ademas, estos mismos investigadores mostraron que las
modificaciones experimentadas por los linfocitos T son dependientes de las variaciones
producidas en las formas absolutas y no en las formas porcentuales de cada una de las
subpoblaciones linfocitarias que las integran. Estas observaciones en potros confirmaron
los resultados de investigaciones previas realizadas en nifios (Heldrup y cols., 1992; Stern
y cols., 1992). En ninos, se ha mostrado un incremento del nimero total de linfocitos,
linfocitos Th y linfocitos Tc durante los primeros meses de vida, aunque declinan
posteriormente, sugiriendo la existencia de una inmunidad mas marcada en los individuos

mas jovenes.

De forma contraria a la dindmica experimentada por las formas cuantitativas, las
formas porcentuales de las subpoblaciones de linfocitos T y Th se incrementaron con el
avance de la edad. No obstante, este efecto fue mas marcado en machos que en
hembras, mostrando un aumento, si bien no significativo en los animales con edades
comprendidas entre 2 y 3 anos, respecto al resto de los grupos de edad. Aunque los
efectos del estrés sobre la composicion de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias
han sido bien documentados en el hombre (Dhabhar, 1998; Segal y cols., 2006), en los
équidos esta dinamica podria compararse a la que experimentan los parametros
hematolégicos de la serie blanca bajo la influencia del estrés. Se conoce que el estrés en
el momento de la venipuncion en un caballo no acostumbrado al contacto con el ser
humano se incrementa notablemente (Plotka y cols., 1988), provocando una marcada
leucocitosis con linfocitosis, debido a la movilizacion de células sanguineas bajo
estimulacion simpatico-adrenal (Rose y cols., 1983). En humanos, frente a determinados

niveles de excitacion se ha postulado que el estrés agudo induce un reforzamiento de la



inmunidad por la redistribucién reversible de linfocitos mediada por las hormonas
adrenales (Dhabhar, 1998).

5.2.1.1.2.-COCIENTE CD4/CD8

El cociente CD4/CD8 medio en la totalidad de la poblacién analizada fue superior
al obtenido en yeguas Lusitanas por Da Costa y cols. (2003) y Ferreira-Dias y cols. (2005)
y en potros Quarter Horse y PSI por Flaminio y cols. (1999). Estas diferencias en
principio, podrian relacionarse con el incremento de células que expresan CD4 (linfocitos
Th) frente a CD8 (linfocitos Tc), como ha sido mostrado por otros autores en esta misma
especie (Bendali-Alcéne y cols., 1995; Flaminio y cols., 1999).

Por el contrario se han descrito cocientes superiores en animales de razas ligeras
con un rango de edad superior a la presente investigacion (McFarlane y cols., 2001). En
este caso, la disminucién de los linfocitos Tc en el grupo de animales geriatricos (mayores
de 20 anos) ocasiond el aumento del cociente CD4/CD8, en comparacién con el grupo de
animales de 5 a 12 anos de edad. Segun estos resultados, mientras que en los animales
geriatricos los valores del cociente CD4/CD8 dependen fundamentalmente de la dinamica
experimentada por los linfocitos Tc, en los animales jévenes y adultos parece ser que las
variaciones dependen en mayor medida de las modificaciones en los linfocitos Th. De
forma genérica, aunque se trata de un marcador inespecifico, el incremento del cociente
CD4/CD8 experimentado en el estudio de McFarlane y cols. (2001) podria sugerir la
presencia de procesos inflamatorios, como enfermedades inflamatorias intestinales o
neumonias granulomatosas, que se ponen de manifiesto en animales geriatricos (Bewig y

cols., 1999; Fireman y cols., 1999).

A pesar de todas estas consideraciones previas, la edad no condicioné
modificaciones en el cociente CD4/CD8 en la poblacion de équidos PRE de esta
investigacion. La inexistencia de diferencias entre los valores medios del cociente
CD4/CD8 entre los grupos de edad, en primer lugar, podria ser debida a que la dinamica
experimentada por las subpolaciones linfocitarias de linfocitos Th y Tc son dependientes
del descenso producido en el numero total de linfocitos T. En segundo lugar, el descenso
de los numeros absolutos de las subpoblaciones de linfocitos Th y linfocitos Tc, aunque
compensado con el aumento en las formas porcentuales de linfocitos T y linfocitos Th,
podria haber condicionado este tipo de respuesta. Estas aseveraciones sugieren la
importancia del andlisis cuantitativo de las formas absolutas frente a las formas



porcentuales en esta investigacion, ya que la interpretacion en base a estas Ultimas

conduciria a resultados erréneos.

Por el contrario, Flaminio y cols. (1999) en un estudio comparativo entre potros
menores de 6 meses y animales adultos con edades comprendidas entre 5 y 15 anos,
evidenciaron en los primeros, un cociente inferior al de los équidos de la presente
investigacion, sin embargo, en los animales adultos este cociente se incrementd,
alcanzando cifras superiores a las de este estudio. Asimismo, Chaffin y cols. (2004) en
potros también documentaron cifras superiores a las de los équidos PRE. Segun estos
resultados, el cociente CD4/CD8 superior en potros conllevaria a una inmunidad activa
frente a las primeras exposiciones a diferentes microorganismos ambientales y por tanto,

al desarrollo de la memoria inmunoldgica.

Asimismo, el andlisis comparativo entre machos y hembras tampoco arrojo
variaciones importantes en el cociente CD4/CD8. Sin embargo, cuando se consideraron
de forma independiente cada uno de los grupos de edad, los machos de 2 a 3 afos
presentaron un cociente CD4/CD8 significativamente superior al de las hembras. Estas
variaciones se relacionan con el aumento del porcentaje de linfocitos Tc en las hembras,

respeto de los machos en este grupo de edad.

Contrariamente a lo que acontece en el caballo, la mayoria de estudios realizados
en humanos (Jiang y cols., 2004; Chng y cols., 2004) y diversas especies animales, como
canidos (Heaton y cols., 2002, a; Blount y cols., 2005), félidos (Heaton y cols., 2002, b) y
bdvidos (Ayoub y Yang, 1996) han mostrado una disminucién del cociente CD4/CD8 con
el avance de la edad. Por este motivo, el aumento de linfocitos T de memoria afectaria
mas a los linfocitos Tc que a los linfocitos Th, dado el caracter intracelular de los
antigenos a los que responde (Globerson y Effros, 2000). Aunque no podemos precisar
con exactitud, probablemente, la intervencion de factores como, las diversas
metodologias empleadas en las determinaciones analiticas, el momento de la
venipuncion, las condiciones ambientales, el estrés, el ejercicio fisico o bien la nutricion,
podrian haber condicionado, en parte, las variaciones en los resultados de las diversas

investigaciones.

5.2.1.2.-LINFOCITOS B

Cabe destacar que el anticuerpo monoclonal empleado en la presente
investigacion como marcador de linfocitos B, ha identificado un numero escaso de



células. Este anticuerpo anti-CD2 comunmente marca todos los linfocitos T y NK, por lo
gue los linfocitos que no identifica, es decir CD2", se consideran linfocitos B. Debido a que
el porcentaje de linfocitos CD2CD4* y CD2'CD8" es muy pequefio (0,5% y 0,7%,
respectivamente), consideramos al igual que Da Costa y cols. (2003) y Ferreira-Dias y
cols. (2005) utilizar férmulas matematicas para la cuantificacion de linfocitos B.

Existe una gran variabilidad entre los resultados dependiendo de los diferentes
marcadores utilizados para la identificacion de linfocitos B. De esta forma, se han descrito
valores absolutos superiores (Pellegrini-Masini y cols., 2005) e inferiores tanto en las
formas absolutas como porcentuales (McFarlane y cols., 2001; Witonsky y cols., 2003;
Chaffin y cols., 2004) a los obtenidos en los équidos de la presente investigaciéon. Los
valores medios en los animales de este estudio fueron superiores a los descritos en
potros tras el nacimiento por Flaminio y cols. (1999), aunque a los 6 meses se alcanzaron
cifras superiores tanto en formas absolutas como porcentuales. Estos hallazgos
confirmaron observaciones previas en humana (Erkeller-Yuksel y cols., 1992), apuntando

una inmunidad mas activa en individuos jovenes que en adultos.

Sin embargo, los resultados derivados de las investigaciones que utilizan
anticuerpos monoclonales o férmulas matematicas similares minimizan dicha variabilidad.
De esta forma, en este estudio se ha empleado el mismo anticuerpo monoclonal que
utilizaron previamente Davies y cols. (2002), obteniéndose resultados similares.
Asimismo, las formulas matematicas para el calculo de las formas absolutas y
porcentuales empleadas en el presente trabajo fue la misma que la utilizada por Da Costa
y cols. (2003), Ferreira-Dias y cols. (2005) y Agricola y cols. (2008), lograndose

igualmente resultados equivalentes.

La edad condicioné una disminucion de las formas absolutas y porcentuales de
linfocitos B en el colectivo animal analizado, confirmando los resultados de
investigaciones realizadas en humana (Paganelli y cols.,. 1992; Ginaldi y cols., 2000) y
diversas especies animales, como canidos (Faldyna y cols. 2001, Blount y cols., 2005),
félidos (Heaton y cols., 2002, a; Campbell y cols., 2004) y équidos (McFarlane y cols.,
2001). No obstante, el declive de linfocitos B no parecer ser un hecho defendido por todos
los autores (Chopra y cols., 1989; Greely y cols., 2001; Chng y cols., 2004; HogenEsch y
cols., 2004). Aunque ambas poblaciones de linfocitos T y B decrecen con la edad en los
équidos PRE de la presente investigacion, la disminucion experimentada por los linfocitos
B, parece depender mas del porcentaje de este tipo celular, como fue descrito
previamente por Flaminio y cols. (1999) en potros. El declive de ambas poblaciones

celulares con el avance de la edad, sugiere ser una condicién natural del sistema



inmunitario en individuos sanos, que acontece en todas las especies animales y que
podria sentar las bases del origen de la inmunosenescencia que se pone de manifiesto

en individuos geriatricos.

5.2.1.3.-LINFOCITOS NK

Aunque existe un anticuerpo monoclonal para identificar especificamente los
linfocitos NK en équidos (Viveiros y Antczak, 1999), éste no se comercializa en Espana.
Por este motivo, para el calculo de las formas absolutas y porcentuales de esta poblacion
celular se han empleado férmulas matematicas. Existen una serie de marcadores que
comparten varias células linfoides, como el CD2, que lo expresan tanto los linfocitos T
como los NK. La utilizacion de este anticuerpo monoclonal ha permitido calcular
matematicamente este grupo de linfocitos, restando al total de linfocitos CD2" la suma de
linfocitos Th y Tc, al igual que Da Costa y cols. (2003), Ferreira-Dias y cols. (2005) y
Agricola y cols. (2008) en yeguas Lusitanas,, obteniéndose resultados similares en dichas
investigaciones. El empleo de este tipo de procedimientos conlleva un error inherente al
sistema de calculo, provocando que en algunos individuos se hayan obtenido valores
medios negativos, por lo cual asumimos el margen de error que pudiera derivarse de su

uso.

Aunque el estudio estadistico no revel6 diferencias significativas entre machos y
hembras en el numero de linfocitos NK, en seres humanos se ha observado que los
machos presentan un nimero mayor de linfocitos NK que las hembras. Estas diferencias
entre géneros se han relacionado con el efecto de las hormonas sexuales, sugiriendo una
inmunidad innata mas potente en machos que en hembras (Lee y cols., 1996; Mund y
cols., 2001; Chng y cols., 2004; Klein, 2004).

La edad condicion6 una disminucién significativa de las formas porcentuales y
absolutas de linfocitos NK, que también se manifest6 en machos y hembras. Estos
resultados confirmaron observaciones previas realizadas en seres humanos (Sansoni y
cols., 1993; Ginaldi y cols., 2000) y félidos (Campbell y cols., 2004), si bien Ginaldi y cols.
(2000) mostraron una disminucién significativa en los nUmeros absolutos, que no se hizo
patente en las formas porcentuales.

Por otro lado, en potros, Flaminio y cols. (1999) observaron que la suma total de
los distintos porcentajes de las subpoblaciones linfocitarias fue superior al 100%, hecho
que no sucedia en animales adultos. La presencia de linfocitos T doble positivos descrita



en el hombre, suidos y bdévidos (Blue y cols., 1985; Mathy y cols., 1997), no ha sido
confirmada en équidos. Estos linfocitos T doble positivos corresponden a células
inmaduras inactivas originarias en la corteza del timo, que en ocasiones, alcanzan el
torrente sanguineo (Fridkis-Hareli y cols., 1995). Aunque estas formas linfocitarias son
exclusivas de animales jévenes, Flaminio y cols. (1999) no las identificaron en potros.
Estos ultimos investigadores propusieron que estos tipos celulares podrian identificarse
como moléculas de superficie CD4 y CD8 en monocitos y macréfagos (Denny y cols.,
1996). En el presente estudio no se ha podido comprobar la existencia de moléculas de
superficie propias de monocitos y macréfagos, por tanto, no hemos podido confirmar la
presencia de linfocitos doble positivo.

En base a los resultados obtenidos en este apartado, se puede afirmar que las
poblaciones de linfocitos B, linfocitos T, y las subpoblaciones de linfocitos TCD2, Thy Tc
y linfocitos NK, aun con ligeras variaciones se encuentran comprendidos dentro de los
limites de referencia establecidos para équidos adultos sanos. Las variaciones de las
formas porcentuales en los linfocitos B, asi como las formas absolutas en los linfocitos T
refuerzan los resultados de la investigacion. Mientras que el sexo no modifica la dinamica
de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias, la edad condiciona un decrecimiento de
los linfocitos T, linfocitos Th, linfocitos Tc, linfocitos B y NK, sin modificaciones en el
cociente CD4/CD8, sugiriendo ser una condicién natural del individuo sano, que acontece
en todas las especies animales y que podria ser el origen de la inmunocompetencia que

se pone de manifiesto en animales geriatricos.



6.-CONCLUSIONES

1.-El caballo PRE manifiesta un comportamiento hematolégico homogéneo, siendo sus
datos medios similares a los obtenidos previamente en esta raza y mas proximos a las
razas equinas de sangre caliente que a las de sangre fria.

2.-En el caballo PRE el sexo ejerce una influencia limitada sobre los parametros
eritrocitarios, siendo la concentracibn de hemoglobina superior en machos que en

hembras.

3.-La edad en el caballo PRE afecta significativamente las dinamicas de produccion y
maduracion de eritrocitos y de plaquetas, manifestandose con una reduccion de la masa
circulante de hematies, parcialmente compensada por el incremento del volumen
corpuscular medio y de la hemoglobina corpuscular media, con un descenso del nimero
de plaquetas y fluctuaciones de direccion variable de la concentracién de proteinas
plasmaticas totales.

4.-En el caballo PRE el sexo no es un factor condicionante de los parametros
leucocitarios, excepto en el grupo de animales con edades comprendidas entre 4 y 7
anos, en el que el numero de leucocitos totales fue significativamente superior en

hembras que en machos.

5.-El leucograma en el caballo PRE se encuentra supeditado a la edad, manifestdndose
con una reduccién del numero de leucocitos totales, de las formas absolutas de linfocitos
y neutrofilos totales, con aumento de las formas porcentuales neutrofilicas y del cociente

N/L, sin modificaciones de los neutréfilos en banda, eosinéfilos, monocitos y baséfilos.

6.-En el caballo PRE, las poblaciones de linfocitos B, linfocitos T y las subpoblaciones de
linfocitos T, TCD2, Th y Tc y linfocitos NK, aun con ligeras variaciones se encuentran



comprendidos dentro de los limites de referencia establecidos para équidos adultos

sanos.

7.-En el caballo PRE el sexo no ha sido un factor determinante de las poblaciones de
linfocitos T, B y NK, ejerciendo una influencia limitada sobre la subpoblacién de linfocitos
Tc, manifestandose con un incremento en las hembras respecto de los machos y en
cociente CD4/CD8, incrementandose en los machos respecto de las hembras en el grupo
de animales con edades comprendidas entre 2 y 3 afos.

8.-Las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias estan fuertemente condicionadas por la
edad en el caballo PRE, mostrandose una reduccién significativa del niumero total de
linfocitos T, de las formas absolutas de linfocitos Th y Tc, linfocitos B y NK, con aumento
de las formas porcentuales de linfocitos T y Th. El declive de las formas numéricas
linfocitarias refuerza los resultados de la investigacion y sugieren ser una condicion

natural del sistema inmunitario en individuos sanos.

9.-La ausencia de variaciones en el cociente CD4/CD8 con la edad en el caballo PRE,
podria ser debida a que la dinamica experimentada en las formas cuantitativas de
linfocitos Th y Tc son dependientes del descenso producido en el numero total de
linfocitos T o bien al descenso de linfocitos Th y linfocitos Tc, compensado con el
aumento en las formas porcentuales de linfocitos T y linfocitos Th, sin modificaciones del
cociente CD4/CD8.



7.-RESUMEN

CARACTERIZACION HEMATOLOGICA E INMUNOFENOTIPICA DEL CABALLO
PURA RAZA ESPANOLA

La evaluacion conjunta de los parametros hematolégicos y las distintas
poblaciones y subpoblaciones linfocitarias representa uno de los métodos mas eficaces
para caracterizar procesos como leucemias, linfomas, enfermedades autoinmunes e
infecciosas, entre otras, y analizar las posibles repercusiones sistémicas, el prondéstico,
asi como, la respuesta al tratamiento. Para la interpretacién clinica de estos parametros
se hace necesario partir de valores de referencia y valorar las posibles variaciones que se
producen debido a la edad y el sexo. Por este motivo, los objetivos planteados en la
presente investigacion fueron los siguientes 1) Establecer valores hematolégicos de
referencia en caballos PRE; 2) Analizar la influencia de la edad y el sexo sobre los
parametros hematolégicos en el caballo PRE; 3) Caracterizar las poblaciones y
subpoblaciones linfocitarias en el caballo PRE, y 4) Valorar las modificaciones de las
poblaciones y subpoblaciones linfocitarias asociadas a la edad y el sexo.

Se ha estudiado un total de 159 équidos PRE, divididos en 77 machos y 82
hembras. Los animales fueron clasificados en cuatro grupos de edad: A (entre 1 y 2
anos), B (entre 2 y 3 afnos), C (entre 3 y 4 afnos) y D (entre 4 y 7 afos). Se obtuvieron
muestras de sangre venosa, por las mafnanas, durante un periodo de duracién de 4
meses. De la extraccion realizada a cada uno de los animales, se separaron tres
fracciones, almacendndose dos de ellas en cantidades similares en tubos con EDTA, para
las determinaciones hematoldgicas e inmunofenotipicas. La tercera fraccion se almacen6
en un tubo con Heparina-Litio, para la extraccion de plasma. Mediante contador
semiautomatico Sysmex (F-820) se han determinado los siguientes parametros
hematoldgicos: numero de eritrocitos, concentracion de hemoglobina, valor hematécrito,
volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracién de
hemoglobina corpuscular media y numero de plaquetas. Las férmulas leucocitarias se
realizaron mediante recuento diferencial en frotis de linfocitos, neutréfilos en banda,
neutréfilos segmentados, eosindfilos, monocitos y basofilos. Las proteinas plasmaticas
totales se cuantificaron mediante espectrofotometria en plasma. El ndmero total de
glébulos blancos y las formas absolutas y porcentuales de linfocitos totales, de linfocitos T
y las subpoblaciones de linfocitos Th, Tc se han determinado mediante citometria de flujo.
La determinacién de las formas relativas y absolutas de linfocitos B se ha realizado

mediante marcaje con anticuerpo monoclonal especifico, y férmula matematica. Las



formas absolutas y relativas de linfocitos NK también se cuantificaron mediante férmula

matematica.

Los parametros hematolédgicos en los équidos PRE se encuentran comprendidos
dentro de los limites de referencia establecidos para la especie equina. El sexo ejercié
una influencia limitada sobre los parametros hematolégicos en esta poblacién equina,
siendo la concentracién de hemoglobina superior en los machos y el numero total de
leucocitos, en las hembras. La edad se caracterizd por la reducciéon en el nUmero de
eritrocitos circulantes, desarrollandose un mecanismo compensatorio con aumento de
VCM y HCM, disminucién del numero de leucocitos totales, nimero de plaquetas, de las
formas absolutas de linfocitos y neutréfilos totales, con aumento de las formas
porcentuales neutrofilicas y del cociente N/L, sin modificaciones de los neutréfilos en
banda, eosinofilos, monocitos y baséfilos y fluctuaciones de direccién variable de la
concentracion de proteinas plasmaticas totales.

Las poblaciones de linfocitos B, linfocitos T, y las subpoblaciones de linfocitos Th 'y
Tc y linfocitos NK, aun con ligeras variaciones se encuentran comprendidos dentro de los
limites de referencia establecidos para équidos adultos sanos. Mientras que el sexo no
modificé la dindmica de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias, la edad condicion6
un declive de las formas absolutas de linfocitos T, linfocitos Th, linfocitos Tc, linfocitos B y
NK, con aumento de las formas porcentuales de linfocitos T y Th, sin modificaciones del
cociente CD4/CD8.

En conclusién, los pardmetros hematoldgicos y las poblaciones y subpoblaciones
de linfocitos T, Th, Tc, linfocitos B y NK se encuentran comprendidos dentro de los rangos
de referencia presentados para équidos adultos sanos. La edad y en menor medida el
sexo influencian significativamente el hemograma y el inmunofenotipo en el caballo PRE,
justificando la creacion de rangos de referencia ajustados a dichas condiciones
fisiolégicas. El declive de los pardmetros linfocitarios con la edad es una condicién natural
del individuo sano, que acontece en todas las especies animales y que podria ser el

origen de la inmunocompetencia que se pone de manifiesto en animales geriatricos.

PALABRAS CLAVE: Edad. Sexo. Hematologia. Citometria de flujo. Poblaciones
linfocitarias. Caballo.



8.-SUMMARY

HEMATOLOGICAL AND IMMUNOPHENOTIPICAL CHARACTERIZATION IN
ANDALUSIAN HORSE

Simultaneous assessing of haematological parameters and lymphocyte subsets is
a the most effective method for characterizing disorders such as leukaemia, lymphomas,
autoimmune diseases and infectious process, offering a prognosis and evaluating the
response to the treatment. In order to clinically interpret these parameters, it is necessary
to set the normal reference values, estimating the age- and gender-related variations. For
these reasons the following objectives were proposed: 1) To establish the reference
values of haematological parameters of Andalusian horses. 2) To assess the influence of
age and gender in the haematological parameters of the Andalusianh horses e. 3) To
characterize lymphocyte subpopulations in the Andalusian horse 4) To evaluate age and
gender-related variations of the lymphocyte subsets in the Andalusian horses

159 horses, 77 male and 82 females, sorted in four age groups: Group A (animals
between 1 and 2 years old), Group B (between 2 and 3 years old); Group C (between 3
and 4 years old) and Group D (between 4 to 7 years old). All blood samples were obtained
from the jugular vein between 9 and 12 AM, during a period of four months. Immediately
after sampling blood smears were carried out. For haematological and
immunophenotyping determinations tubes with EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) as
anticoagulant were used. The remaining blood was kept in lithium-heparin tubes for

plasmatic protein determinations.

The following parameters were determined by means of a semiautomatic cell-
counter (Sysmex F-800): red blood cell count, haemoglobin concentration, packed cell
volume (PCV), mean corpuscular volume (MCV), mean haemoglobin concentration
(MCH), mean corpuscular haemoglobin concentration (MCHC), number of platelets and
white blood cell count. By means of blood smear, the differential white blood cell count
was estimated by counting lymphocytes, band neutrophils, total neutrophils, eosinophils,
monocytes and basophiles. Serum total proteins were also quantified by a mass
spectrophotometry. Flow Cytometry was applied to determine the white cell count and the
number and percentage of total lymphocytes, B lymphocytes, T lymphocytes, Th cells and
Tc lymphocytes. Total number and percentage of B cells were also estimated
mathematically by subtracting — from 100% — the percentage of T and NK cells (CD2+).
Natural killer cell (NK) numbers were also calculated mathematically by subtracting total T



cells from CD2+ cells, as in the horse, the latter epitope is expressed on the surface of all
T lymphocytes and NK cells.

Haematological parameters were within the reference range for this species
according to published data. Gender has a limited influence over these parameters, being
the haemoglobin concentration higher in males and total white blood cell count higher in
females. Aging caused a reduction in the number of red blood cells along with a
compensatory increase of MCV and MCH, a decline in the number of leukocytes,
platelets, lymphocytes and neutrophils as well as an increase in the percentage of
neutrophils and the N/L ratio. There were no age-related differences in band neutrophils,
eosinophils, monocytes and basophils together with a variable fluctuation in the total
plasma protein content.

B-cell, T-cell, including Th and Tc lymphocytes and NK cells, were within the
reference ranges for adult horses. Whereas sex did not exert any influence over
lymphocytes subsets, there were an age-related decrease in the number of T cells, Th and
Tc lymphocytes, B cells and NK cells, together with an increase in the percentage of total
T and Th cell, without differences related age in the CD4/CD8 ratio.

In conclusion, haematological parameters and populations of T, Th, Tc, B and NK
cells are within the reported reference range for adult horses. Age and, to a lesser extent,
gender, have a significant influence in the haemogram and the immunophenotype of the
Andalusian horse, warranting the production of a reference range specific for age and
gender. The decline of lymphocyte population numbers with age is normal in all species

and would account for immunosuppression observed in geriatric individuals.

KEY WORDS: Age. Sex. Haematology. Flow Cytometry. Subset lymphocytes. Horse.
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