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ACTH: Hormona adrenocorticotropa
ADH: Hormona antidiurética

ALB: Albdmina

ALD: Aldosterona

AMPc: Adenosina monofostato ciclico
ANG: Angiotensina Il

AVP: Arginina vasopresina

BUN: Nitrégeno ureico en sangre (urea)
C: Cortisol

Cl: Cloro

CREAT: Creatinina

CS: Citrato sintasa

CTR: Control

DH: Deshidratado

DHEA: Dihidroepiandrosterona

ELISA: Analisis enzimatico de inmuno-
ensayo

FC: Frecuencia cardiaca

HAD: 3-hidroxi-acil coenzima A
deshidrogenasa

HTO: Valor hematocrito

K: Potasio

LA: Lactato

LH: Hormona luteinizante

Na: Sodio

PAN: Péptido atrial natriurético

REN: Renina

T/C: Cociente testosterona/cortisol

T: Testosterona

VO2max: Consumo méximo de oxigeno
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Se ha demostrado que el estado hidrico (hiperhidratacion- euhidratacion-
deshidratacion o hipohidratacion) es clave en el rendimiento deportivo de atletas
humanos (Kraft et al., 2012; Bardis et al., 2013; Benton et al., 2015; Cheung et al., 2015;
Racinais et al., 2015). El rendimiento del ejercicio, evaluado mediante el tiempo de
ejercicio hasta la fatiga, a una determinada intensidad de esfuerzo, aumenta tras la
ingestion de soluciones que contienen agua y electrolitos (Gonzalez-Alonso et al., 1999;
Sawka et al., 2001; Byrne et al., 2005; Jeukendrup et al., 2005; Watson et al., 2005;
Merson et al., 2008). El descenso de la volemia asociado a deshidratacién impide el
mantenimiento de una perfusion adecuada para el musculo en contraccion (Montain et
al., 1998). Ademas, limita el aporte de sangre hacia la piel, lo cual puede favorecer la
hipertermia, altera la funciébn metabdlica e incrementa la temperatura muscular

propiciando la fatiga.

La relacién entre el estado hidroelectrolitico y el rendimiento en competicion no
se ha investigado de una forma detallada en el caballo. No obstante, se acepta que si los
animales inician la competicién en un estado de deshidratacion, podrian presentar una
funcion termorreguladora comprometida, y una gran limitacion en el rendimiento
deportivo, particularmente en competiciones de media y larga duracion como concurso
completo de equitacion o resistencia. Por este motivo, en caballos de deporte, se ha
evaluado la respuesta a una sobrehidratacion previa al ejercicio y los procedimientos para
conseguir dicha sobrehidratacion (Dusterdieck et al., 1999; Manohar et al., 2005;
Tennent-Brown et al., 2006).

La defensa de la presion sanguinea aguda y cronica y del equilibrio
hidroelectrolitico se lleva a cabo mediante la activacion del eje renina angiotensina
aldosterona. Cuando se produce un descenso de la volemia o bien una alteracion
electrolitica, fundamentalmente hiponatremia y/o hipercalemia, se produce una liberacion
de la renina (REN) por parte de las células yuxtaglomerulares renales. La REN liberada,
actia sobre el angiotensinégeno, el cual es convertido hacia angiotensina | y con
posterioridad, hacia angiotensina Il (ANG). Esta ultima hormona, por un lado favorece la

liberacion de aldosterona (ALD) y por otro lado, es un potente agente vasoconstrictor,
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dando lugar a una elevacion de la presion sanguinea. La ALD interviene en la
conservacion de sodio (Na), al aumentar la reabsorcion de este electrolito a nivel renal y
en el colon (McKeever et al., 1991; 1992; Clarke et al., 1992; Schott et al., 1997; Mufioz
et al., 2007; 2010a,b,c; 2011; Tofé et al., 2013). En caballos durante una competicion de
resistencia, se ha demostrado que cuando existe deshidratacion, se produce una elevacion
de los concentraciones de ANG y ALD (Mufioz et al., 2010a,b,c; 2011). Ademas, se han
encontrado correlaciones significativas entre estas hormonas y algunos marcadores de
estado hidrico, tales concentraciones plasmaticas de urea (BUN), creatinina (CREAT),

proteinas totales, albimina (ALB) y valor hematdcrito (HTO) (Mufioz et al., 2010b,c).

La realizacién de un ejercicio implica una movilizacién de substratos energéticos,
en parte regulada por la relacion entre las hormonas anabdlicas, como la testosterona (T),
y las hormonas catabdlicas, como el cortisol (C). Ambas hormonas poseen importantes
funciones en el metabolismo de los carbohidratos y de las proteinas y ademas son
agonistas competitivos a nivel de los receptores de las células musculares. Asi, el C
promueve el desdoblamiento de las proteinas musculares, mientras que la T incrementa
su sintesis. Por este motivo, en atletas humanos, se ha utilizado el cociente T/C como un
marcador de equilibrio hormonal anabdlico-catabdlico (Urhausen et al., 1995; Debigaré
et al., 2003; Elloumi et al., 2003; Judelson et al., 2008; McLellan et al., 2010). Este
cociente se utiliza en atletas humanos para llevar a cabo un seguimiento deportivo, evitar
sobreentrenamiento y controlar el estrés del entrenamiento y de la competicion (Urhausen
et al., 1995; Elloumi et al., 2003; Maso et al., 2004; Banfi y Dolci, 2006; Doan et al.,
2007; McLellan et al., 2010).

La respuesta del cociente T/C al ejercicio en personas no esta claramente definida,
posiblemente porque depende de numerosos factores, ademas de las caracteristicas de
duracion e intensidad del ejercicio y del nivel de entrenamiento. De este modo, si bien se
acepta que un ejercicio agudo da lugar a un incremento de T y C, esta respuesta puede ser
modulada por el nivel de entrenamiento, tipo y duracién del ejercicio. Asi, algunos
autores han demostrado que se produce un incremento del ratio T/C tras ejercicios de
resistencia (Lac y Berthon, 2000; Elloumi et al., 2003; Maresh et al., 2006; Gaviglio et
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al., 2015; Hayes et al., 2015), mientras que, por el contrario, otros autores han encontrado
un descenso de este cociente 0 una ausencia de variaciones (Hoogeveen y Zonderland,
1996; Lac y Berthon, 2000; Fry y Lohnes, 2010; Li et al., 2015).

En el caballo, se han analizado los cambios en las concentraciones circulantes de
C en respuesta a diversos tipos de ejercicio y en animales con un nivel de entrenamiento
diferente (Snow y Rose, 1981; Desmecht et al., 1996; Jensen-Waern et al., 1999; Nagata
et al., 1999; Marc et al., 2000; Cayado et al., 2006; Gordon et al., 2007; Cravana et al.,
2010; Janczarek et al., 2013). Sin embargo, los cambios experimentados por las
concentraciones de T en respuesta al ejercicio y al entrenamiento no se han estudiado en
esta especie. La investigacion sobre T en caballos de deporte se limita a detectar la
administracion fraudulenta de andr6genos como agentes anabolizantes (Soma et al.,
2008; 2012; Decloedt et al., 2015; Knych et al., 2015). De forma puntual, Golland et al.
(1999) detectaron un incremento de las concentraciones de T tras un ejercicio maximo en
caballos Standardbred machos castrados y con posterioridad, Leleu y Haentjens (2010)
describieron que las concentraciones de T no difieren entre caballos trotones

Standardbred con y sin sobreentrenamiento.

Seria interesante conocer las variaciones del cociente T/C en caballos en ejercicio,
ya gque, como se ha comentado antes, en atletas humanos, un aumento de C junto a un
descenso de T (y por tanto, una reduccion del ratio T/C) implica un estado catabdlico.
Esta circunstancia, en algunos estudios, se ha vinculado con una capacidad inferior para
realizar el ejercicio. Este hallazgo se ha encontrado al inicio del entrenamiento,
modificandose una vez entrenado el individuo (Hakkinen et al., 1987; Hoogeveen y
Zonderland, 1996). Por otro lado, un descenso superior al 30% en el cociente a lo largo
de una temporada de competicion puede indicar un inicio de sobreentrenamiento (Maso
et al., 2004).

En medicina deportiva humana, esta claro que las variaciones en el equilibrio
hidroelectrolitico afectan significativamente a los dos grupos de hormonas descritos en

los parrafos anteriores (eje REN-ANG-ALD) y T, C y cociente T/C. En cuanto al caballo,
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se ha estudiado el eje REN-ANG-ALD en caballos con grados de deshidratacion
variados, que habian competido en pruebas de resistencia de 1 y 2 dias de duracién
(Mufioz et al., 2010b,c). En estos estudios, se observo que los caballos con una
deshidratacion mas intensa mostraban valores superiores de ANG y ALD, pero no de
REN. Sin embargo, en estas investigaciones, todos los caballos estaban euhidratados al

inicio del ejercicio.

En la Comunidad Valenciana se celebran competiciones de tiro y arrastre con
caballos, reguladas por la ‘Federacid de Tir i Arrossegament de la Comunitat
Valenciana’. ES un deporte tradicional que consiste en demostrar la fuerza y aguante de
los caballos, y que tiene sus raices en el uso del animal en las labores cotidianas de los
trabajos agricolas. La competicion consiste en recorrer una pista de arena de 60 m de
longitud, arrastrando un carro cargado de arena. La cantidad de arena en el carro depende
del peso del animal. Cada caballo se pesa al inicio de la temporada deportiva y debe
mantener su peso con una variacion maxima de +20%. Por este motivo, los propietarios
restringen el consumo de comida y bebida antes de la competicion, para garantizar que el
peso queda comprendido dentro del peso al principio de la temporada £20%. Si no es asi,
el caballo es eliminado de la competicion. Esta restriccién de agua y comida conlleva a
una deshidratacion hipertonica (Koupt et al., 2000; Freeman et al., 2001; Mufioz et al.,
2011). Se trata, por tanto, de un modelo natural para evaluar los cambios en las hormonas
del eje REN-ANG-ALD, T, C y ratio T/C en caballos que realizan ejercicios de alta
intensidad y corta duracion. En la literatura se han utilizado otros procedimientos para
estudiar el efecto de la deshidratacion antes del ejercicio, siendo el mas comudn la
administracion de diuréticos, tanto en personas (Watson et al., 2005) como en caballos
(Butudom et al., 2002; 2004).

Por todo ello, en la presente investigacion, se analizaran las modificaciones de las
concentraciones de REN, ANG, ALD, marcadores de estado hidroelectrolitico, T, C y
ratio T/C en respuesta al ejercicio en dos grupos de caballos que comienzan un ejercicio

con dos estados hidricos diferentes: euhidratados y deshidratados.
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5. OBJETIVOS E HIPOTESIS
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La presente investigacion ha sido realizada para incrementar nuestro
conocimiento sobre la actuacion del eje REN-ANG-ALD vy sobre las modificaciones en
las concentraciones circulantes de T, C y ratio T/C en caballos que realizan un ejercicio
explosivo de corta duracion, inferior a 5 minutos, arrastrando pesos diferentes. Ademas,
se pretende analizar el efecto del estado hidrico antes del ejercicio en la respuesta de estas
hormonas. Para ello, se han diferenciado dos grupos de caballos, segun iniciaran la
competicion con euhidratacion o con deshidratacion hipertonica asociada a una

restriccion de agua y comida.
Los objetivos particulares fueron los siguientes:

Primer_objetivo. Analizar si los caballos con deshidratacion hipertonica, en

reposo, muestran concentraciones superiores de REN, ANG, ALD y C, inferiores de T y
de ratio T/C como corresponde a una activacion del eje REN-ANG-ALD y a un estado

catabolico.

Segundo objetivo. Evaluar si el peso del caballo y por tanto, el peso de la carga

que arrastra condicionan en parte la respuesta neuroendocrina al ejercicio, tanto en

animales deshidratados como euhidratados.

Tercer objetivo. Determinar si el ejercicio induce una activacion del eje REN-

ANG-ALD y un estado catabolico de mayor intensidad en animales deshidratados que en

animales euhidratados.

Como HIPOTESIS DE PARTIDA para este estudio, se presentan las siguientes:

Primera hipdtesis: Que los caballos con deshidratacion hiperténica mostraran en

reposo, concentraciones de REN, ANG, ALD y C significativamente superiores y
concentraciones de T y ratio T/C significativamente inferiores a los de los caballos

euhidratados.
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Sequnda_hipdtesis: Que los caballos con mayor peso corporal y que arrastran

pesos superiores, mostraran elevaciones mayores de REN, ANG, ALD y C en respuesta

al ejercicio.

Tercera _hipotesis. Que los caballos con deshidratacion hipertdnica

experimentaran incrementos mas intensos de REN, ANG, ALD y C en respuesta al

ejercicio en comparacion con los caballos con euhidratacion.
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6.1. CABALLOS

En la presente investigacion se han introducido caballos de tiro que compitieron
en diversas pruebas de tiro y arrastre en la Comunidad Valenciana. En el estudio | se
estudiaron 64 caballos, machos, tanto enteros como castrados, mientras que en el estudio
Il se incluyo a 54 animales, ya que al determinar las concentraciones de T, se descartaron
los machos castrados. Las caracteristicas especificas de edad media, peso y carga
arrastrada se presentaran en los apartados correspondientes a Material y Métodos para los
dos estudios (secciones 8.4.1.,8.4.2,8.4.3.,8.4.1.,,9.4.2. y9.4.3))

Ademas, los animales fueron divididos en dos grupos, en funcion de su estado
hidrico. El grupo deshidratado, DH estuvo formado por aquellos animales que
participaron en competiciones federadas por la Federacion Hipica de la Comunidad
Valenciana. Todos ellos fueron sometidos a una restriccion de agua y de comida antes de
la competicion, para mantener su peso corporal dentro de la variacion permitida por la
Federacion. El segundo grupo, control, CTR estuvo integrado por caballos que realizaron

ejercicio en condiciones de euhidratacion, es decir, sin restriccion de agua y comida.

Las condiciones para la inclusion en este estudio fueron las siguientes: 1)
Consentimiento escrito o verbal por parte del propietario o representante del caballo para
participar en la investigacion; 2) Tener un estado general de salud correcto; 3) Participar
de forma habitual en competiciones de tiro y arrastre; 4) Realizar la prueba de forma
individual (no se han introducido competidores en grupos de 2 6 3 caballos tirando de un

mismo carro).

6.2. COMPETICIONES DE TIRO Y ARRASTRE (GRUPO DH)

Los caballos del grupo DH participaron en competiciones de tiro y arrastre,
realizadas en diversos pueblos de la Comunidad Valenciana, concretamente en Castello,
Borboto, Cullera y Algemesi. Esta competicion consiste en cubrir una distancia de 60 m,

Ilevados de la cuerda por el duefio o competidor, en una pista de arena de playa dura, con
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una altura de 1 m y una anchura de 3 m. A lo largo de los 60 m de longitud de la pista, se
colocan tres sefializaciones, de modo que la pista queda dividida en 4 trayectos de 15 m
cada uno. El inicio de la pista presenta una inclinacion ascendente, para dificultar la
llegada a la primera sefializacién. El final de la pista muestra, igualmente, una segunda

pendiente, en este caso descendente, para facilitar la salida del animal (Fotografia 1).

Fotografia 1. Se muestra un
caballo participante en una
competicién de tiro y arrastre

(categoria Il de peso)

Para considerar superada la prueba, en cada sefializacion, se debe hacer una parada
obligatoria, por lo que cada caballo efectué 3 paradas obligatorias en su recorrido de la
pista. El reglamento no establece el tiempo maximo y minimo de parada, por lo que fue
determinado por el conductor del animal. No obstante, el tiempo méximo de cada
caballeria (binomio: caballo + ayudante) para recorrer los 60 m de la pista es de 5

minutos. Una vez transcurrido este tiempo, el caballo queda eliminado de la competicion.

Durante las competiciones, se procedié al registro del tiempo de ejercicio,
considerado desde que el animal inici6 el ejercicio, en la subida a la pista hasta que
concluyd el mismo. En dicho tiempo de ejercicio, quedaron incluidos los periodos de

parada obligatoria.

Ademas, en funcion del peso corporal, los caballos se dividieron en tres categorias:
categoria | (peso inferior o igual a 350 Kg), Il (peso comprendido entre 351 y 450 Kg) y
Il (peso superior o igual a 451 Kg). Cada caballo arrastré un carro tradicional, cargado
con sacos de arena, con un peso de 2 (categoria 1), 2,25 (categoria Il) 0 2,5 (categoria I1)

veces su peso corporal. La carga de la prueba se prepara mediante sacos llenos de arena,
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que llevan grabado el peso correspondiente de 5, 10, 25, 50 6 100 Kg. El registro de peso
de las caballerias se realiza al inicio de la temporada deportiva. Durante todo el tiempo de
competiciones, se acepta que el animal no modifica su peso, considerandose valida una
variacién inferior al £20%. Al concluir cada prueba, se procede al pesaje del caballo,
quedando certificado su peso. Si el animal supera el 20% de variacion del peso del inicio

de la temporada, es descalificado.

Se considera animal ganador el que invierte un menor tiempo en recorrer los 60 m
0 bien, el que cubra una distancia mayor, en aquellos casos en los que ningun caballo sea
capaz de completar la distancia. Los caballos pueden competir de forma individual, o en
agrupaciones de 2 0 3 caballerias. En esta Tesis, solo hemos incluido los caballos que

participaron individualmente, como se ha especificado en el epigrafe 6.1.

6.3. EJERCICIO EN EL GRUPO CONTROL (GRUPO CTR)

Los caballos del grupo CTR realizaron un ejercicio similar (competicion simulada)
al del grupo DH, en una pista de competicién y siguiendo las mismas normas. De igual
modo, se controld el tiempo de ejercicio. Este segundo grupo se estudi6 para evaluar las
diferencias entre los caballos con deshidratacion hiperténica (grupo DH) y con un estado
de euhidratacion (CTR). Por tanto, los animales incluidos en el grupo CTR no fueron

sometidos a privacion de agua o comida.

La comida de estos animales consistié en una fuente de concentrado comercial y
heno, en cantidades variables segln el propietario y el peso corporal. El ejercicio se

efectud, al menos, 3 h después de comer. El agua fue proporcionada “ad libitum”.

6.4. EXTRACCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

Tanto para los caballos DH como CTR, y en los dos estudios, se procedio a la

extraccion de sangre de la vena yugular externa en los siguientes tiempos: en reposo (R,
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condiciones basales, previamente al ejercicio), dentro de los 30 s iniciales tras concluir la
actividad fisica (E) y a los 5, 10, 15 y 30 minutos de recuperacién (5REC, 10REC,
15REC y 30REC).

En cada uno de estos tiempos, se obtuvo un volumen total de 10 ml de sangre
venosa, la cual fue dividida en tres fracciones. La primera de ellas fue introducida en
tubos con EDTA-3K! como anticoagulante y se us6 para la determinacion del valor
microhematdcrito (HTO). La segunda fraccion se introdujo en tubos con heparina-litio y
se usd para el anélisis de los diversos parametros bioquimicos que posteriormente se
indicaran. Finalmente, la tercera fraccion se dispuso en tubos sin anticoagulante, con
promotores de la coagulacion? para la obtencion del suero, donde se midieron las

concentraciones hormonales.

Inmediatamente tras la extraccion de la sangre, se repartio la muestra entre los tres
tubos, como EDTA, heparina-Li y sin anticoagulante. De la muestra con EDTA, se llend
un tubo capilar y se procedio6 in situ a la determinacion del HTO, mediante una centrifuga
de microhematocrito®. Los tubos con heparina-Li y sin anticoagulante fueron
centrifugados a 3000 r.p.m. durante 10 minutos®. La centrifugacion se realizé dentro de
los 5 y 30 min de introducir la sangre en los tubos con heparina-Li y sin anticoagulante de
forma respectiva. El plasma heparinizado y el suero fueron transvasados y permanecieron
congelados a -20°C hasta su andlisis, realizado dentro de los 2 meses posteriores. Las
muestras de suero fueron enviadas en nieve carbonica al laboratorio para el analisis

hormonal.

Tubos Tavpal®, Barcelona, Espaiia

Tubos Tapval®, Barcelona, Espafia

% Centrifuga de microhematdcrito, Orto-Alresa®, modelo Biocen, Espafia
* Centrifuga Selecta®, modelo Centronic, Espafia
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6.5. PARAMETROS LABORATORIALES
En este estudio, se han determinado los siguientes parametros:

Estudio I: Valor microhematdcrito (HTO, %), concentraciones plasmaticas de
sodio (Na, mmol/l), potasio (K, mmol/l), cloro (CI, mmol/l), albdmina (ALB, g/dl) y
lactato (LA, mmol/l), y concentraciones séricas de renina (REN (pg/ml), angiotensina Il
(ANG, ng/ml) y aldosterona (ALD, pg/ml).

Estudio 1I; Concentraciones séricas de albdmina (ALB, g/dl) testosterona (T,

pg/ml), cortisol (C, ng/ml), ratio T/C.

Las técnicas laboratoriales utilizadas para determinar estos parametros se

presentan en los apartados 8.4.5. (estudio 1) y 9.4.5. (estudio I1).

6.6. ESTUDIO ESTADISTICO

Los datos se presentan como media + desviacion estandar, DS. La normalidad de
las variables analizadas se comprobd mediante un test de Shapiro-Wilk y la
homocedasticidad de la varianza con un test de Levene. A continuacion se realizo un test
multivariante, considerando tres factores: grupo de caballos (DH y CTR), categoria de
peso (I, I1'y 1) y tiempo de toma de muestras (R, E, 5REC, 10REC, 15REC y 30REC).

Las diferencias entre las tres categorias de peso (I, Il y I11) dentro de cada grupo
(DH y CTR), asi como las diferencias entre grupos para cada categoria de peso se
evaluaron mediante un andlisis ANOVA para muestras independientes. El efecto del
tiempo de toma de muestra se analizé mediante un test ANOVA para muestras repetidas.
Seguidamente, se llevo a cabo un test de comparacion de medias (post-hoc comparison of
means) para determinar entre qué tiempos de toma de muestra existian diferencias.
Finalmente, se efectud un analisis de correlacion entre las diversas variables analizadas,

mediante una correlacion lineal (Pearson product-moment correlation).
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El nivel de significacion se establecio a nivel de p<0,05. El estudio estadistico se

realizd con un programa estadistico®.

5 Statistica for Windows, v. 10.0, Statsoft®, USA
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8. ESTUDIO 1.

Concentraciones séricas de renina,
angiotensina y aldosterona en caballos
euhidratados y deshidratados durante

un ejercicio de tiro y arrastre
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8.1. INTRODUCCION

El eje renina-angiotensina-aldosterona-vasopresina (REN-ANG-ALD-AVP)
desempefia un papel esencial en la regulacion aguda y crénica de la presion sanguinea, de
la volemia y del equilibrio hidroelectrolitico, fundamentalmente de la natremia y de la
cloremia (McKeever y Hinchcliff, 1995; McKeever, 1998; 2002; Mufioz et al., 2010a,b,c;
2011; 2016; Tofé et al., 2013). Los cambios en las concentraciones séricas de electrolitos
0 en el flujo sanguineo (presion y/o volumen) desencadenan la produccion de REN por
parte de las células del aparato yuxtaglomerular renal. La REN actta sobre el
angiotensindgeno, que es convertido hacia angiotensina | y posteriormente hacia ANG.
Este compuesto promueve la liberacion de ALD en la glandula adrenal. La ALD actua en
la conservacion de Na en el espacio extracelular y aumenta la reabsorcién de Na y ClI
desde el colon (McKeever et al., 1991; 1992; Clarke et al., 1992; Schott et al., 1997,
McKeever, 2002; Mufioz et al., 2007). Ademas, la ANG, ALD y AVP dan lugar a
vasoconstriccion y por tanto, elevan la presién sanguinea (McKeever et al., 1991; 1992;
McKeever, 1998; Mufioz et al., 2011).

El papel de estas hormonas durante el ejercicio se ha estudiado en caballos
durante diversos tipos de esfuerzo. McKeever et al. (1991) observaron incrementos
significativos de REN, ALD y AVP durante un ejercicio submaximo constante de 1 h de
duracion en cinta rodante. Igualmente, McKeever et al. (1992) describieron aumentos de
REN, ALD y AVP durante un ejercicio de intensidad incremental. M&s recientemente, se
ha analizado la respuesta de estas hormonas durante una competicion de resistencia en
caballos (Mufioz et al., 2010a,b). En conocimiento de los autores, existe un Unico estudio
realizado en caballos de tiro, que analiza el efecto de la AVP sobre la regulacion

hidroelectrolitica (Mufioz et al., 2011).

El caballo de tiro realiza un ejercicio de corta duracion, inferior a 5 minutos, pero
de gran intensidad. Estos animales arrastran varias veces su peso corporal (segun su
categoria de peso) en un carro cargado de sacos de arena, cubriendo una distancia de 60

m y haciendo 3 pausas obligatorias. Lo mas interesante, es que los animales son pesados
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al inicio de la temporada, y durante ésta, su peso corporal debe variar un porcentaje
inferior al 20%, para que el animal no sea descalificado de la competicion. Esta condicion
impuesta por el Reglamento de Tiro y Arrastre de la Comunidad Valenciana, lleva a la
practica de restringir el acceso al agua y a la comida durante mas de 24 h, en un intento
de reducir el peso corporal. A esta circunstancia, hay que unir que el caballo es
transportado hacia el lugar de competicion, a veces con temperaturas ambientales y
humedades relativas elevadas. Por ello, es muy probable que estos animales posean unas
alteraciones importantes en su equilibrio interno, concretamente en su estado
hidroelectrolitico, que tedricamente deben conllevar a una activacion del eje REN-ANG-
ALD. De hecho, Mufioz et al. (2011) confirmaron que estos caballos poseian
concentraciones elevadas de AVP en reposo. Sin embargo, el aumento de AVP derivado
del ejercicio de tiro no fue mas elevado en estos animales, con deshidratacion hipertdnica,

por restriccion de agua y comida, que en animales con un estado de euhidratacion.

En este estudio, se analizaran los cambios en las concentraciones de REN, ANG y
ALD en relacion al estado hidroelectrolitico en caballos de tiro con deshidratacion
hipertonica (por restriccion del consumo de agua y comida) en comparacion con caballos
euhidratados. El estudio de este modelo “natural” de deshidratacion puede proporcionar
datos muy interesantes sobre la regulacién neuroendocrina por parte del eje REN-ANG-

ALD-AVP en caballos durante el ejercicio.
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8.2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

En este estudio, se analizaran los cambios de las concentraciones de REN, ANG y
ALD en caballos de tiro con dos estados hidroelectroliticos diferentes (con deshidratacion
hipertonica vs euhidratacion). El OBJETIVO fundamental es proporcionar informacion
sobre la actuacion del eje REN-ANG-ALD en caballos que inician el ejercicio con
estados hidricos diferentes. Ademas, los caballos se han clasificado en tres categorias,

segun su peso corporal, los cuales arrastraron 2, 2,25 y 2,5 veces su peso en un carruaje.
Como objetivos puntuales, se persiguen los siguientes:

Primer objetivo. Evaluar si los caballos con deshidratacion hipertonica poseen,

en reposo, concentraciones de REN, ANG y ALD superiores a los caballos con

euhidratacion.

Seqgundo objetivo. Describir los cambios en las concentraciones séricas de REN,

ANG y ALD en relacion a la intensidad de ejercicio y estado hidroelectrolitico en

caballos con diferentes pesos corporales y que arrastraron cargas diversas.

Tercer objetivo. Determinar si el estado hidroelectrolitico modifica la respuesta

de las hormonas REN, ANG y ALD al ejercicio, de modo que los caballos deshidratados
mostrardn un incremento superior tras el ejercicio y durante la recuperacion en

comparacion con los caballos euhidratados.

Como HIPOTESIS DE PARTIDA para este capitulo, proponemos las siguientes:

Primera hipoétesis: Que los caballos con deshidratacion hipertonica mostraran

concentraciones basales de REN, ANG y ALD significativamente superiores a los de los

caballos euhidratados.
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Sequnda_hipdtesis. Que los caballos con mayor peso corporal y que arrastran

pesos superiores, mostraran elevaciones mayores de REN, ANG y ALD Yy alteraciones

hidroelectroliticas mas evidentes en respuesta al ejercicio.

Tercera _hipotesis. Que los caballos con deshidratacion hipertdnica

experimentaran incrementos mas intensos de REN, ANG y ALD en respuesta al ejercicio

en comparacion con los caballos con euhidratacion.
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8.3. REVISION BIBLIOGRAFICA

8.3.1. GENERALIDES SOBRE EL EJE RENINA-ANGIOTENSINA-
ALDOSTERONA

La renina (REN) es una enzima proteolitica, sintetizada y almacenada en las
células del aparato yuxtaglomerular renal. Estas células actian como sensores de las
modificaciones del flujo y presion sanguineas, de las concentraciones sanguineas de Na y
Cl y de la presion arterial de oxigeno, PaO> (McKeever, 1998; Mufioz et al., 2010a). La
liberacion de REN activa un sistema en cascada, en el cual la REN actua sobre el
angiotensindgeno para formar angiotensina I, convertida posteriormente en angiotensina
Il (ANG) mediante la intervencion de la enzima conversora de la angiotensina (ECA o
ACE, angiotensin-converting enzyme) (Gomez-Diez et al., 2014; Mufioz et al., 2010a;
2016). La ECA se localiza en la mayoria de los tejidos, presentando ademas, una fraccion
libre, circulante en sangre, si bien su actividad en los pulmones es especialmente elevada
(Sisson, 2004; Otte y Spier, 2009; Mufioz et al., 2010; 2016; Gémez-Diez et al., 2014).

Los principales estimulos implicados en la liberacion de REN incluyen un
incremento en la actividad pl-adrenérgica, una reduccion en la perfusion renal y/o una
menor absorcion renal de Na por los tdbulos renales (McKeever, 1998; 2002; McKeever
y Gordon, 2004).

La ANG media la mayoria de los efectos sistémicos del eje REN-ANG-ALD
mediante la activacion de dos subtipos de receptores. Los receptores AT1 se sitlan en
vasos sanguineos, rifion, glandula adrenal, higado, corazon y cerebro (Sisson, 2004). Los
receptores AT2 son muy abundantes durante la vida fetal en el cerebro, rifidén y otras
localizaciones, si bien sus niveles decrecen durante el periodo post-natal (Wintour et al.,
1999; Verdonk et al., 2012). No obstante, existen evidencias que indican que, a pesar de
su reducida expresién en adultos, la estimulacion de los receptores AT2 da lugar a
vasodilatacion y ademas, se estimulan acciones antiproliferativas y apoptésicas en la

musculatura lisa de los vasos sanguineos. Por ello, podrian actuar inhibiendo el
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crecimiento y la remodelacion miocardica (Wintour et al., 1999; Atlas, 2007; Segervard
et al., 2015). Sin embargo, las acciones fisiol6gicas mas importantes de la ANG estan

mediadas por los receptores ATL.

La ANG es un potente vasoconstrictor y estas acciones presoras se producen de
forma directa, a través de la estimulacion del sistema nervioso simpatico (central o
periférico) y/o por la inhibicion del control parasimpatico (Lumbers, 1999; Hasser et al.,
2000). La ANG también estimula la reabsorcion de Na a nivel renal, al actuar sobre las
membranas basolateral y luminal de los tibulos proximales, el tubulo ascendente y los
tabulos colectores corticales (Atlas, 2007; Otte y Spier, 2009; Sparks et al., 2015).

Uno de los efectos de la ANG es la regulacion de la liberacion de ALD, mediante
la activacion de los receptores AT1 de la zona glomerulosa adrenal. Se ha demostrado
que la deplecion de Na regula de forma positiva los receptores para ANG, mientras que el
exceso de Na reduce los receptores en la zona glomerulosa (Atlas, 2007; Bollag, 2014).
En consecuencia, el equilibrio hidroelectrolitico se regula de este modo y la presion
vascular se mantiene mediante la accion conjunta de ANG y ALD (Sisson, 2004).
Adicionalmente, y en respuesta a un descenso del volumen plasmatico, la ANG, junto

con el sistema nervioso simpatico, da lugar a la liberacion de arginina vasopresina (AVP).

Otra accion de la ANG es su capacidad mitégena, que conduce a la produccion y
liberacion de citokinas y factores de crecimiento. La produccion del factor de crecimiento
transformador B (TGF-B), factor de crecimiento derivado de plaquetas y factor nuclear k3
conlleva a inflamacion, formacion de fibroblastos y deposicion de colageno
(Bouzegrhane y Thibault, 2002; Brewster et al., 2003; Takayanagi et al., 2015).

La ALD es un mineralocorticoide liberado por la zona glomerulosa adrenal, que
posee funciones similares a la ANG. La ALD promueve la homeostasis del K, la
activacion y agregacion plaquetaria, da lugar a vasoconstriccion, estimula la sed,
incrementa la reabsorcion de Na y esta implicada en la fibrosis y remodelacion vascular
(McKeever et al.,, 1991; 1992). La ALD se une a los receptores de los conductos

colectores corticales de la nefrona, favoreciendo la reabsorcion de Na y agua y la
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excrecion de K. Ademas, la ALD favorece la reabsorcion de Na en las glandulas
salivales, glandulas sudoriparas y colon, dando lugar a una expansién del volumen
intravascular (Lumbers, 1999; Jansson et al., 2010; Mufoz et al., 2010a; Brown, 2013).
De forma similar a la ANG, la ALD también presenta acciones mitogénicas y
profibroticas, incrementando la expresion y la produccién de TGF-B, y originando
fibrosis e inflamacion (Huang et al., 2012; Brown, 2013; Gomez-Diez et al., 2014). Tanto
la ANG como la ALD estan implicadas en la coagulacion sanguinea, a través de la
potenciacion de la produccién de plaquetas, aumentando la actividad del inhibidor-
activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) y promoviendo la agregacion y activacién de
las plaguetas (Weber, 2001; Mogielnicki et al., 2014).

Los principales inhibidores de la liberacion de ALD son la hipocalemia, la
liberacion del péptido atrial natriurético (PAN) y la dopamina, mientras que las
concentraciones plasmaticas de Na parecen no tener un efecto directo claro sobre la ALD,
al menos en caballos en ejercicio, si bien estos datos derivan de solo 2 articulos
(McKeever et al., 1991; 1992). La dopamina posee un efecto inhibidor directo sobre la
ALD, al reducir la respuesta adrenal a la administracion exdgena de ANG. Por otro lado,
el PAN, producido por los miocitos atriales, en respuesta a una dilatacion auricular y a la
taquicardia, inhibe la secrecion de REN y bloquea la accion de la ANG sobre la secrecion
de ALD (Lumbers, 1999; Porzionato et al., 2010).

La AVP, también conocida como hormona antidiurética o ADH, se sintetiza en el
interior de los nucleos paraventricular y supradptico del hipotdlamo y se almacena en el
I6bulo caudal de la hipofisis, para su posterior liberacion hacia el torrente sanguineo
(McKeever, 1998; 2002; Mutlu y Factor, 2004; Mufioz et al., 2010a,b; 2011). Sus
acciones principales son: la reabsorcion de agua en los tabulos colectores renales y la
vasoconstriccion del muasculo vascular liso. Ademas, posee efectos inotropicos positivos
leves sobre el corazdn (McKeever, 1998; Mutlu y Factor, 2004; Sisson, 2004; Wong et
al., 2008; Mufioz et al., 2010a,b; 2011).
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8.3.2. CONCENTRACIONES SERICAS DE RENINA, ANGIOTENSINA Y
ALDOSTERONA EN RESPUESTA ADIFERENTES TIPOS DE EJERCICIO EN
EL CABALLO

8.3.2.1. CONCENTRACION-ACTIVIDAD RENINA EN CABALLOS EN
EJERCICIO

Como se ha citado con anterioridad, la REN es una hormona producida por el
aparato yuxtaglomerular renal en respuesta a diversos estimulos, como por ejemplo, la
hipoxia captada por las células situadas en la vasculatura de la matriz renal (Zambraski et
al., 1984; Claybaugh et al., 1986). Se trata de la sustancia activadora de la cascada REN-
ANG-ALD, con un potencial importante de alterar la presion sanguinea, volumen y
tonicidad (McKeever, 1998; Mufioz et al., 2010a,b).

Durante el ejercicio, la actividad REN se considera una medida indirecta de la
tasa de produccion de la angiotensina | (Wade et al., 1989; Wade y Freund, 1990;
Zambraski, 1990; McKeever et al., 1992). Como se ha indicado antes, la angiotensina | y
Il son potentes vasoconstrictores, que intervienen en el control de la presion arterial y del
flujo sanguineo durante el ejercicio (Wade et al., 1989; Wade y Freund, 1990; Zambraski,
1990). Inmediatamente tras el ejercicio, la REN actua de forma directa sobre la funcion
renal y la ANG estimula la sed, alterando el equilibrio hidroelectrolitico post-esfuerzo
(Claybaugh et al., 1986; Wade et al., 1989; Wade y Freund, 1990; Convertino, 1991,
McKeever et al., 1992).

Los principales estimulos que condicionan el aumento de la actividad REN
durante el ejercicio son la estimulacion del nervio renal, a través del sistema nervioso
simpatico, los cambios en el flujo y presion renal asociados a la funcion yuxtaglomerular
y las modificaciones en las concentraciones de Na y Cl en el aparato yuxtaglomerular
renal (Zambraski et al., 1984; Wade et al.., 1989; Wade y Freund, 1990).

Diversas investigaciones han cuantificado la actividad o la concentracion REN en

caballos en reposo y tras diferentes tipos de ejercicios (Guthrie et al., 1980; 1982,
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McKeever et al., 1991; 1992; Cooley et al., 1994; McKeever, 1998; 2002; Mufoz et al.,
2010b,c). Se ha encontrado una correlacion lineal entre intensidad (y duracion) del
ejercicio y el aumento en REN y frecuencia cardiaca (FC) en caballos durante un
ejercicio de intensidad progresiva en cinta rodante. Por encima de 9 m/s, la FC y la REN
alcanzaron un “plateau” o estado constante, de modo que no experimentaron un
incremento adicional al pasar a 10 m/s (McKeever et al., 1992). En investigaciones
precedentes, la actividad REN aument6 desde 1,9+1,0 ng/ml/h en reposo hasta un
méaximo de 5,2+1,0 ng/ml/h a 9 m/s (McKeever et al., 1992). El estado constante de la FC
y de la actividad REN sugiere que el incremento en REN durante este tipo de ejercicio en
el caballo resulta del predominio simpatico. De hecho, en otras especies, se ha visto una
correlacion entre la actividad REN y la actividad simpética del nervio renal (Wade y
Freund, 1990; Zambraski, 1990).

Durante un ejercicio submaximo de intensidad constante, el principal factor que
condiciona un incremento inicial de la actividad REN en el caballo fue, igualmente, el
predominio de la actividad simpética (Wade et al., 1989; Wade y Freund, 1990;
McKeever et al., 1991). Sin embargo, se aprecio una segunda elevacion a los 40 min de
ejercicio, posiblemente asociada al descenso de la cloremia. La concentracion de Na

durante este estudio permanecio constante (McKeever et al., 1991).

Mas recientemente, se ha analizado la evolucidn de la concentracion de REN
durante un ejercicio de resistencia (Mufioz et al., 2010c). Se encontré que las
concentraciones de REN no se modificaron de forma significativa, ni en caballos que
cubrieron una distancia de 91 km en un dia, ni cuando recorrieron 166 km en 2 dias, 83
km/dia. Quiza la diferencia con los otros estudios es que, en este caso, se midio la
concentracion REN, mientras que las investigaciones anteriores determinaron la actividad
REN. No obstante, se considera que tanto la actividad como la concentracion son medios
vélidos de medir la REN y que se ven influidos por los mismos factores (Sealey y Laragh,
1990; McKeever et al., 1991). Ademas, Mufioz et al. (2010c) documentaron un descenso
de la cloremia y de la natremia, sin existir correlaciones significativas con la

concentracion REN. Una posible hipotesis que justificaria estos resultados es que, los
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caballos recibieron suplementacion electrolitica muy variada y no estandarizada durante

las competiciones (Mufioz et al., 2010).

8.3.2.2. CONCENTRACION DE ANGIOTENSINA EN CABALLOS EN
EJERCICIO

Se acepta que, funcionalmente, un incremento en REN durante el ejercicio eleva
la concentracion de ANG en sangre (Wade et al., 1989; Wade y Freund, 1990; McKeever
et al., 1991; 1992; Mufioz et al., 2010c; Williams et al., 2013). Los estudios que han
cuantificado la concentracion de ANG en respuesta a un ejercicio son escasos en el
caballo. Mufioz et al. (2010c) midieron la concentracion de ANG en caballos de
resistencia, encontrando un aumento significativo en respuesta al ejercicio prolongado,
posiblemente en respuesta a un estado hidrico comprometido. De hecho, se describieron
correlaciones significativas entre la concentracion de ANG y diversos marcadores de
estado hidroelectrolitico, tales como HTO, proteinas séricas totales, ALB, urea (BUN) y
creatinina (CREAT) (Mufioz et al., 2010c). Ademas, los caballos que fueron eliminados
por extenuacion, con un estado hidroelectrolitico mas comprometido y que en algunos
casos, requirieron tratamiento médico, mostraron concentraciones de ANG mas elevadas.
No obstante, el aumento de ANG en este grupo de animales extenuados no fue tan
marcado como el que se observo para otras hormonas, como ALD o AVP (Mufioz et al.,
2010c).

8.3.2.3. CONCENTRACION DE ALDOSTERONA EN CABALLOS EN
EJERCICIO

La ALD es una hormona esencial en la regulacion de la homeostasis electrolitica,
particularmente del Na y CI (Thornton, 1985; Willmore y Costill, 1994; McKeever y
Hinchcliff, 1995; McKeever, 1998; 2002). Se conoce que la ALD actta a nivel renal,

promoviendo la reabsorcion de Na y Cl y la excrecion de K (Willmore y Costill, 1994;
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McKeever, 1998; Muiioz et al., 2007; 2010c; Jansson et al., 2010). También interviene en
el intestino, mas concretamente en el colon, para facilitar la absorcion de electrolitos y
agua (McKeever y Hinchcliff, 1995; McKeever, 1998; McKeever y Gordon, 2004). La
liberacion de ALD se ve estimulada por el descenso de la natremia o por el incremento de
H, calemia, liberacion de la hormona adrenocorticotropa (ACHT) y/o aumento de REN.
No obstante, el estimulo mas importante parece ser las variaciones en la calemia
(McKeever, 1998; Odpik et al., 2010).

Varios estudios han intentado elucidar cual/es son los estimulos principales que
dan lugar a la liberacion de ALD en caballos en ejercicio (Guthrie et al., 1980; 1982;
McKeever et al., 1992; Cooley et al., 1994; McKeever, 1998; 2002). Parece ser que, en el
caballo, los factores condicionantes del aumento de ALD durante la actividad fisica son
la hipercalemia y el aumento de REN. En el trabajo de McKeever et al. (1991), se
sometio a los caballos a un ejercicio de intensidad submaxima de 1 h de duracion, y se
detectd que la elevacion de la concentracion de ALD era paralela al aumento de REN, si
bien la magnitud de los cambios en ambas hormonas fue diferente. La REN se elevé un
66%, mientras que la ALD aumentd un 709%. Estos autores concluyeron que, debian
intervenir otros factores, ademas de la REN en la liberacién de ALD. Ademas, vieron que
un aumento de tan solo 0,3 mmol/l de K fue suficiente para inducir una liberacion de
ALD, independientemente de la intervencion de la cascada REN-ANG-ALD,
posiblemente a través de la conversién del colesterol en pregnenolona o un eslabén
posterior en la cadena de biosintesis (Sealey y Laragh, 1990). Estos datos son
consistentes con los elevados requerimientos homeostaticos del caballo de deporte,
animal en el que la alteracidn electrolitica mas importante es la variacion en la calemia
(Masri et al., 1990; McKeever et al., 1992; Mufioz et al., 2003).

La correlacion entre la concentracion sérica de ALD y la intensidad de ejercicio se
ha descrito en caballos en cinta rodante o treadmill, encontrandose un incremento desde
20-50 pg/ml en reposo hasta casi 200 pg/ml, a una velocidad de 10 m/s (McKeever et al.,

1992; Kokkonen et al., 2002). Si bien parece existir una relacion lineal entre la evolucion
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de las concentraciones circulantes de ALD vy la intensidad de esfuerzo, no se consigue un

estado constante o “plateau” en las concentraciones de esta hormona.

La ALD también se ha estudiado en caballos de resistencia (Michaux et al., 1987;
Schott et al., 1997; Martinez et al., 2000; Mufioz et al., 2010c). Michaux et al. (1987)
describieron un aumento progresivo de ALD hasta alcanzar unos valores aproximados de
200 pg/ml durante un raid de 100 km. Schott et al. (1997) hallaron que la concentracién
de ALD en caballos de raid, sobre distancias de 80 km, mostr6 una tendencia no
significativa hacia valores mas elevados en los caballos méas veloces (330£91 pg/ml) en
comparacion con los menos veloces (127+28 pg/ml). A pesar de que esta diferencia no
alcanzé la significacion estadistica, se encontrd una correlacion positiva entre velocidad y
ALD. Ademas, las elevaciones més intensas se vieron en los caballos con extenuacion y
flutter o aleteo diafragmatico sincronico. Estos caballos mostraron concentraciones

medias de ALD post-esfuerzo de 1050 y 438 pg/ml respectivamente.

Con posterioridad, Martinez et al. (2000) asociaron la elevacion en la
concentracion de ALD durante una prueba de 80 Km con la hipercalemia y con una ligera
acidosis metabolica, ya que la concentracion de Na no experimentd variaciones
significativas. Mas recientemente, Mufioz et al. (2010c) documentaron que no existia una
correlacion significativa entre las concentraciones de K y ALD en caballos de raid. Se
sugirié que, esta circunstancia estaba asociada a que el K es un ion intracelular y su
concentracion en sangre depende del tiempo transcurrido desde el cese del ejercicio y la
extraccién de la muestra de sangre, asi como de la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa
en las fibras musculares (Hess et al.,2005; 2006). Segln los datos derivados de la
investigacion de Mufioz et al. (2007; 2010c), los principales determinantes de la
liberacion de ALD en caballos de raid fueron la reduccion de la natremia y la activacion
de la cascada REN-ANG-ALD. Al contrario que lo documentado por Schott et al. (1997),
Mufioz et al. (2010c) no encontraron diferencias significativas en la concentracion de

ALD entre caballos con una mayor y menor velocidad en competicion.

Un hallazgo interesante en algunos estudios que la concentracion de ALD persiste

elevada durante la noche posterior a la competicion (Schott et al., 1997; Mufioz et
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al.,2010c). Esta circunstancia podria ser beneficiosa, al mejorar la conservacion renal de
agua y de Na y la reabsorcién digestiva de electrolitos, contribuyendo a la expansion de
la volemia y a una recuperacion mas rapida de un estado de euhidratacion (Convertino,
1991; Hyyppa et al., 1996; Schott et al., 1997; Kokkonen et al., 2002; Nyman et al.,
2002).

8.3.3. VARIACIONES ELECTROLITICAS DEL CABALLO DURANTE EL
EJERCICIO

Los electrolitos Na, K y CI poseen unas acciones bioldgicas esenciales, al
intervenir en la conduccidn nerviosa, contraccion muscular, regulacién del equilibrio
hidrico y &cido-basico, mantenimiento de la volemia..., por lo que sus concentraciones
plasmaticas suelen estar sometidos a una regulacion estricta (Stockham, 1995; Mufioz et
al., 2006a,b). Los valores de referencia para équidos son los siguientes: Na, 133-136
mmol/l, K, 3,6-4,5 mmol/l y CI, 98,4-101 mmol/l (Stockham, 1995; Sloet van
Oldruitenborgh-Oosterbaan, 1999; Mufioz et al., 2006b).

8.3.3.1. VARIACIONES DE LA NATREMIA DURANTE EL EJERCICIO EN EL
CABALLO

La natremia es un reflejo de las variaciones en el contenido en agua, de modo que
una pérdida relativa de agua condiciona hipernatremia y por el contrario, un exceso
relativo de agua, una hiponatremia. El Na es el cation extracelular mas abundante y es el
determinante de la osmolalidad plasmaética y del volumen del compartimento extracelular
(Stockham, 1995).

Los ejercicios de intensidad elevada o media y de duracion corta, como las
carreras de velocidad o el concurso de salto, generalmente provocan hipernatremia,

derivada de los cambios intercompartimentales de fluidos, sobre todo hipotonicos, por el
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aumento de la presion intravascular al inicio del ejercicio y por el déficit relativo de agua
(Art et al., 1990; Muiioz et al., 2006a,b). Aunque los caballos de resistencia pueden
presentar hipernatremia, lo mas habitual es hallar una normonatremia o hiponatremia,
segun el estado fisico del caballo y condiciones de la carrera (velocidad, duracion, tipo de
suelo, pendientes, condiciones ambientales...). La hiponatremia se debe a la eliminacion
de sudor, de caracteristicas hipertonicas en los équidos, con pérdida de este electrolito
(Mufioz et al., 2006a,b).

8.3.3.2. VARIACIONES DE LA CALEMIA DURANTE EL EJERCICIO EN EL
CABALLO

El K es un electrolito importante para mantener una funcionalidad correcta de
numerosas funciones corporales, sobre todo de la actividad neuromuscular. El caballo, al
ser herbivoro, ingiere grandes cantidades de K con la dieta, eliminando aproximadamente
2/3 de dicho K con la orina (Stockham, 1995). Es un i6n intracelular, de modo que solo
un 2% de su contenido total se encuentra en el espacio extracelular. Por este motivo, la
calemia no es representativa del estado del K del organismo (Mufioz et al., 2003; 2006b).
Por otro lado, la calemia esta parcialmente supeditada al estado acido-basico, elevandose
en acidosis metabdlica y descendiendo en alcalosis metabdlica (Mufioz et al., 2006b;
McGowan, 2008).

Este electrolito alcanza una gran importancia en el ejercicio, debido a su
asociacion con la fatiga muscular, por alteraciones en los procesos de excitacién de
membrana y acumulacion de K en el espacio intersticial fibrilar o en el sistema tubular
transverso (Harris y Snow, 1992; Mufioz et al., 2003; Hess et al., 2006). A estos efectos,
hay que afadir la influencia sobre otros érganos vitales, como el corazén, donde produce
un efecto negativo sobre la contraccion miocardica, o sobre el rifion, conduciendo a una
insuficiencia renal aguda (Messer, 1995; Stockham, 1995; Hesselkilde et al., 2014;
Mullen et al., 2014).
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La calemia durante un ejercicio resulta de la combinacion de los siguientes
factores: 1) Liberacion de K desde el interior de las fibras musculares activas, en cada
potencial de accion, segin la masa muscular; 2) Capacidad de recaptura del K
previamente expulsado del interior celular, dependiente del nimero de bombas Na*™-K* y
de la tipologia fibrilar; 3) Perfusion muscular y distribucion del K entre los diversos
tejidos; 4) Hemoconcentracion con pérdidas por sudoracion y/o movimientos

intercompartimentales de fluidos (Mufioz et al., 2003; 2006b; Hess et al., 2006).

Durante un ejercicio de intensidad incremental, existe un aumento progresivo de
la calemia, con una concentracion méaxima al final del esfuerzo (Harris y Snow, 1992).
Dentro de cada escaldn de esfuerzo, la calemia experimenta una elevacion inicial durante
los 1,5 minutos, una meseta 0 mantenimiento de las concentraciones, seguida de una
declinacion posterior (Harris y Snow, 1992). La meseta parece ser un reflejo de equilibrio
entre la liberacidn desde la fibra en contraccion y captura por parte de las fibras inactivas
(Schott et al., 2002). De igual modo, un ejercicio maximo o supramaximo conduce a

hipercalemia (Harris y Snow, 1988; Bayly et al., 2006; Meyer et al., 2010).

El K experimenta un incremento ligero al inicio de un ejercicio de resistencia,
generalmente hasta los 60 km de distancia. A partir de este momento se inicia una
tendencia hacia el descenso, si bien parece ser que esto depende de la velocidad de
ejercicio (Hess et al., 2005; 2006; Nostell et al., 2006). EI aumento inicial se asocia a la
contraccion miofibrilar. Cuando los mecanismos de termorregulacion se ponen en
funcionamiento, el K se elimina por sudor, si bien los niveles sanguineos se mantienen
constantes a expensas de la salida del compartimento intracelular (Snow et al., 1982;
Hess et al., 2005; Viu et al., 2010). Por otro lado, el descenso de K en los ejercicios de
resistencia parece deberse a la alcalosis metabdlica, que promueve la entrada de K hacia
el interior de las células (Rose, 1982), mientras que la liberacion de cortisol (C) por el
ejercicio sostenido acelera la pérdida de K por orina y sudor (Mansmann et al., 1974;
Smith y Wagner, 1985).
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8.3.3.3. VARIACIONES DE LA CLOREMIA DURANTE EL EJERCICIO EN EL
CABALLO

El Cl es el principal anion del espacio extracelular, con altas concentraciones en
sudor. La principal entrada de Cl en el organismo es la dieta, fundamentalmente a partir
del consumo de leguminosas, excretandose a nivel renal (Groenendyk et al., 1988;
Mufioz et al., 2006b). En caballos de deporte, el hallazgo mas comin en cuanto a este
electrolito, es la hipocloremia, debido a la sudoracion (Sloet van Oldruitenborgh-
Oosterbaan, 1999; Mufioz et al., 2006b).

Los ejercicios intensos, pero de corta duracion, se acompafian de normocloremia o
hipercloremia, debido a los cambios intercompartimentales de fluidos por el aumento de
presion hidrostatica tras la esplenocontraccion y agravada por la acidosis metabdlica por

produccién de acido lactico (LA) (Williamson et al., 1996; Carlson y Jones, 1999).

El descenso de las concentraciones de Cl en el transcurso de una competicion de
resistencia es una variacion electrolitica bastante frecuente, describiéndose descensos de
hasta 15 mmol/l (Snow et al., 1982; Mufioz et al., 2006b; Schott et al., 2006; Mufioz et
al., 2010b,c; Viu et al., 2010). La reduccién de la concentracion de Cl se debe, en primer
lugar, a la elevada composicién de Cl en el sudor y en segundo lugar, la alcalosis
metabolica, con incrementos significativos de bicarbonato en sangre como compensacion
anionica (Barton et al., 2003; Mufioz et al., 2006a,b, 2010; Fielding et al., 2009; Viu et
al., 2010). Se ha descrito que las temperaturas ambientales elevadas y las velocidades de
ejercicio altas favorecen la pérdida de Cl en sudor. Asimismo, existe una correlacion

positiva entre descenso de la cloremia y distancia cubierta (Ecker y Lindinger, 1995).
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8.4. MATERIAL Y METODOS

8.4.1. CABALLOS

En este primer estudio, se han introducido un total de 64 caballos adultos, machos
(tanto enteros como castrados), con edades comprendidas entre los 5 y 16 afios (media £
desviacion estandar, DS: 9,75+4,21 afios), que compitieron en pruebas de tiro y arrastre.
Los caballos fueron clasificados en los grupos DH o deshidratado (n=53), los cuales
compitieron en pruebas federadas por la Federacién Hipica de la Comunidad Valenciana.
Para mantener su peso corporal dentro de la variacion permitida por la Federacion, como
se ha explicado en el apartado 6.2., los caballos permanecieron sin comer un tiempo
medio de 15,0+4,2 h y sin beber un tiempo medio de 10,0+3,3 h, previamente a la
competicién. Se ha demostrado que los caballos pueden tolerar hasta 72 hrs sin consumo
de agua, seguidas de una rehidratacion voluntaria, sin presentar efectos secundarios
(Sneddon, 1993; Sneddon et al., 1993; Houpt et al., 2000). EI segundo grupo, control o
euhidratado (CTR) estuvo formado por 11 caballos, que hicieron el ejercicio sin

restriccion de agua y comida.

8.4.2. COMPETICIONES DE TIRO Y ARRASTRE (GRUPO DH)
Las caracteristicas de estas competiciones se han descrito en el apartado 6.2.

Segun la categoria de peso, los animales del grupo DH para el estudio I, se
dividieron en tres categorias: categoria | (peso inferior o igual a 350 kg; n=23), 1l (peso
comprendido entre 351 y 450 kg; n=18) y Il (peso superior o igual a 451 kg; n=12).
Cada caballo arrastré un carro tradicional, cargado con 2 (categoria 1), 2,25 (categoria 1)

0 2,5 (categoria I1) su peso.

Las caracteristicas de los animales del grupo DH se muestran en la tabla 1. En esta
misma tabla se presenta, ademas, la duracion del ejercicio realizado por cada categoria de

peso.
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Tabla 1. Valores medios (xDS) y valores minimos y maximos (entre paréntesis) de la edad, peso,
carga arrastrada y tiempo de ejercicio de los caballos del grupo DH

ejercicio (min)

(0,360-4,950)

(0,380-4,080)

Categoria | Categoria Il Categoria Il
N 23 18 12
Edad (afios) 8,455+3,053 9,083+3,416 9,909+5,374
(5-14) (4-16) (5-14)

Peso (kg) 288,4+37,57 399,2+26,11 515,9+46,79

(193-344) (360-440) (460-600)
Carga (kg) 602,5£113,0 884,5+144,5 1286,4+103,1
(388-688) (810-990) (1150-1500)
Tiempo de 1,091+1,271 1,461+1,001 1,202+0,943

(0,350-4,997)

8.4.3. EJERCICIO EN EL GRUPO CONTROL (GRUPO CTR)

Las caracteristicas del ejercicio realizado por los caballos euhidratados (n=11),

introducidos dentro del grupo control o CTR se describen en el apartado 6.3. Estos

animales no fueron sometidos a restriccion de agua y comida. La comida de estos

animales consistio en una fuente de concentrado comercial y heno, en cantidades

variables segun el propietario y el peso corporal. El ejercicio se efectud, al menos, 3 hrs

después de comer. El agua fue proporcionada “ad libitum”.

El nimero de animales del grupo CTR pertenecientes a las tres categorias de peso

fue la siguiente: categoria | (n=3), categoria Il (n=3) y categoria Il (n=5). Las

caracteristicas de los caballos de este grupo se presentan en la tabla 2, incluyendo la

duracion del ejercicio que realizaron.
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Tabla 2. Valores medios (+DS) y valores minimos y maximos (entre paréntesis) de la edad, peso,
carga arrastrada y tiempo de ejercicio de los caballos del grupo CTR
Categoria | Categoria Il Categoria Ill
N 3 3 5
Edad (afios) 12,331,283 8,333+0,485 7,200+1,186
(10-14) (7-9) (5-8)
Peso (kg) 283,3+33,95 396,7+37,89 586,0+67,34
(260-330) (350-440) (470-700)
Carga (kg) 545,5+100,3 870,6+£122,8 1223+120,7
(520-660) (787,5-900) (1175-1750)
Tiempo de 1,210+0,897 1,345%0,998 1,530%0,678
ejercicio (min) (0,380-3,450) (0,430-4,320) (0,440-4,987)

8.4.4. EXTRACCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

Se siguid un procedimiento comdn para la extraccion y procesamiento de las

muestras sanguineas, como se describe en el apartado 6.4.

8.4.5. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

En este estudio, se han determinado los siguientes parametros: valor
microhematdcrito (HTO, %), concentraciones plasmaticas de sodio (Na, mmol/l), potasio
(K, mmol/l), cloro (Cl, mmol/l), aloimina (ALB, g/dl) y lactato (LA, mmol/l), y
concentraciones séricas de renina (REN (pg/ml), angiotensina Il (ANG, ng/ml) vy

aldosterona (ALD, pg/ml).

El valor microhematocrito, HTO, fue medido mediante una centrifuga de
microhematdcrito®. Las concentraciones plasmaticas de Na, K y Cl se cuantificaron con

un analizador con electrodos selectivos para los tres iones’. Estas mediciones se basaron

® Centrifuga de microhematdcrito Orto-Alresa®, modelo Biocen, Espafia
" Analizador selectivo de electrolitos, Idexx®, modelo Vetlyte, USA.
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en la comparacion entre la muestra y un electrodo de referencia con concentraciones

conocidas de los citados electrolitos.

Los dos pardmetros bioquimicos analizados en este primer estudio, ALB y LA se
cuantificaron en plasma heparinizado, con un espectrofotometro®, usando reactivos
especificos®. La concentracion de ALB se midié mediante la reaccion con el verde de
bromocresol, con la formacién de un compuesto coloreado (Doumas et al., 1971). La
concentracion plasmatica de LA se determin6 mediante un método enzimatico, basado en
la oxidacion del LA de la muestra hacia piruvato por la accion de la enzima lactato
oxidasa. Posteriormente, por la intervencion de una peroxidasa, se produce un producto
de color parpura, de modo que la intensidad del color fue proporcional a la concentracion
de LA (Shimojo et al., 1989).

La concentracion de REN se cuantifico mediante una técnica inmunorradiométrica
sandwich para la deteccion de REN activa en suero. Se usaron tubos de poliestireno
cubiertos con anticuerpo policlonal anti-REN producido en conejo® y el anticuerpo
secundario marcado con 1-125%, Esta técnica presentd una elevada especificada para la
REN, con un porcentaje de recuperacion del 95-10%. Se han descrito reacciones cruzadas
del primer anticuerpo policlonal y del segundo anticuerpo marcado con 1-125 con la pro-
renina (3 y 1,8% respectivamente). La sensibilidad de esta técnica fue de 1 pg/ml. Los
coeficientes de variacién intra-analisis e inter-analisis fueron inferiores a 5 y 15%

respectivamente.

La concentraciéon de ANG (ng/ml) se cuantificO mediante un inmuno-analisis
enzimatico ELISA de competicion, basado en el sistema biotina- estreptavidina —

peroxidasa. Se usaron placas de ELISA recubiertas con el anticuerpo secundario®?, el

8Espectrofotdmetro RAL®, modelo Clima M5-15, Sant Joan Desof, Barcelona, Espaiia

Reactivos RAL®, Sant Joan Desof, Barcelona, Espafia

Tubos de poliestireno recubiertos con anticuerpo policlonal anti-renina, Biogénesis Morphosys 7929-
9930, Cergy Saint-Cristophe, Francia

1 Anticuerpo secundario marcado con 1-125, DRG Diagnostics, Marburgh/Lahn, Alemania

’Placas de ELISA EK-plate con anticuerpo para ANG, Phoenix Pharmaceuticals Inc®, Belmount,
California, USA
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anticuerpo primario®3, la ANG biotinilada’* y el conjugado estreptavidina — peroxidasa®®.
Este procedimiento analitico mostré una especificidad elevada para la ANG, con un
porcentaje de recuperacion del 98,5%. La sensibilidad fue de 100 pg/ml y los coeficientes
de variacion intra-andlisis e inter-analisis fueron menores del 5 y del 14%

respectivamente.

La concentracion de ALD (pg/ml) se cuantificO mediante un ELISA de
competicion, usando el anticuerpo policlonal AD97 y el conjugado ALD 3CMO-HRPY.
Esta prueba tiene una especificidad elevada para la ALD, con porcentajes de recuperacion
del 97,6%. No obstante, muestra reacciones cruzadas con anticuerpos policlonales de 11-
deoxicorticosterona (1,1%) y cortisona, corticosterona, 11-deoxicortisol y 21-
deoxicortisol, menos de 0,1% para estos Ultimos. La sensibilidad de la técnica fue de 15
pg/ml. Los coeficientes de variacion intra-analisis e inter-analisis quedaron comprendidos

entre 4,7-6,4 y 8,5-9,6, respectivamente.

8.4.6. ESTUDIO ESTADISTICO

Los datos se presentan como media * desviacion estandar, DS. La normalidad de
las variables analizadas se comprobd mediante un test de Shapiro-Wilk y la
homocedasticidad de la varianza con un test de Levene. Seguidamente, se realiz6 un test
multivariante, considerando tres factores: grupo de caballos (DH y CTR), categoria de
peso (I, I1'y 1) y tiempo de toma de muestras (R, E, 5SREC, 10REC, 15REC y 30REC).

Las diferencias entre las tres categorias de peso (I, Il y 111) dentro de cada grupo

(DH y CTR) vy las diferencias entre grupos para cada categoria de peso se evaluaron

BAnticuerpo policlonal anti-ANG-11, RAB 002-12, Phoenix Pharmaceuticals Inc®, Belmount, California,
USA

14ANG-II biotinalada, Phoenix Pharmaceuticals Inc. ®, Belmount, California, USA

15Conjugado estreptavidina-peroxidasa, EK-SA-HRP, Phoenix Pharmaceuticals Inc.®, Belmount,
California, USA.

BAnticuerpo policlonal AD97, Laboratorio de Endocrinologia del Departamento de Fisiologia de la
Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Espafia.

o Conjugado ALD 3CMO-HRP, Laboratorio de Endocrinologia del Departamento de Fisiologia de
la Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Espafia
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mediante un analisis ANOVA para muestras independientes. El efecto del tiempo de
toma de muestra se analizO mediante un test ANOVA para muestras repetidas.
Seguidamente, se llevo a cabo un test de comparacion de medias (post-hoc comparison of
means) para determinar entre qué tiempos de toma de muestra existian diferencias.
Finalmente, se efectud un analisis de correlacion entre las diversas variables analizadas,

mediante una correlacién lineal (Pearson product-moment correlation).

El nivel de significacion se estableci6 a nivel de p<0,05. El estudio estadistico se

ha realizado con un programa estadistico*®,

18 Statistica for Windows, v. 10.0, Statsoft®, USA
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8.5. RESULTADOS

La seccion de resultados se ha dividido en cuatro apartados. En primer lugar, se
mostraran los resultados del analisis multivariante, seguidamente se presentaran los datos
relativos a la influencia de la categoria de peso (I, 11y I11) para los dos grupos de caballos
estudiados (DH y CTR) en los diversos tiempos de toma de muestras sanguineas (R, E,
5REC, 10REC, 15REC y 30REC). Seguidamente, se indicaran los datos derivados del
analisis comparativo para ambos grupos de caballos (DH y CTR) y para concluir, se

detallaran los resultados del analisis de correlacion entre las diversas variables analizadas.

8.5.1. RESULTADOS DEL ANALISIS MULTIVARIANTE

La tabla 3 muestra los resultados del analisis multivariante. Como se puede
apreciar, el grupo de caballo, en funcion del estado hidrico y el tiempo en el que se
extrajeron las muestras, influyeron la mayoria de las variables estudiadas. Asi, existieron
diferencias entre grupos de caballos (CTR y DH) en HTO, ALB, LA, Na, K, Cl, ANG y
ALD. La categoria de peso (I, Il y II1) solo influenci6 a la concentracion sérica de ALD.
Finalmente, se apreciaron diferencias en HTO, ALB, LA, Na, K y CI al comparar el

tiempo de extraccion de las muestras (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados del analisis multivariante (valores Fy probabilidad p) y de los efectos de los tres
factores principales (grupo de caballo, categoria de peso y tiempo de extraccion de las muestras
sanguineas). P<0,05
Grupo Categoria de peso?° Tiempo de extraccion de
caballo®® muestras?!
HTO F=64,32 F=2,430 F=128,6
p= 0,000 p= 0,089 p= 0,000
ALB F=353,2 F=2,030 F=30,03
p= 0,000 p=0,133 p= 0,000
LA F=228,2 F=0,501 F=1755
p= 0,000 p= 0,606 p= 0,000
Na F=339,4 F=0,400 F=72,70
p= 0,000 p= 0,670 p= 0,000
K F=32,31 F=2,120 F=50,44
p= 0,000 p=0,121 p= 0,000
Cl F=76,60 F=2,120 F= 34,60
p= 0,000 p= 0,127 p= 0,000
REN F=1,230 F=2.110 F=3,210
p=0,230 p=0,324 p=0,430
ANG F=62,41 F=10,140 F=5,990
p= 0,000 p= 0,870 p= 0,000
ALD F=43,19 F=17,81 F=0,235
p= 0,000 p= 0,000 p=1,375
19 DH vs. CRT
20 Ly
2 R, E, 5SREC, 10REC, 15REC y 30REC
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8.5.2. EFECTO DE LA CATEGORIA DE PESO Y DEL TIEMPO DE
EXTRACCION DE MUESTRAS EN EL GRUPO DH

En este apartado, vamos a evaluar la influencia de la clasificacion de los caballos
en grupo de peso (que tiraron de diferente carga durante el ejercicio) del grupo DH en los
diversos tiempos de toma de muestras. Estos resultados se presentan en figuras

independientes para cada una de las variables (figuras 1 a 10).

Hemos observado que, la categoria de peso, no influye muy intensamente en la
adaptacion de estos animales al ejercicio de tiro y arrastre, a pesar de arrastrar diferente
carga. Asi, hemos encontrado que, en reposo (tiempo R), los caballos de la categoria de
peso | tuvieron concentraciones de LA significativamente superiores a los de la categoria
I11. Por otro lado, al concluir el ejercicio (tiempo E), los caballos de la categoria de peso
Il tuvieron HTO significativamente inferiores a los de la categoria 1. Durante los diversos
tiempos de recuperacion, no se vieron diferencias significativas entre las tres categorias

de peso.

El ejercicio, sin embargo, si afectd de forma significativa a la mayor parte de las
variables analizadas (HTO, ALB, LA, Na, K y CI). La ANG se vio afectada por el
ejercicio solo en las categorias de peso | y Ill, mientras que la REN y la ALD no se
modificaron con el ejercicio en ninguna de las tres categorias de peso. Las diferencias
asociadas al ejercicio para cada categoria de peso se han identificado con el tiempo de
obtencion de muestra con el cual se han observado tales diferencias y la categoria de peso

(por ejemplo, R-1, diferencias con los valores de reposo para la categoria de peso I).

EI HTO aumentd en el tiempo E en comparacion R en las tres categorias. A los 15
min de recuperacion, ya no se apreciaron diferencias con R, como se muestra en la figura
1.
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Figura 1. Valor hematécrito (%) en
caballos de tiro y arrastre del grupo
DH durante una competicidn, en
funcion de la categoria de peso (#:
diferencias entre categorias 1 y II; R:

diferencias con reposo). P<0,05.

La concentracion de ALB aument6 de forma significativa en el ejercicio en las

categorias de peso | y Ill, pero no en la Il, como indica la figura 2. No se hallaron

diferencias entre las 3 categorias de peso.
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Figura 2. Concentracién
plasmatica de albimina (mg/dl)
en caballos de tiro y arrastre del
grupo DH  durante  una
competicion, en funciéon de la
categoria de peso (R: diferencias

con reposo). P<0,05.

86



Eje renina-angiotensina-aldosterona, cociente cortisol/testosterona
en caballos de tiro y arrastre euhidratados y deshidratados

La concentracion de LA aumento con el ejercicio en las 3 categorias de peso en

los caballos DH. Ademas, en reposo (R) los animales de la categoria | tuvieron una

concentracion de LA superior a los de la categoria Ill. No se apreciaron diferencias

significativas entre las 3 categorias de peso en los restantes tiempos de muestreo (Figura

3). Las concentraciones de LA permanecieron significativamente elevadas hasta los

30REC. Por tanto, no se observé una recuperacion de este parametro en los caballos DH,

independientemente de la categoria de peso.
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N
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Tiempo de extraccién de muestras

Figura 3. Concentracion
plasmatica de lactato (mmol/l) en
caballos de tiro y arrastre del
grupo DH durante una
competicién, en funcion de la
categoria de peso (&: diferencias
entre categorias | y II; R:

diferencias con reposo). P<0,05.

La concentracion de Na aumentd a consecuencia del ejercicio, y permanecié con

valores superiores a los basales hasta los 10 min (LOREC) para las categorias de peso | y

Il 'y hasta los 15 min de recuperacion (15REC) para la categoria I1l. No se apreciaron

diferencias significativas entre las 3 categorias de peso (Figura 4).

87



Elena Tofé Povedano

164

—%— Categorial
160 —4— Categoriall

—4— Categorialll
156

152

148

Sodio (mmol/l)

144

140

136

R E 5REC 10REC 15REC  30REC

Tiempo de extraccién de muestras

Figura 4, Concentracion
plasmatica de sodio (mmol/l) en
caballos de tiro y arrastre del
grupo DH durante  una
competiciéon, en funcion de la
categoria de peso (R: diferencias

con reposo). P<0,05.

La concentracién de K aument6 con el ejercicio en las tres categorias de peso del

grupo DH, permaneciendo significativamente elevada hasta los 5 min (5REC) para la

categoria Il y hasta los 10 min (10REC) para las categorias | y Ill. No existieron

diferencias significativas entre las tres categorias de peso en los diversos tiempos de

extraccion de muestras (Figura 5).
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Figura 5. Concentracién
plasmatica de potasio (mmol/l) en
caballos de tiro y arrastre del
grupo DH durante una
competicién, en funcién de la
categoria de peso (R: diferencias

con reposo). P<0,05.
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Inmediatamente tras el ejercicio, la concentracion de Cl aumento
significativamente en las 3 categorias de peso. No se encontraron mas diferencias en

cuanto al Cl en el grupo DH (Figura 6).

120
R_IW Figura 6. Concentracion
116 R-ll plasmatica de cloro (mmol/l) en
caballos de tiro y arrastre del
E 112 1 grupo DH  durante  una
E T competicién, en funcién de la
o
g 108 S categoria de peso (R: diferencias
con reposo). P<0,05.
104 —8— Categorial
1 —$— Categoriall
—4— Categorialll
100
R E 5REC  10REC 15REC  30REC

Tiempo de extraccién de muestras

La concentracion de REN no se vio afectada de forma significativa por el ejercicio
en ninguna de las categorias de peso. Del mismo modo, tampoco se apreciaron

diferencias significativas entre las 3 categorias de peso (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion sérica de
renina (pg/ml) en caballos de tiro y
arrastre del grupo DH durante una
competiciéon, en funcién de la

categoria de peso.

La concentracion de ANG aumentd con el ejercicio en las categorias de peso |y

I11, recuperandose los niveles basales a los 5 min de recuperacion (5REC). No se

observaron diferencias entre las categorias de peso (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion sérica de
angiotensina (ng/ml) en caballos
de tiro y arrastre del grupo DH
durante una competicion, en

funcién de la categoria de peso

(R: diferencias con reposo).
P<0,05.
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Finalmente, la concentracion de aldosterona no se modifico con el ejercicio. No

obstante, como se observa en la figura 9, las desviaciones estandar fueron muy marcadas,

debido a que un caballo mostré unos valores muy superiores al resto de los animales.
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Figura 9. Concentracion sérica de
aldosterona (pg/ml) en caballos de
tiro y arrastre del grupo DH durante
una competicién, en funcién de la
categoria de peso (R: diferencias

con reposo). P<0,05.

Si se elimina este caballo, obtenemos la figura 10. No se hallaron diferencias entre

categorias de peso. De igual modo, el ejercicio no indujo ninguna variacion significativa

(Figura 10).
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Figura 10. Concentracion sérica
de aldosterona (pg/ml) en
caballos de tiro y arrastre del
grupo DH durante una
competicién, en funcién de la
categoria de peso (Figura tras
eliminar a wun caballo con

valores anormalmente elevados)
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Tiempo de extraccion de muestras
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8.5.3. EFECTO DE LA CATEGORIA DE PESO Y DEL TIEMPO DE
EXTRACCION DE MUESTRAS EN EL GRUPO CTR

En este apartado, vamos a analizar si existen diferencias asociadas a la categoria
de peso (I, Il 'y 1) en cada uno de los tiempos de muestreo, asi como el efecto del
ejercicio dentro de cada categoria de peso, para los caballos del grupo CTR. Los

resultados se muestran en las figuras 11 a 19.

El HTO aumentd de forma significativa con el ejercicio en las tres categorias de
peso del grupo CTR. Los valores en reposo se lograron a los 10 min de recuperacién en
las categorias | y Il y a los 5 min de recuperacion en la categoria Ill. Ademas,
inmediatamente tras el ejercicio (E), la categoria de peso Il mostr6 un HTO

significativamente inferior a la categoria 111 (Figura 11).

52

Figura 11. Valor hematécrito (%)
en caballos de tiro y arrastre del
0 grupo CTR durante una
competicién, en funcién de la
36 categoria de peso (* diferencias

% =~ Categorial entre categorias Il 'y |IlI; R:

32 % ggﬁigﬁ:ﬁ:h diferencias con reposo). P<0,05.

28
R E 5REC 10REC 15REC  30REC

Tiempo de extraccion de muestras
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La concentracion de ALB fue similar en las tres categorias de peso, en los
diversos tiempos de extraccion de sangre. Ademas, el ejercicio no condiciond ningun
cambio significativo en este parametro en la categoria Il, mientras que dio lugar a una

elevacidn significativa en las categorias 1 y 11 (Figura 12).

48 Figura 12.  Concentracion
T —% Categorial plasmatica de albumina (g/dl)
44 % giﬁgg[:i::l en caballos de tiro y arrastre
_ del grupo CTR durante una
%4,0 competicién, en funcién de la
g categoria de peso (R:
2 36 diferencias con reposo).
A P<0,05.
32
2,8

R E 5REC 1I0REC 15REC  30REC

Tiempo de extraccion de muestras

Se han hallado notables variaciones asociadas a la categoria de peso en la
acumulacion de LA en sangre. La categoria | de peso mostrd concentraciones de LA
significativamente superiores en los siguientes tiempos: E, 5SREC, 10REC y 15REC. Las
diferencias significativas asociadas por el ejercicio solo han sido significativas en la
categoria de peso | (Figura 13). En esta categoria, ademas, se observo que la recuperacion

de las concentraciones de LA no se llevé a cabo hasta los 30 min.
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Tiempo de extraccién de muestras

Figura 13. Concentracion
plasmatica de lactato (mmol/l) en
caballos de tiro y arrastre del
grupo  CTR  durante  una
competicién, en funcién de la
categoria de peso (#: diferencias
entre categorias | y Il; &:
diferencias entre categorias | y I11)
(R: diferencias con reposo).
P<0,05.

La Unica diferencia significada encontrada en la concentracion de Na en el grupo

CTR fue en la categoria I, donde el ejercicio dio lugar a un incremento (Figura 14).

Sodio (mmol/l)
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128

R-I —4— Categorial
—4— Categoriall
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E 5REC 1I0REC 15REC  30REC

Tiempo de extraccién de muestras

Figura 14. Concentracion
plasmatica de sodio (mmol/l) en
caballos de tiro y arrastre del
grupo CTR durante una
competicién, en funcién de la
categoria de  peso  (R:
diferencias con reposo).
P<0,05.
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La concentracion de K no fue diferente entre categorias de peso, ni tampoco se
vio afectada por el ejercicio de tiro y arrastre ni por la posterior recuperacion, en el grupo
CTR (Figura 15).

6,5
60 Figura 15. Concentracion
55 T plasmatica de potasio (mmol/l)
< g0 en caballos de tiro y arrastre
6 Y
E del grupo CTR durante una
o 45 competicién, en funcién de la
8 ]
S 40 categoria de peso
35 1
—%— Categorial
30 —$— Categoriall
—4— Categorialll
25
R E 5REC  10REC 15REC  30REC

Tiempo de extraccion de muestras

La categoria de peso Il presentd concentraciones medias de CI superiores a las de
la categoria Ill en el tiempo de extraccion 10REC, sin evidenciarse otras diferencias

significativas (Figura 16).

120
—— Categorial ) y
116 - % Categoriall Figura 16. Concentracion
_ Categorialll L.
T 9 plasmatica de cloro (mmol/l) en
12 caballos de tiro y arrastre del
g . * grupo CTR durante una
E 108 — >%<“ - T . -
S competicién, en funcién de la
S . . . .
o Lo 1 \E \E\ categoria de peso (*: diferencias
1 ,, N \I entre categorias Il 'y 1I).
100 L 3 P<0,05.
i i3
9
R E 5REC  10REC 15REC  30REC

Tiempo de extraccion de muestras
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La concentracion de REN no se vio afectada por el ejercicio en el grupo CTR y

tampoco se detectaron diferencias asociadas a la categoria de peso (Figura 17).

9,0
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6,5
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55

& Categorial
=3 Categoriall
= Categorialll
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Tiempo de extraccion de muestras

30REC

Figura 17. Concentracion sérica
de renina (pg/ml) en caballos de
tiro y arrastre del grupo CTR
durante una competicién, en

funcién de la categoria de peso

No se hallaron diferencias significativas en la concentracion de ANG, ni al

considerar el efecto del ejercicio, ni al valorar la categoria de peso (Figura 18).

Angiotensina (ng/ml)

05

04

0,3

0,2

0,1

—8%— Categorial
—4— Categoriall
—4— Categorialll

E 5REC 10REC  15REC
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Figura 18. Concentracién sérica
de angiotensina  (ng/ml) en
caballos de tiro y arrastre del
grupo CTR  durante una
competicion, en funcién de la

categoria de peso
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Finalmente, y con respecto a la ALD, se observo un incremento significativo con
el ejercicio en las tres categorias de peso. En la categoria I, las concentraciones al final de
los 30 min de recuperacion (30REC) fueron significativamente superiores a las de reposo.
Por el contrario, los animales de las categorias Il y 11 recuperaron sus valores de reposo a
los 150 min de recuperacion (15REC). Por otro lado, la categoria | mostr6 medias

superiores a las otras dos categorias de peso (Figura 19).

6000
o0 & Categorial BRI Figura 19. Concentracion sérica de
—4— Categoriall
== Categoriall 134 Rl aldosterona (pg/ml) en caballos de
4000 tiro y arrastre del grupo CTR durante
una competicion, en funcién de la
3000
categoria de peso (#: diferencias entre
2000 categorias 1 y 1l; &: diferencias entre
1000 categorias | y 1ll) (R: diferencias con
reposo). P<0,05.
0 R-1I R-1I R-1lI
-1000

R E 5REC 10REC 15REC 30REC

Tiempo de extraccién de muestras

8.5.4. DIFERENCIAS ENTRE GRUPOSDH Y CTR

A continuacion, vamos a valorar las diferencias entre los grupos DH y CTR para
cada una de las variables en cada tiempo de toma de muestras. Para este apartado, vamos
a considerar las 3 categorias de peso juntas, ya que como hemos encontrado en los
apartados 8.5.1, 8.5.2. y 8.5.3., las diferencias asociadas a la categoria de peso son
minimas. La mayor parte de las variables, en los tiempos de obtencion de muestras, han
presentado diferencias significativas entre ambos grupos. Asi, HTO, ALB, LA, Na y
ANG fueron més elevados en el grupo DH en todos los tiempos estudiados (Figuras 20,
21, 22, 23 y27). Otros parametros mostraron valores superiores en el grupo DH en

comparacion con CRT en algunos tiempos de muestra, pero no en todos, como ocurrio
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con K, Cly ALD (Figuras 24 25 y 28). No se apreciaron diferencias entre grupos en la

concentracion de REN (Figura 26).

Valor hematécrito (%)

Albamina (g/dl)

56
52
48
44
40
% —8%— Grupo CTR
—4— Grupo DH

32

E 5REC 10REC 15REC  30REC

Tiempo de extraccién de muestras
4.8
#
44 u
#
4,0
#
36
32
28
24
20 -4 Grupo CTR
—4— Grupo DH

16

E 5REC 10REC 15REC  30REC

Tiempo de extraccién de muestras

Figura 20. Valor hematdcrito
(%) en caballos de tiro vy
arrastre de los grupos CTR y
DH durante una competicion
(#: diferencias entre grupos).
P<0,05.

Figura 21. Concentracion
plasmética de albdmina
(g/dl) en caballos de tiro y
arrastre de los grupos CTR y
DH durante una competicion
(#: diferencias entre grupos).
P<0,05.
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Figura  22.  Concentracion
plasmética de lactato (mmol/l) en
caballos de tiro y arrastre de los
grupos CTR y DH durante una
competicién (#: diferencias entre

grupos). P<0,05.

Figura 23. Concentracion
plasmética de sodio (mmol/l) en
caballos de tiro y arrastre de los
grupos CTR y DH durante una
competicién (#: diferencias entre

grupos). P<0,05.

La concentracion de K también fue méas elevada en el grupo DH, excepto en el

tiempo de muestreo 15REC, donde no se hallaron diferencias significativas (Figura 24).
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Figura 24, Concentracion
plasmatica de potasio (mmol/l) en
caballos de tiro y arrastre de los
grupos CTR y DH durante una
competicion (#: diferencias entre

grupos). P<0,05.

También la concentracion de Cl fue méas alta en el grupo DH, con excepto del

tiempo R, cuando no se apreciaron diferencias significativas (Figura 25).
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u _
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Figura 25. Concentracion
plasmética de cloro (mmol/l) en
caballos de tiro y arrastre de los
grupos CTR y DH durante una
competicion (#: diferencias entre
grupos). P<0,05.
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La REN no fue diferente entre los dos grupos de caballos CTR y DH (Figura 26).
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Tiempo de extraccion de muestras

3J0REC

Figura 26. Concentracién
sérica de renina (pg/ml) en
caballos de tiro y arrastre de
los grupos CTR y DH durante
una competicion (#: diferencias

entre grupos). P<0,05.

Los valores de ANG también fueron superiores en el grupo DH en todos los

tiempos de extraccion de muestra (Figura 27).
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Figura 27. Concentracion
sérica de angiotensina (ng/ml)
en caballos de tiro y arrastre de
los grupos CTR y DH durante
una competicion (#: diferencias

entre grupos). P<0,05.
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Aldosterona (pg/ml)

Finalmente y con respecto a la ALD, se ha encontrado que los caballos del grupo

CTR tuvieron valores significativamente superiores en todos los tiempos, excepto en

reposo (Figura 28).
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Figura 28. Concentracion sérica
de aldosterona (pg/ml) en
caballos de tiro y arrastre de los
grupos CTR y DH durante una
competicion (#: diferencias entre

grupos). P<0,05.

Para evaluar si la magnitud de las variaciones inducidas por el ejercicio es similar

en los 2 grupos, hemos calculado la diferencia entre los valores en reposo y en ejercicio.

En general, el aumento experimentado por el ejercicio ha sido parecido en ambos grupos,

con excepcion de LA 'y ALD. EI LA aumenté mas intensamente en el grupo DH, mientras

que la ALD se increment6é mas en el grupo CTR (Figura 29).

102



Eje renina-angiotensina-aldosterona, cociente cortisol/testosterona
en caballos de tiro y arrastre euhidratados y deshidratados

HTO ALB LA Na K Cl ANG ALD

8.5.5. ANALISIS DE CORRELACION

@CTR

@DH

Figura 29. Variacién inducida
por el ejercicio en las variables
estudiadas en los 2 grupos de
caballos con diferente estado
hidrico (variacion expresada
en veces de incremento desde

los valores de reposo)

Finalmente y para concluir el apartado de resultados, vamos a presentar los datos

derivados del analisis de correlacion, de forma individual para los dos grupos de caballos
estudiados (CTR y DH) (Tablas 4 y 5 respectivamente).

CTR (valores significativos marcados en negrita), P<0,05

Tabla 4. Resultados del analisis de correlacion entre las variables estudiadas en los caballos del grupo

HTO ALB LA Na K Cl REN  ANG

ALB 0,690

LA 0,580 0,350

Na 0,480 0,610 0,380

K 0,500 0,620 0,340 0,560

Cl 0,380 0,490 0,110 0,550 0,540
REN 0,120 0,100 0,050 0,120 0,030 0,110
ANG 0,290 0,040 0,080 0,100 0,170 0,120 0,080
ALD 0,230 -0,020 0,520 0,200 0,580 0,220 0,010 0,060

103




Elena Tofé Povedano

Tabla 5. Resultados del analisis de correlacion entre las variables estudiadas en los caballos del grupo
DH (valores significativos marcados en negrita), P<0,05

HTO ALB LA Na K Cl REN ANG
ALB 0,500
LA 0,630 0,360
Na 0,630 0,420 0,690
K 0,510 0,490 0,510 0,640
Cl 0,550 0,410 0,420 0,550 0,550
REN 0,230 0,320 0,120 0,100 0,210 0,120
ANG 0,180 0,100 0,340 0,160 0,510 0,090 0,210
ALD 0,100 0,140 0,090 0,170 0,600 0,013 0,310 0,110
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8.6. DISCUSION

La discusion se ha dividido en dos grandes apartados. En primer lugar, se debatird
el efecto de la categoria de peso en los dos grupos de caballos con diferente estado
hidrico (CTR y DH), asi como la influencia del ejercicio. En segundo lugar, se explicaran

las diferencias entre los grupos CTR y DH en los diversos tipos de toma de muestras.

8.6.1. EFECTO DE LA CATEGORIA DE PESO Y DEL EJERCICIO

En una investigacion previa, se ha demostrado que, a pesar de que los caballos
pertenecian a tres categorias de peso diferentes y por tanto, arrastraron cargas de peso
distintas, la respuesta al ejercicio fue similar (Mufioz et al., 2011), y lo mismo ha
ocurrido en este estudio. De hecho, solo se han encontrado diferencias en tres parametros
entre categorias de peso. Asi, el HTO fue superior en la categoria | que en la Il en el
grupo DH y en la categoria Il en comparacion con la categoria Il en el grupo CTR, en
ambos casos en el tiempo E. La segunda variable en la que se apreciaron diferencias
significativas asociadas al peso fue el LA. En R, la categoria | del grupo DH presento
valores superiores a la 111. En el grupo CTR, el LA fue mayor en las categorias | que en la
I1'y 11l en casi todos los tiempos de obtencion de muestras. Finalmente, en el grupo CTR,
las concentraciones séricas de ALD fueron superiores en la categoria | en comparacion

con las otras dos categorias.

Un valor superior del HTO puede estar asociado a tres circunstancias: 1) una
liberacion de mayor cantidad de glébulos rojos desde el bazo; 2) a una mayor pérdida de
fluidos intravasculares y 3) a una combinacion de ambos procesos (Mufioz et al., 2006b;
2010c; Robert et al., 2010; Stefansdottir et al., 2015). Los marcadores de estado hidrico
(ALB, Na, K, CI) no fueron diferentes entre las categorias de peso | y Il. Por tanto, podria
sugerirse que el mayor HTO en el grupo Il seria un reflejo de una mayor movilizacién
esplénica de hematies. Esta movilizacion de hematies mas marcada podria tener dos

origenes: una necesidad metabolica de oxigeno superior o un estrés agudo mayor, con

105



Elena Tofé Povedano

liberacion de catecolaminas. Como luego se va a comentar, los niveles de LA
(representativos tanto de la intensidad metabolica como del grado de estrés) fueron
superiores en la categoria |1 que en la Il. Por tanto, no parece existir una justificacion

directa de estos resultados.

En relacién a LA, una posible explicacion de los valores superiores en los
caballos | en reposo, en comparacién con los caballos 111, puede ser el temperamento de
los animales y la distinta respuesta al estrés. Se sabe que el estrés estimula las rutas
glucoliticas, dando lugar a una mayor produccion de LA, de forma secundaria a una
activacion simpatica (Krant y Madias, 2014; Garcia-Alvarez et al., 2014). Segln esta
hipotesis, los caballos de la categoria | tendrian un caracter mas nervioso que los de
categoria I1l. Hay que considerar que los animales de la categoria | pertenecian a razas
ligeras, mientras que los caballos de la categoria Ill, por su mayor peso, pertenecian a
razas mas pesadas. Es bien conocido, que los caballos més pesados tienen un
temperamento mas tranquilo que los caballos de razas ligeras (Snow, 1983). Ademas del
LA plasmaético/sérico/sanguineo, otros marcadores de estrés son la frecuencia cardiaca y
las concentraciones circulantes de hormonas como catecolaminas (adrenalina y
noradrenalina) y cortisol (Ayala et al., 2012). En una investigacion previa, se han
determinado estos biomarcadores (Lucas, 2004). En dicha investigacion, se encontré que,
los caballos de la categoria | mostraban una FC en reposo superior a los de la categoria IlI
(39,837,124 vs. 34,403,864 lat/min, respectivamente). Sin embargo, las
concentraciones de C fueron similares en los caballos de la categoria 1 (105,3+32,09
nmol/l) y 1l (109,4+71,04 nmol/l). Por otro lado, los caballos de la categoria IlI
mostraron valores superiores de adrenalina en reposo (467,6+289,6 pg/ml en categoria |
vs. 318,6+212,1 pg/ml en categoria IlI) y ademas, se aprecid0 una tendencia no
significativa hacia concentraciones superiores de noradrenalina en este mismo grupo
(220,2+166,5 pg/ml en categoria Il vs. 182,4+164,7 pg/ml en categoria 1). Por tanto, si
bien los caballos de la categoria | parecian de forma subjetiva, mas nerviosos que los de
otras categorias, las hormonas indicadoras de estrés no mostraron diferencias evidentes

entre categorias. Por ello, habria que buscar otra justificacion para la diferente
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concentracion de LA en reposo entre las tres categorias, aparte del estrés. La raza, podria

haber condicionado en cierto modo estos resultados.

La limitada repercusién del peso de los animales, independientemente de su
estado hidrico, en la respuesta al ejercicio, a pesar de arrastrar diferente peso (tanto en
valores absolutos como en porcentaje de su peso corporal), no coincide con los resultados
de Pérez et al. (1991; 1992). Estos autores observaron que, el peso del animal, la carga
que arrastraban y la duracion del ejercicio eran los tres principales determinantes de la

respuesta hematoldgica, cardiovascular y metabolica al ejercicio de tiro.

8.6.2. DIFERENCIAS ENTRE LOS GRUPOS CTR Y DH
8.6.2.1. DIFERENCIAS ENTRE LOS GRUPOS CTR Y DH EN REPOSO

A pesar de que la restriccion de comida y de agua se asocia a una pérdida de peso
corporal, posiblemente debido tanto al descenso de agua corporal como al contenido
digestivo, no siempre se producen variaciones en el HTO. Asi, Parker et al. (2004) en
toros observaron que el HTO no refleja el grado de deshidratacidn, si bien estos autores
tampoco hallaron diferencias en la concentracion de proteinas plasmaticas totales y ALB.
El pool hidrico en rumiantes es dindmico, con movimientos libres desde la luz del tracto
gastrointestinal hacia el fluido extracelular. Es decir, 90 h de privacién de agua en toros
dieron lugar a una movilizacién del tracto gastrointestinal para prevenir una reduccion en
el contenido total de agua corporal (Parker et al., 2004). Estos resultados coinciden con
los presentados para caballos (Houpt et al., 2000) y ovinos de diversas razas (Igbokwe,
1993; Jaber et al., 2004). No obstante, estos animales fueron sometidos tanto a restriccion
hidrica como de alimento, por lo que la ausencia de variaciones en la concentracion de
proteinas plasmaticas totales podria haber estado asociada a la restriccion alimenticia.
Houpt et al. (2000) también sugirieron que el HTO se habria mantenido a expensas de
movimientos de fluidos desde el espacio intracelular e intersticial o bien desde el tracto

gastrointestinal. Estos datos, observados tanto en toros como en caballos, no coinciden
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con los que hemos encontrado en nuestra investigacion. En nuestro caso, los caballos del
grupo DH mostraron valores superiores de HTO que los CTR. Los motivos de estas
diferencias entre estudios no se conocen bien, si bien podria estar asociado a la diversa
capacidad de acumulacion de agua en el reservorio gastrointestinal, segin la dieta (Meyer
y Coenen, 1989).

La deshidratacion inducida por restriccién en el consumo de agua da lugar a
deshidratacion hipertdnica, con hipernatremia e hipercloremia. Esto se ha documentado
en diversas especies como dromedarios (Ben Goumi et al., 1993), perros (Zucker et al.,
1982; Thrasher et al., 1984), toros (Parker et al., 2004) y caballos (Gupta et al., 1999) y
coinciden con los resultados obtenidos en nuestra investigacion. Con respecto al K, los
datos presentados en la bibliografia varian. Asi, se ha descrito una ausencia de
variaciones en la calemia durante la deshidratacion en seres humanos (Geelen et al.,
1984), caballos (Gupta et al., 1999), toros (Rumsey y Bond, 1976) y un incremento de la
calemia en gacelas adaptadas a zonas aridas (Mohamed et al., 1988). En la presente
investigacion, hemos observado que los caballos DH tenian unos valores basales de K
maés elevados que los del grupo CTR. Se trata de un hallazgo no esperado, ya que la
hipocalemia es una consecuencia comdn de la anorexia aguda o de la privacion de
comida en équidos (Mufioz et al., 2003; 2006b; 2010c). Una posible explicacion para
estos resultados es que el efecto de la anorexia fue contrarrestado por la accion de la
hemoconcentracidn por deshidratacién y por la liberacion del K desde las células debido
al estrés del transporte hasta el lugar de la competicion. Adicionalmente, la concentracion

de ALB superior en el grupo DH es compatible con deshidratacion.

La respuesta del eje REN-ANG-ALD a la deshidratacion en condiciones basales
parece ser diferente segiin los autores consultados y segun la especie estudiada. Una
posible justificacion seria la aplicacion de diversos protocolos para inducir
hipohidratacion, tales como privacion de agua, privacion de comida y agua, calor,
ejercicio en el calor, administracion de diuréticos, combinacion de varias de estas
practicas... Ademas, si bien el estrés hipovolémico agudo desencadena una activacion del

eje REN-ANG-ALD, junto con una secrecion incrementada de AVP, una menor pérdida
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de fluidos corporales resulta en patrones de secrecion hormonal mas inconsistentes
(Espiner, 1987).

La deshidratacion en dromedarios y en perros se ha asociado a una reduccion del
volumen plasmatico, junto con una elevacion de la AVP y de la actividad plasmatica de
la REN, sin variaciones significativas en la concentracion de ALD (Thrasher et al., 1984;
Ben Goumi et al., 1993). En seres humanos, la deshidratacion inducida por la
administracion de diuréticos da lugar a un incremento de la actividad plasmatica REN y
de las concentraciones de ANG, ALD y AVP (Roy et al., 2001). Sin embargo, cuando la
deshidratacion se debi6 a la exposicion al calor, la actividad plasmatica REN aumento,
pero las concentraciones de ALD permanecieron invariables (Francesconi et al., 1983;
1985).

En relacion al caballo, Hollis et al. (2008) analizaron la respuesta endocrina a la
hipovolemia en caballos adultos y potros durante una hospitalizacion, encontrando un
patron diferente segun la edad. Asi, los caballos adultos mostraron valores altos de ALD
y AVP, que descendieron posteriormente tras una rehidratacion intravenosa. Por el
contrario, los potros deshidratados solo mostraron valores elevados de ALD, pero no de
AVP e igualmente se aprecio un descenso de ALD tras la rehidratacion (Hollis et al.,
2008).

También se han observado modificaciones en el eje REN-ANG-ALD durante el
ejercicio de resistencia. Mufioz et al. (2010c) describieron que las concentraciones de
REN no se vieron afectadas de forma significativa por el ejercicio, mientras que las de
ALD y AVP se incrementaron. Adicionalmente, los caballos con un grado de
deshidratacion mas intensa, tuvieron valores superiores de ANG, ALD y AVP, si bien
hubo una ausencia de diferencias significativas en la concentracion de REN al comparar

caballos euhidratados y deshidratados (Mufioz et al., 2010c).

En la presente investigacion, hemos hallado que las concentraciones sericas de
REN no aparecen asociadas al estado hidrico del animal, ni en reposo, ni en respuesta al

ejercicio de tiro y arrastre. Si bien este resultado podria estar asociado a la corta duracion
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del ejercicio realizado, en todos los casos menos de 5 minutos, hay que mencionar que
tampoco hemos encontrado variaciones en este pardmetro en caballos que compitieron
sobre distancias de 90 km en un dia y de 90 km/dia durante dos dias seguidos (Mufioz et
al., 2010c). Una explicacion para estos resultados es que la mayoria de los autores
determinan la actividad REN plasmatica/sérica, no la concentracion (McKeever et al.,
1991; 1992; Thrasher et al., 1984; Ben Goumi et al., 1993; Melin et al., 1997; 2001; Roy
et al., 2001; Maresh et al., 2004). La actividad REN plasmaética determina la produccién
de ANG |I. Sin embargo, existen otras investigaciones que han cuantificado la
concentracion de REN en lugar de su actividad y han descrito variaciones asociadas al
estado hidrico. Por ejemplo, Sladek et al. (1981) y Di Nicolantonio y Mendelsohn (1986)
describieron concentraciones REN incrementadas en ratas con deshidratacion. En
camellos durante un periodo de privacion de agua de 8 a 10 dias, se aprecid un

incremento leve de la concentracion de REN (Finberg et al., 1978).

Otro posible motivo de la falta de cambios significativos en la concentracion de
REN en nuestro estudio puede ser el mecanismo de retroalimentacion negativa ejercido
por los niveles elevados de ANG o de AVP sobre la REN, como describieron Fagard et
al. (1985). Las altas concentraciones de ANG o de AVP en nuestros caballos podrian

haber actuado inhibiendo la sintesis y/o liberacion de REN.

8.6.2.2. DIFERENCIAS ENTRE LOS GRUPOS CTR Y DH EN EJERCICIO Y
RECUPERACION

Como se esperaba, el ejercicio condiciond incrementos significativos de HTO,
ALB, LA, Na, K, Cl y ANG en el grupo DH y de HTO, ALB, LA, Nay ALD en el grupo
CTR. EIl incremento de ALB, Na, K y Cl se asocia a la deshidratacién secundaria a la
pérdida de fluidos debido a la evaporacion sudorativa. En el caballo, la sudoracion
conlleva pérdidas importantes de Na, K y Cl, si la duracion del ejercicio es moderada a
prolongada (Dahlborn et al., 1999; Kingston et al., 1999; McCutcheon y Geor, 2000;
2010). En nuestro caso, observamos un incremento de Na, K y Cl asociado al ejercicio.
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Posiblemente este se deba a que estos animales tuvieron una pérdida proporcional de
agua superior a la de electrolitos, quiza relacionado con las condiciones ambientales,

quiza en asociacion con la reducida duracion del ejercicio llevado a cabo.

El incremento experimentado por las concentraciones de ANG (grupo DH) y
ALD (grupo CTR) es compatible con una activacion del eje REN-ANG-ALD (McKeever
et al., 1991; 1992; 1993a,b; McKeever y Hinchcliff, 1995; Mufioz et al., 2010a,b,c). Los
3 mecanismos principales implicados en la elevacion de la REN durante un ejercicio y
por tanto, en la activacion del eje REN-ANG-ALD, son los siguientes: 1) Estimulacion
del nervio renal a través del sistema nervioso simpético; 2) Cambios en el flujo renal y en
la presién en asociacién con la funcién yuxtaglomerular; 3) Variaciones en las
concentraciones de Na y Cl en el aparato yuxtaglomerular (McKeever et al., 1991; 1992;
McKeever y Hinchcliff, 1995; Mufioz et al., 2010a). De esos tres factores, el primer
activador del eje en ejercicio es el sistema nervioso simpéatico. Durante un ejercicio,
existe una correlacion entre la actividad REN y el incremento de la concentracion de
norepinefrina en la vena renal (Tidgren et al., 1991). En un estudio simultaneo, hemos
encontrado que el ejercicio de tiro y arrastre da lugar a una liberacion incrementada de
catecolaminas (Lucas, 2004; Mufioz et al., 2008), si bien existe una ausencia de
correlacion significativa entre esta hormona y la REN. De igual modo, no hemos
observado correlaciones significativas entre las concentraciones de Na y Ky la REN en
nuestra investigacion. Ademas, a pesar del aumento de la natremia y de la calemia en
nuestros caballos, no hemos detectado cambios significativos en la concentracion sérica
de REN.

Por otro lado, el incremento de ALD en respuesta al ejercicio se asume que esta
mediado por la liberacion aumentada de ANG en respuesta a la activacién del eje REN-
ANG-ALD (Fagard et al., 1985; Wade et al., 1989; Wade and Freund, 1990; McKeever
et al., 1991; 1992; Mufoz et al., 2007; 2010a). Los factores que determinan la liberacion
de ALD durante un ejercicio son: reduccién de la natremia o incremento en las
concentraciones sanguineas de H, K, ACTH o incremento de la actividad REN (Melin et
al., 1980; Brandenberger et al., 1989; Wade y Freund, 1990; McKeever y Hinchcliff,
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1995; Richardson et al., 2009; Mufioz et al., 2010a,b). En la presente investigacion, las
concentraciones de Na se elevaron y por tanto, la reduccién de la natremia no puede ser
considerada como un estimulo primario para la liberacion de ALD. Este dato coincide
con lo descrito previamente para atletas equinos (McKeever et al., 1991; 1992;
McKeever y Hinchcliff, 1995; Muifioz et al., 2010a,b). En segundo lugar, la calemia se
incrementd en respuesta al ejercicio de tiro y arrastre y ademas, hemos encontrado una
correlacion positiva entre las concentraciones de K y ALD, si bien solo en el grupo CTR
(Tablas 4 y 5). Adicionalmente, hemos visto que existen correlaciones positivas entre las
concentraciones de LAy C y ANG y ALD (A. Mufioz, observaciones personales). En
resumen, la activacién del eje REN-ANG-ALD en los caballos de tiro y arrastre
posiblemente se asocié a cambios en las concentraciones de K, al pH sanguineo y la
concentracion de la ACTH, con una menor contribucion de las concentraciones

incrementadas de ALD.

Una interesante cuestion a elucidar es si las variaciones asociadas al ejercicio son
de diferente magnitud si los individuos presentan un estado hidrico correcto o
comprometido al inicio del ejercicio. Segun Brandenberger et al. (1989) y Montain et al.
(1997), el estado hidrico previo al ejercicio no influencia el grado de activacion del eje
REN-ANG-ALD cuando los individuos son sometidos a ejercicio fisico en ausencia de
rehidratacion. Sin embargo, Francesconi et al. (1983) y Melin et al. (1997) encontraron
que el incremento en la actividad REN plasmatica y en las concentraciones de ANG y
ALD son mayores en individuos que parten de un estado de hipohidratacion-
deshidratacion. Del mismo modo, Melin et al. (1997) describieron que la hipohidratacion
produce incrementos progresivos de ALD en reposo Y estas elevaciones persisten durante
el ejercicio en condiciones de temperatura elevada. Mas recientemente, Roy et al. (2001)
encontraron resultados similares cuando el ejercicio se llevo a cabo tras 4 dias de la
administracion de diuréticos. No conocemos la razén de estos resultados tan variados
segun los autores. Previamente, hemos observado que la respuesta de la AVP al ejercicio
no es diferente entre caballos euhidratados y deshidratados (Mufioz et al., 2011). Del
mismo modo, en la presente investigacion la mayor parte de los parametros experimentd

un incremento similar con el ejercicio en los grupos CTR y DH. Las Unicas diferencias se
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detectaron en la concentracion de LA, que aumentd mas intensamente en el grupo DH y
en la concentracién de ALD, que al contrario de lo esperado, experimentd una subida de

mayor magnitud en el grupo CTR.

A pesar de que ninguno de los dos grupos (CTR y DH) tuvo acceso libre al agua o
a la comida durante el periodo de recuperacion, se observé un descenso significativo de
las concentraciones de los marcadores del estado hidrico y de las hormonas del eje REN-
ANG-ALD. Al inicio del ejercicio, existe un movimiento neto y rapido de fluidos desde
el espacio intersticial y vasos linfaticos hacia el compartimento vascular, junto con una
contraccion esplénica. Estas circunstancias conllevan a un incremento inicial de la
volemia. Seguidamente, se produce un descenso del volumen plasmatico, debido a que el
incremento de la presion arterial media y por tanto, de la presion hidrostatica capilar que
conllevan a una salida de agua desde el compartimento vascular (McKeever et al.,
1993a,b). Ademaés de estos cambios hemodinamicos, se producen pérdidas de fluidos con
la sudoracion. Sin embargo, una vez que el ejercicio cesa, el equilibrio de las fuerzas de
Starling desencadena un influjo de fluidos desde el compartimento extravascular hacia el
intravascular (McKeever et al., 1993a,b). Estas circunstancias fisiologicas pueden ser la
explicacion de la recuperacion de las variables hidricas y electroliticas en los 30 min
posteriores al ejercicio, a pesar de que los animales no ingirieron agua ni comida durante

este periodo.
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8.7. CONCLUSIONES

Este primer estudio proporciona informacién sobre la regulacion neurohormonal
del estado hidrico y electrolitico en caballos que realizan ejercicios de tiro y arrastre, de
corta duracion (inferior a 5 min), con dos estados hidroelectroliticos diferentes: con
deshidratacion hiperténica inducida por privacion de agua y comida, y con euhidratacion.

Las principales conclusiones del estudio I son las siguientes:

Primera conclusién. Los caballos deshidratados y en comparacion con los euhidratados,

mostraron en reposo Vvalores superiores de los biomarcadores de alteracion
hidroelectrolitica (valor hematdcrito, concentracion de albimina, lactato, sodio, potasio y
cloro) y de angiotensina Il. Sin embargo, no existieron diferencias basales en las
concentraciones de renina y aldosterona entre caballos con deshidratacion y

euhidratacion.

Seqgunda conclusion.Tanto los caballos euhidratados como los deshidratados,

experimentaron en respuesta al ejercicio de tiro y arrastre un incremento del valor
hematocrito, concentraciones de albdmina, lactato y sodio. Por otro lado, el ejercicio
condiciond una elevacion significativa de angiotensina Il en los caballos deshidratados y

de aldosterona en los caballos euhidratados.

Tercera conclusién. A pesar de la diferencia de peso de los animales estudiados (menos

de 350 kg, entre 351 y 450 kg y mas de 450 kg), los cambios hidroelectroliticos y de las
concentraciones séricas de las hormonas implicadas en la regulacién de la volemia y la
presion sanguinea (renina, angiotensina Il y aldosterona), durante el ejercicio, fueron

similares entre las tres categorias de caballos.

Cuarta conclusién. A pesar de que ambos grupos de caballos iniciaron el ejercicio con

un estado hidrico diferente (deshidratacion vs. euhidratacion), la respuesta a la prueba de
tiro y arrastre fue de magnitud similar, con excepcion de las concentraciones de lactato y
aldosterona, que se elevaron mas intensamente, en los caballos deshidratados y

euhidratados, de forma respectiva.
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8.8. RESUMEN

Concentraciones séricas de renina, angiotensina y aldosterona en caballos

euhidratados y deshidratados durante un ejercicio de tiro y arrastre

Introduccion. En atletas humanos, se ha confirmado que la deshidratacion previa al
ejercicio origina una mayor liberacion de las hormonas encargadas del mantenimiento del
estado hidroelectrolitico, como la aldosterona (ALD) y la arginina vasopresina. Esta
respuesta no ha sido investigada en caballos de deporte. Por este motivo, la presente
investigacion analiza el efecto del estado hidrico antes del ejercicio sobre la respuesta
hormonal a un ejercicio de tiro y arrastre en el caballo, comparando entre caballos

euhidratados y con deshidratacion hipertonica.

Objetivos. 1) Describir los cambios en las concentraciones de renina (REN),
angiotensina (ANG) y ALD en caballos, en relacion a la intensidad de ejercicio, estado
hidrico y electrolitico; 2) Analizar si la respuesta de estas hormonas a un ejercicio difiere

entre caballos euhidratados y deshidratados.

Hipotesis. 1) Las concentraciones séricas de REN, ANG y ALD serdn superiores en
caballos deshidratados; 2) Los caballos deshidratados experimentaran elevaciones mas

marcadas de estas hormonas durante y tras un ejercicio de tiro y arrastre.

Material y métodos. Se han estudiado 64 caballos machos, castrados y enteros,

entrenados para tiro y arrastre y divididos en dos grupos segun su estado hidrico: grupo
control, CTR, euhidratados (n=11) y grupo deshidratado, DH, con deshidratacion
hipertonica por restriccion de agua y comida (n=53). Ademas, segun su peso corporal, los
animales han sido divididos en tres categorias de peso: | (<350 kg; n=3 para CTR; n=23
para DH), Il (351-450 kg; n=3 para CTR; n=18 para DH) y Il (>451 kg; n=5 para CTR;
n=12 para DH). Los animales recorrieron una pista de arena de playa de 60 m de longitud
tirando un carruaje, cargado con 2, 2,25 y 2,5 veces su peso corporal para las categorias I,

I1'y I1l. La pista de arena se dividi6é en cuatro areas de 15 m, en cada una de las cuales el
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animal hizo una parada obligatoria, que se incluyé como tiempo de carrera. El tiempo de
ejercicio maximo permitido fue de 5 min. Se procedi6 a la extraccion de sangre venosa en
los siguientes tiempos: en reposo, antes del ejercicio (R), dentro de los 30 s iniciales tras
concluir el ejercicio(E) y a los 5 (5REC), 10 (10REC), 15 (15REC) y 30 min (30REC) de
recuperacion. En la sangre venosa se midié el valor hematdcrito (HTO), en plasma se
cuantificaron las concentraciones de albumina (ALB), Na, K, Cl, lactato (LA) y en suero,

las concentraciones de renina (REN), angiotensina (ANG) y aldosterona (ALD).

Resultados. La diferencia de peso de los caballos (categorias I, 11 y I11) apenas influenci6
los valores basales y la respuesta al ejercicio en los caballos estudiados. Los caballos de
la categoria | presentaron concentraciones de LA superiores a los de la categoria Il en
reposo y valores HTO superiores a los de la categoria Il en el tiempo E. En reposo, los
caballos del grupo DH mostraron valores superiores a los del grupo CTR de HTO, ALB,
LA, Na, Ky ANG-II, sin existir diferencias en REN y ALD. El ejercicio de tiro y arrastre
condicién una elevacion de HTO, ALB, LA y Na, tanto en los caballos deshidratados
como en los euhidratados. Ademas, se observo un incremento con el ejercicio de K, Cly
ANG en los caballos deshidratados y de ALD en los caballos euhidratados. La elevacion
experimentada por los pardmetros analizados fue de igual magnitud en los caballos de los
grupos DH y CTR, con excepcion del LA y de la concentracién de ALD, que aumentaron

mas intensamente en los animales de los grupos DH y CTR, respectivamente.

Conclusion. Si bien la deshidratacion hipertonica altera la concentracion de las hormonas
implicadas en la defensa del equilibrio hidro-electrolitico y de la presidén sanguinea, el
estado hidrico antes del ejercicio tiene una influencia muy limitada en la liberacion de
estas hormonas en caballos en respuesta a un ejercicio de tiro y arrastre de corta duracion

(inferior a 5 min).

PALABRAS CLAVE. Angiotensina. Aldosterona. Caballos. Deshidratacion. Ejercicio.

Renina.
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8.9. SUMMARY

Serum renin, angiotensin and aldosterone concentrations in euhydrated and

dehydrated horses during a pulling exercise

Background. It has been confirmed in human athletes that hypohydration- dehydration
prior to the exercise leads to a greater rise in the hormones implied in the regulation of
the hydration and electrolyte status, such as aldosterone (ALD) and arginine vasopressin.
This fact has not been investigated in the sport horse yet. For that reason, the research
reported here analyses the effect of the hydration status prior to exercise on the hormonal
response to pulling exercises in horses, comparing between euhydrated and dehydrated

horses.

Objectives. 1) To describe the changes in the concentrations of renin (REN), angiotensin
(ANG) and ALD in horses in relation to exercise intensity, hydration and electrolyte
status; 2) To analyze whether the response of these hormones to an exercise differs

between euhydrated and dehydrated horses.

Hypothesis to test. 1) Serum concentrations of REN, ANG and ALD will be higher in

dehydrated horses; 2) The dehydrated horses will experience a greater increase in

response to exercise.

Material and methods. We studied a total of 64 male horses, stallions and geldings,

trained for pulling exercises and divided into two groups according to the hydration
status: control group (CTR, euhydrated; n=11) and dehydrated group (DH, with
hypertonic dehydration after water and food privation; n=53). Further, according to their
body weight (BW), the horses were divided into three BW categories: | (<350 kg; n=3 for
CTR; n=23 for DH), 1l (351-450 kg; n=3 for CTR; n=18 for DH) and Il (>451 kg; n=5
for CTR; n=12 for DH). The horses covered a 60 m track of sand beach pulling a carriage
loaded with 2, 2.25 and 2.5 times their BW for the categories I, Il and Il respectively.

The sand track was divided into four areas of 15 m each, where the animals had a
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compulsory stop, which was included in the time of exercise. The maximal time of
exercise allowed was of 5 min. We extracted blood samples in the following times: at
rest, before the exercise, within the first 30 s after finishing the exercise and at 5, 10, 15
and 30 min of recuperation. The following parameters were measured:microhematocrit
(HTO) in whole blood, albumin (ALB), Na, K, Cl plasma concentrations and serum

concentrations of renin (REN), angiotensin (ANG) and aldosterone (ALD).

Results. BW of the horses (categories I, 1l and I1l) exerteda minor influence in the
studied parameters. Horses of category | presented higher resting serum LA
concentrations than those of category Il and in addition, the horses of category | showed
a higher exercise HTO than this of horses of category Il. In resting conditions, horses of
group DH had higher HTO, ALB, LA, Na, K, Cl and ANG values than the horses of
group CTR, without significant differences in REN and ALD between groups. After
exercise, both DH and CTR horses underwent an increase in HTO, ALB, LA and Na.
Furthermore, K, Cl and ANG in group DH and ALD in group CTR rose with exercise.
The increase experienced by the studied parameters in both groups of horses was of the
same magnitude, with the exception of LA and ALD concentrations, that showed a

greater rise in horses of group DH and CTR respectively.

Conclusion. Even though the hypertonic dehydration altered resting concentrations of the
hormones implied in the acute and chronic defence of the hydration and electrolyte status
and of the blood pressure, the hydration status prior to the exercise has a limited influence
in the release of these hormones in response to a pulling exercise of short duration (less

than 5 min) in horses.

KEY WORDS. Angiotensin. Aldosterone. Dehydration. Exercise. Horses. Renin
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9. ESTUDIO I

Testosterona, cortisol y cociente
testosterona/cortisol en caballos con
diferente estado hidrico durante un

ejercicio de tiro y arrastre
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9.1. INTRODUCTION

El estudio de las modificaciones experimentadas por las concentraciones
sanguineas de las hormonas implicadas en una actividad fisica es importante en la
valoracion de la respuesta adaptativa al ejercicio, al entrenamiento o a un tipo de
competicion determinada. La medicion de las concentraciones de cortisol (C) vy
testosterona (T), asi como el ratio testosterona/cortisol (T/C) se introdujo hace muchos
afios en medicina humana, para el estudio y prevencion del ‘over-reaching’ y del
sobreentrenamiento (Banfi y Dolci, 2006). El concepto de ‘over-reaching’ hace
referencia a la realizacion de una actividad con una intensidad y duracién suficientes para
producir alguna lesion en el organismo, si bien se trata de un proceso reversible y que
desaparece con el descanso. Por otro lado, el sobreentrenamiento es un sindrome bien
categorizado en medicina humana (Angeli et al., 2004; Cosca y Navazio, 2007; Kellman,
2010; Winsley y Matos, 2001). En caballos de deporte, si bien este sindrome no esta tan
estudiado, existe también informacion publicada al respecto (Hamlin et al., 2002;
Golland et al., 2003; De Graaf-Roelfsema et al., 2007; Rivero et al., 2008; Te Pas et al.,
2013), si bien parece ser que en el caballo podrian existir dos sindromes de
sobreentrenamiento diferentes, con predominio simpético y parasimpéatico, como ocurre

en caballos de velocidad y de resistencia, de modo respectivo (Flaminio et al., 1996).

Se considera que la concentracion de T es un indicador de anabolismo, mientras
que la concentracion de C es un marcador de catabolismo. Por ello, la relacion entre
ambas hormonas, o cociente o ratio T/C se ha utilizado como un indicador del equilibrio
hormonal anabdlico-catabolico (Banfi et al., 1993). Las variaciones del cociente T/C se
han utilizado para el seguimiento deportivo en atletas humanos y para evitar
sobreentrenamiento (Urhausen et al., 1995; Banfi y Dolci, 2006; Gomes et al.,
2013;Gaviglio y Cook, 2014; Gaviglio et al., 2015; Hayes et al., 2015). El incremento de
las concentraciones endogenas de T se ha asociado de forma positiva con el rendimiento

deportivo en atletas humanos, particularmente en ejercicios explosivos (Cardinale y
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Stone, 2006; Crewther et al., 2009). Asimismo, la concentracion de C se ha empleado
para la valoracion del rendimiento y comportamiento competitivo (Elias, 1981; Salvadora
et al,, 1999). No obstante, la relacion entre ambas hormonas o cociente T/C vy el
rendimiento adecuado en competicion no esta clara en personas (Booth et al., 1989;
Gonzalez-Bono et al., 1999).

Algunos estudios han confirmado que diferentes protocolos de ejercicio de
resistencia resultan en aumentos agudos de T y C (Lac y Berthon, 2000; Elloumi et al.,
2003; Maresh et al., 2006; Fry y Lohnes, 2010; Gaviglio et al., 2015; Hayes et al., 2015).
Esta respuesta es variable, dando lugar a elevaciones o descensos del ratio T/C, en
funcion de interacciones complejas entre diversas caracteristicas del programa de
entrenamiento, tales como intensidad, volumen, duracion, periodos de descanso... y de
las peculiaridades de cada individuo, como edad, sexo, nivel de entrenamiento,
nutricion... (Volek et al., 1997; Lac y Berthon, 2000; Elloumi et al., 2003; Gaviglio et
al., 2015).

En el caballo, se ha estudiado la respuesta de las concentraciones de C a diferentes
tipos de ejercicio, tales como ejercicios de resistencia (Snow y Rose, 1981; Jensen-Waern
et al., 1999; Janczarek et al., 2013), salto de obstaculos (Cayado et al., 2006; Cravana et
al., 2010), doma y ejercicios de diferente duracion e intensidad (Desmecht et al., 1996;
Nagata et al., 1999; Cayado et al. 2006). Por el contrario, el efecto del ejercicio en las
concentraciones circulantes de T no se ha estudiado en profundidad en el caballo. La
mayor parte de las investigaciones sobre T en esta especie se han realizado con la
finalidad de detectar de la administracion de anabolizantes esteroides como técnica de
dopaje (Soma et al., 2008; 2012; Decloedt et al., 2015; Knych et al., 2015) o en el ambito
de la reproduccion (Knobbe et al., 2011; Claes et al., 2013; Dierks et al., 2015). No
obstante, en el afio 1999, Golland et al. documentaron que las concentraciones de T se
incrementaban significativamente tras un ejercicio méximo en machos Standardbred
castrados. Afios mas tarde, Leleu y Haentjens (2010), encontraron que no existian
diferencias significativas en las concentraciones de T entre caballos Standardbred con y

sin sobreentrenamiento.
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Por otro lado, se sabe que el estado hidrico es un determinante del éxito deportivo
y dicho estado es capaz de alterar la respuesta endocrina al ejercicio en seres humanos
(Roy et al., 2001a,b) y en caballos (Kokkonen et al., 2002). De hecho, se ha confirmado
que la hipohidratacién o deshidratacion tiene efectos detrimentales sobre las adaptaciones
hormonales durante el ejercicio, dando lugar a un incremento de las concentraciones de
noradrenalina y C, una atenuacién de la respuesta de la concentracion de T al ejercicio y
alteraciones importantes en el metabolismo de los glucidos y lipidos (Hoffman et al.,
1994; Maresh et al., 2006; Judelson et al., 2008).

En este capitulo, se analizaran los cambios que experimentan las concentraciones
de Ty C yenelratio T/C en caballos machos enteros, euhidratados y deshidratados tras
un ejercicio de fuerza de tiro y arrastre y durante los 30 minutos iniciales de
recuperacion. Ademas, se comparara entre animales con diferente peso corporal y que

arrastraron cargas distintas.
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9.2. OBJECTIVOS E HIPOTESIS

En este segundo estudio, se determinaran las concentraciones de T y de C en
caballos de tiro enteros, antes, inmediatamente después de un ejercicio de tiro y arrastre y
a diferentes tiempos durante los 30 minutos iniciales de una recuperacion pasiva.
Ademas, se calculard el cociente o ratio T/C en los diversos tiempos de muestra y
finalmente, se comparara la respuesta de estas hormonas y de su ratio en dos grupos de
animales con estado hidrico diferente, euhidratados y con deshidratacion hipertonica. Los

objetivos que se persiguen son los siguientes:

Primer_objetivo.Analizar los cambios con el ejercicio y durante la recuperacion en las

concentraciones sanguineas de testosterona (T) y cortisol (C), asi como su cociente (T/C)
en caballos machos enteros, entrenados para competiciones de tiro y arrastre, como

indicadores de anabolismo y catabolismo de forma respectiva.

Sequndo_objectivo. Evaluar si, las modificaciones con el ejercicio de las citadas

hormonas y de su cociente difieren en funcién del estado hidrico del animal.

Con ello se pretende profundizar en el conocimiento de la respuesta
neuroendocrina al ejercicio de dos hormonas relacionadas con la movilizacion energética
y analizar si dicha respuesta se ve modificada por un estado de hipohidratacion antes del
ejercicio en caballos, comprobando si dichas variaciones son similares a las descritas para

la especie humana.

Las hipdtesis que se han propuesto en este segundo estudio son las siguientes:

Primera hipotesis: Que el grupo de caballos que presenta deshidracion hipertdnica, en

comparacion con los caballos con euhidratacion, tendran valores de C superiores e

inferiores de T y ratio T/C en reposo, antes del ejercicio.
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Sequnda _hipotesis. Que los caballos con mayor peso corporal y con deshidratacion

hipertonica experimentaran incrementos mas intensos de C y descensos mas marcados de

T que los caballos con euhidratacion.
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9.3. REVISION BIBLIOGRAFICA

9.3.1. RESPUESTA DE LA TESTOSTERONA AL EJERCICIO

La testosterona (T) o 17-hidroxi-4-andosteno-3-1, es una potente hormona
anabolica, que ejerce sus efectos a traves de receptores intracelulares, los cuales, al unirse
a la T, actan como reguladores de la actividad génica. Entre sus funciones principales, se
encuentran la estimulacion de la sintesis proteica (Florini, 1970) y la captacion
intramuscular de aminoacidos (Baulieu y Robel, 1970), incrementando por tanto la masa
muscular y la fuerza (Grandys et al., 2008; Sattler et al., 2009). Ademas, la T posee
efectos muy significativos sobre la produccion de hematies y sobre el hueso (Zitzmann y
Niechslag, 2001). Los lugares principales de produccion son los testiculos en machos
enteros y los ovarios y corteza adrenal en las hembras. Las células de Leydig, que poseen
la mayor capacidad de produccion de T, solo se encuentran en testiculos y de ahi que las
concentraciones circulantes de T sean 10 veces superiores en hombres que en mujeres. La
T se sintetiza a partir del colesterol, a través de una serie de conversiones, catalizadas por
enzimas especificas (Conley y Bird, 1997). Ademas, algunos de los productos
intermediarios de estas rutas, tales como la progesterona, la dihidroepiandrosterona

(DHEA) y la androstenodiona, poseen sus propias funciones bioldgicas.

En el caballo entero, los esteroides androgénicos incluyen la andostenodiona,
dihidrotestosterona, DHEA, androstanediol y T, siendo ésta dltima la predominante
(Ganjam et al., 1973; Soma et al., 2008; 2011). La forma més usual de medicién es el
radio-inmunoensayo, si bien no es tan especifico como la medicidn directa mediante
cromatografia liquida- espectrofotometria de masas, debido a la reaccion cruzada con

otros esteroides (Silberzahan et al., 1988; Soma et al., 2011).

En caballos enteros, con edades comprendidas entre 27 meses y 15 afios, se han
descrito concentraciones medias de T de 2000 pg/ml, medidas mediante radio-

inmunoensayo (Inoueet al., 1993; Soma et al., 2008; 2011). Previamente, Cox et al.
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(1973) describieron concentraciones comprendidas entre 65 y 1600 pg/ml en machos

intactos y de 15,3+4,9 pg/ml en machos castrados.

Por otro lado, se ha mostrado que los niveles basales de T presentan variaciones
estacionales, con las concentraciones mas bajas en el mes de enero (200£100 pg/ml) y las
mas elevadas en abril (1400+300 pg/ml) (Kirkpatrich et al., 1977; Aurich et al., 2003).
Igualmente, se han observado variaciones diurnas, con las concentraciones mas bajas a
las 18:00 h (Ganjam y Kenney, 1975). Los valores basales normales de T en machos
enteros se obtienen a partir de los 16 meses de edad, si bien parece existir un incremento
asociado a la edad (Johnson et al., 1991; Inoueet al., 1993; Soma et al., 2008; 2011).

No obstante, hay que tener en cuenta que existen notables variaciones
individuales en la concentracion de T, asi como a lo largo del afio, siguiendo un patron
general de aumento de tamario testicular y de las concentraciones de T cuando los
caballos se encuentran expuestos a hembras y durante la época de cubricion (McDonell y
Murray, 1995).

El efecto del ejercicio sobre las concentraciones de T en el caballo no ha sido
analizado en profundidad. Golland et al. (1999) observaron un incremento de T en
machos castrados en respuesta a un ejercicio maximo. Ademas, describieron que el
ejercicio altera las concentraciones basales de T durante 26-32 h post-ejercicio. Mas
recientemente, Soma et al. (2011) documentaron que los caballos trotones Standardbred
presentan niveles basales de T inferiores a los Pura Sangre Inglés, ambos machos enteros.
Segun estos autores, estos resultados se asocian a la mayor intensidad de competicién, y
una carga aerdbica superior durante el ejercicio en trotones. De hecho, los niveles
inferiores de T se hallaron en los caballos de un hipédromo que competian con mayor
frecuencia, cada 7-10 dias. Parece ser, por tanto, que un entrenamiento intenso, con
competiciones continuadas, podria reducir las concentraciones de T en caballos, de igual

forma a lo descrito para seres humanos (Soma et al., 2011).

En personas, la informacion sobre este tema es mucho mas amplia. Asi, se ha

analizado el efecto del ejercicio, de la competicidn deportiva y del entrenamiento sobre la
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liberacion de esta hormona. Se dispone de datos sobre las concentraciones de T durante y
tras diversos tipos de competiciones, tales como ciclismo (Hoogeveen y Zonderland,
1996), maraton (Maron et al., 1977; Fahrner et al., 1995; Lac y Berthon, 2000; Daly et
al., 2005), levantamiento de peso (Passelergue et al., 1995; Passelergue y Lac, 1999;
Crewther y Christian, 2010), judo (Papacosta et al., 2015), triatlon (Urhausen et al.,
1987a), remo (Urhausen et al., 1987b), rugby (Cunniffe et al., 2010; Crewther et al.,

2013), tenis (Gomes et al., 2013), baloncesto (Ponce-Gonzalez et al., 2015), entre otras.

En ejercicios de intensidad creciente, realizados en cinta rodante y a intensidades
de 30, 45, 60, 75 y 90% del consumo maximo de oxigeno (VO2max), S€ ha observado un
incremento de los niveles plasmaticos de T, de forma proporcional a la intensidad de
esfuerzo, con un pico maximo al final del ejercicio. Sin embargo, este aumento fue
proporcionalmente igual en magnitud a la reduccion del volumen plasmatico, lo cual

inicialmente reduce la importancia de este hallazgo (Wilkerson et al., 1980).

Se ha documentado que los atletas humanos entrenados para resistencia presentan
concentraciones basales inferiores de T en comparacion con personas sedentarias de la
misma edad y sexo (Wheeler et al., 1984; 1991; Hackney et al., 1989; 1997; 1998).

9.3.2.RESPUESTA DEL CORTISOL AL EJERCICIO

El principal glucocorticoide secretado por la glandula adrenal es el cortisol (C), si
bien también se detectan concentraciones bajas de cortisona, corticosterona vy
deoxicorticosterona en plasma (Dickson, 1970; Thornton, 1985; Wilmore y Costill,
1994). Thornton (1985) encontrd que las concentraciones de deoxicorticosterona eran
muy reducidas en équidos. Las concentraciones de C, cortisona y corticosterona aparecen
en una relacién 16:8:0,5 en el plasma, por lo que la mayoria de las investigaciones se han
centrado en el C (Dickson, 1970; Thornton, 1985). Esta hormona experimenta
variaciones diurnas, con las concentraciones superiores al inicio de la mafiana, entre las

6:00 y 11:00 hrs y concentraciones inferiores al final de la tarde y noche (Flisinska-
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Bojanowska et al., 1991; 1992; Irvine y Alexander, 1994). En yeguas Pura Raza Espafiola
se han descrito valores basales comprendidos entre 36 y 81 nmol/l (Satué et al., 2007).
Mas recientemente, se han presentado medias comprendidas entre 59,32+16,18 vy
85,39+14,31 ng/ml en potros Pura Raza Esparioles con edades inferiores al afio (Mufioz et
al., 2012).

Los glucocorticoides se han considerado como hormonas de estrés, si bien existen
muchas situaciones normales, no categorizadas como estrés, que dan lugar a liberacién de
C. De hecho, la magnitud de la liberacion de esta hormona no debe ser usada para valorar
si una alteracidn fisioldgica puede ser clasificada como una mera perturbacion o como un
agente estresante mas peligroso. No obstante, se han documentado concentraciones
elevadas en caballos con patologias, fundamentalmente de origen agudo (Ayala et al.,
2001). Por el contrario, en los Gltimos afios, se ha defendido que, los potros neonatos con
sepsis muestran un cierto grado de insuficiencia adrenal, con el consiguiente descenso en
las concentraciones circulantes de C, a pesar de presentar una elevacion de ACTH
(Hurcombe et al., 2008; Hart et al, 2011). Por tanto, la liberacion de C permite a un
individuo tolerar y adaptarse a diversos retos homeostaticos, que se producen de forma
diaria (Irvine y Alexander, 1994). Asimismo, se ha documentado que el C se eleva en
respuesta a un estrés téermico, de modo que podria ser un indice muy sensible del grado de

tolerancia al calor (Williams et al., 2002).

Desde el punto de vista del ejercicio y para conseguir o mantener la homeostasis
interna, los efectos funcionales del C se pueden resumir en dos grandes categorias:
movilizacién de los substratos energéticos y modulacion de la respuesta inmune. EI C
actua en la movilizacion de los substratos energéticos al favorecer la gluconeogénesis y la
lipolisis de los &cidos grasos libres (Wilson et al., 1991; Keadle et al., 1993; Horohov et
al., 1999; Marc et al., 2000; Cayado et al., 2006; Malinowski et al., 2006). Al mismo
tiempo, reduce la utilizacion de glucosa por parte de algunos tejidos, con el consiguiente
efecto de ahorro, quedando disponible este substrato para su consumo en el sistema

nervioso central (Irvine y Alexander, 1994; McKeever y Gordon, 2004; Hyyppé, 2005).

143



Elena Tofé Povedano

Se podria especular que esta accion retrasaria el inicio de la fatiga central que se produce

en el ejercicio de resistencia, cuando los niveles de glucosa en sangre descienden.

Por otro lado, el C también da lugar a un incremento en el catabolismo proteico,
con la liberacion de aminoacidos, que quedan disponibles para el ejercicio. Los
aminoacidos durante una actividad fisica, si bien pueden metabolizarse como fuente
energética, su principal funcién es actuar en la reparacion de tejidos y en la sintesis de
enzimas que intervienen en diversas vias metabdlicas celulares (Cayado et al., 2006;
Malinowski et al., 2006; Gordon et al., 2007).

El segundo grupo de funciones del C en el ejercicio es la modulacion de la
funcion inmune, actuando como agente anti-inflamatorio y suprimiendo la respuesta
inmune (Wong et al., 1992; Cayado et al., 2006; Malinowski et al., 2006). De forma
tedrica, estas acciones son beneficiosas durante un entrenamiento. Se necesita una
sobrecarga ligera en intensidad, duracién o resistencia durante un entrenamiento para
estimular la respuesta adaptativa. Las disrupciones leves de la funcion y estructura celular
muscular resultan en remodelacion, con captacion de substratos y deposicion,
aumentando la capacidad funcional celular. La supresion de la respuesta inmune
originada por el C proporciona un ambiente permisivo que tolera ciclos controlados de
lesion muscular, necesarios para la remodelacion asociada al entrenamiento (Malinowski
et al., 2006; Leleu y Haentjens, 2010; Schmidt et al., 2010).

Numerosos estudios han confirmado que el C se eleva en respuesta a diversos
tipos de ejercicios y competiciones en el caballo, tales como ejercicios de trekking
(Medica et al., 2010), resistencia (Snow y Rose, 1981; Rose et al., 1983; Robson et al.,
2003; Janczarek et al., 2013), salto de obstaculos (Cayado et al., 2006; Cravana et al.,
2010), doma clésica (Cayado et al., 2006), reining (Casella et al., 2015), en respuesta a
un ejercicio programado (Marc et al., 2000) o comparando diversos tipos de actividades
fisicas (Desmecht et al., 1996; Nagata et al., 1999). El grado de liberacion del C durante
el ejercicio esta condicionado en mayor grado por la duracion del ejercicio que por su
intensidad. Por ejemplo, Linden et al. (1991) encontraron concentraciones muy elevadas

de C tras pruebas de resistencia, mientras que el incremento fue leve a moderado tras
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pruebas de salto de obstaculos, cross-country, carreras de velocidad al galope y al trote.
Adicionalmente, durante un ejercicio breve de intensidad maxima, el C no parece estar
relacionado con la intensidad de trabajo ni tampoco con la acumulacion sanguinea de
lactato. Los valores maximos se han observado dentro de los 5 a 30 min iniciales tras

concluir el ejercicio maximo (Jiménez et al., 1998; Nagata et al., 1999).

Por otro lado, un incremento excesivo en las concentraciones post-ejercicio de C
puede indicar que el esfuerzo realizado ha sido demasiado intenso (Marc et al., 2000;
Hamlin et al., 2002; Leleu y Haentjens, 2010). Igualmente, una recuperacion prolongada
de las concentraciones de C o bien unos niveles inapropiadamente elevados o reducidos,
se consideran marcadores de sobreentrenamiento o de una adaptacion incorrecta al
entrenamiento en el caballo (Marc et al., 2000; Hamlin et al., 2002; Leleu y Haentjens,
2010). Como se ha citado con anterioridad, el C posee un efecto permisivo beneficioso
para la adaptacion al entrenamiento, al reducir la respuesta inflamatoria e inmune al
ejercicio intenso (Rossdale et al., 1982; Horohov et al., 1999). De hecho, se han llevado a
cabo investigaciones que han medido las concentraciones de C durante un periodo de
tiempo prolongado, tras el ejercicio (Toutain et al., 1995; Lassourd et al., 1996; Popot et
al., 1997). Estos experimentados demostraron que el ejercicio provoca un aumento de
hasta 6 veces la secrecion de C por parte de las glandulas adrenales y un incremento de 2-
3 veces en las concentraciones circulantes de C. De igual modo, las concentraciones de C
en orina también se elevan, hasta 3 veces sobre los niveles basales (Ralston et al., 1988;
Hagedorn y Schulz, 1997; Popot et al., 1997). Las concentraciones urinarias de C
recuperan sus valores de reposo a las 10 hrs post-ejercicio (Toutain et al., 1995; Lassourd
et al., 1996; Popot et al., 1997). Los autores también han descrito un incremento muy

significativo en el aclaramiento hepatico del C.

Finalmente, parece ser que el entrenamiento podria afectar la respuesta del C al
ejercicio, de modo que los caballos entrenados alcanzarian antes el pico o concentracion
méaxima de C y tendrian una eliminacion post-esfuerzo mas rapida (Cayado et al., 2006;
Malinowski et al., 2006; Schmidt et al., 2010). De forma general, las concentraciones

méaximas de C se alcanzan a los 30 min de concluir el ejercicio (Desmetch et al., 1996;

145



Elena Tofé Povedano

Kurosawa et al., 1998; Nagata et al., 1999; Cayado et al., 2006; Malinowski et al., 2006).
En la tabla 6 se presentan las concentraciones de C descritas por varios autores en

ejercicios de diversa intensidad.

Tabla 6. Concentraciones de cortisol descritas por varios autores en caballos tras diferentes tipos de
€Jercicio

Autores Tipo de ejercicio Reposo Tras ejercicio
Kurosawa et al., Incremental en cinta 36,5+8,6 ng/ml 47,1+7,7 ng/ml
1998 rodante, hasta la fatiga
Snow y Rose, 1981 Resistencia, 80 km 176x15 nmol/Il 440+12 nmol/l
Desmetch et al., Resistencia, 44 km 99,1£13,2 nmol/dl 250 nmol/dI
1996

9.3.3. COCIENTE TESTOSTERONA/CORTISOL (T/C) EN EL EJERCICIO

El cociente T/C es considerado como un marcador del grado de estrés asociado al
ejercicio (Adlercreutz et al., 1986; Kraemer et al., 1992; 1998; Gomes et al., 2013; Li et
al., 2015; Papacosta et al., 2015; Mohr et al., 2016). La variacion de este cociente con el
ejercicio no estd clara en atletas humanos, posiblemente debido a la influencia de
numerosos factores que determinan la evolucion de ambas hormonas, T y C. Dentro de
estos factores, hay que considerar la cantidad de masa muscular que interviene en el
ejercicio (Ahtlainen et al., 2003), su intensidad y volumen (Ahtlainen et al., 2003),
presencia 0 ausencia de periodos de reposo, edad y experiencia de entrenamiento y
competicion (Kraemer et al., 1992; 1998; Fry y Lohnes, 2010).

Se ha sugerido que, aquellos ejercicios que requieren la intervencién de una gran
masa muscular, a intensidad elevada, inducen un incremento de las concentraciones de T,
superior al aumento de C, de modo que el cociente T/C se eleva (Kraemer et al., 1998;
McCall et al., 1999; Fry y Lohnes, 2010). Por el contrario, los ejercicios de larga

duracion inducen un incremento méas pronunciado de C, cuyas concentraciones aumentan
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en funcion del producto intensidad x duracion. La concentracion de T, si bien se eleva al
inicio de la competicion, se produce posteriormente un descenso, si la duracion del
ejercicio o de la competicion, supera las 3 h. De este modo, una competicion o una sesion
de ejercicio de duracién superior a las 3 h, resulta en un descenso del cociente T/C
(Guglielmi et al., 1984). No obstante, también se ha descrito que el inicio de la reduccion
de las concentraciones de T se produce a partir de la 1:30 h de maraton (Jensen et al.,
1991) y en otros casos, incluso desde el comienzo de la competicion (Lac y Berthon,
2000). El descenso del cociente T/C refleja un estado anabdlico durante e inmediatamente
tras la carrera. También se ha presentado un descenso del cociente T/C en ultramaraton
(Kupchak et al., 2014) y tras competiciones sobre 5000 m (L.i et al., 2015),

Por otro lado, se suele encontrar un aumento de este cociente durante el periodo
de recuperacion, posiblemente como reflejo de los intentos de restauracion de la
homeostasis alterada durante el ejercicio. De este modo, Lac y Berthon (20000)
observaron un aumento de T y una reduccion de C, con una elevacion del cociente T/C
durante los dias posteriores a una maraton, sugiriendo una tendencia anabélica (Lac y
Berthon, 2000). Igualmente, Elloumi et al. (2003) observaron que la elevacion del
cociente T/C persistia durante 5 dias tras una competicion de rugby. Este resultado les
Ilevo a concluir que no se deberia competir antes de 7 dias tras una competicion previa,
por una recuperacion incompleta. Por tanto, este cociente también se puede utilizar para
evaluar el grado de estrés de un atleta durante la temporada de competicion (Filaire et al.,
2001; Doan et al., 2007; Gomes et al., 2013; Papacosta et al., 2015) y su grado de
recuperacion tras cada sesién de entrenamiento o competicion (Bobbert et al., 2012;
Kupchak et al., 2014; Wabhl et al., 2013; Mobhr et al., 2016).

Se ha demostrado que la manipulacion farmacoldgica de los niveles circulantes de
C daba lugar a descensos en la concentracion de T circulante (Bambino y Hsueh, 1981;
Comming et al., 1983). Con esta premisa, varios autores han intentado describir las
fluctuaciones de la concentracion de T durante diversos tipos de ejercicios fisicos. De
este modo, Brownlee et al. (2005) encontraron una correlacion negativa entre T y C en

las muestras obtenidas durante el periodo de recuperacion, pero no en las muestras de
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reposo. Este hallazgo de una relacion negativa entre ambas hormonas cuando el C esta
elevado (se determinaron concentraciones de hasta un 160% superiores a las basales),
sugeriria que se necesita lograr un nivel critico de C para que interfiere con los niveles de
T (Brownlee et al., 2005; Daly et al., 2005). Si bien esta correlacion inversa entre Ty C
se habia descrito previamente (Opstad, 1992; Hoogeveen y Zonderland, 1996; Nindl et
al., 2001), estas investigaciones se basaron en un niumero muy limitado de muestras o

bien se describid una relacion en una base observacional, sin estudio estadistico.

Si bien se han propuesto diversas hipétesis para explicar estos datos, el
mecanismo fisiopatolégico no se ha aclarado completamente. Cumming et al. (1983)
examinaron la respuesta de la hormona luteinizante (LH), prolactina y T total tras la
administracion de C. Encontraron que, mientras que la T descendid, no hubo cambios en
la LH o en la prolactina, lo cual parece indicar que el efecto del C sobre la produccién de
T fue a nivel testicular y no en los componentes regulatorios endocrinos centrales, es
decir, en el eje hipotaldmico-hipofisario. No obstante, estos autores no midieron la
frecuencia o la amplitud de pulso, de forma que la influencia de un componente central
no pudo ser completamente descartada como hipdtesis (Cumming et al., 1983). Cumming
et al. (1983) especularon que el C altera el proceso de esteroidogénesis testicular en las
células de Leydig, quizd por inhibicion enzimatica. Varios modelos experimentales
previos soportan esta conjetura. Bambino y Hsueh (1981) encontraron un efecto
inhibitorio directo de dosis farmacoldgicas de C infundidas, sobre la actividad del
receptor LH y sobre el contenido testicular en ratas. De forma especifica, estos autores
propusieron que niveles altos de C alterarian la unién de la LH en los testiculos y el
proceso de esteroidogénesis. Posteriormente, estos mismos autores indicaron que quiza,
la produccidn testicular de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) y la actividad de la
enzima 17-a-hidrolasa se vieron suprimidas por el C (Welsh et al., 1982). Igualmente,
otros investigadores han llegado a la misma conclusion, es decir, la actividad enzimatica
de la esteroidogénesis para la sintesis de T dentro del testiculo se altera (Hackney y
Dobridge, 2003).
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Curiosamente, la correlacion entre la T y el C se hace positiva en las muestras en
recuperacion (Lac y Berthon, 2000; Elloumi et al., 2003; Brownlee et al., 2005; Daly et
al., 2005). La explicacion fisiologica es incierta, si bien existen varias posibilidades para
estos resultados. En primer lugar, es posible que un incremento de T libre sea el resultado
de un aumento de la contribucion adrenal a la T circulante. En respuesta a un estrés
fisico, la glandula adrenal se veria estimulada para la produccion de C. EIC y la T se
sintetizan en la misma cascada de reacciones en la glandula adrenal (Kroboth et al.,
1999). Por este motivo, cuando la glandula adrenal se encuentra estimulada para producir
C, posiblemente sintetice T de forma simultanea, con un aumento paralelo de ambas

hormonas.

En segundo lugar, la T puede ser transportada en sangre unida a una globulina 'y a
otras proteinas transportadoras, como es la ALB, mientras que el C es transportado por la
globulina de unién al C. Debido a que el C y la T son producidos a partir de un mismo
precursor, son hormonas muy similares estructuralmente. Por tanto, existe una posibilidad
de que una elevacion del C sanguineo cause una disociacion de la T de sus proteinas
transportadoras, al competir por las zonas de unién (Rossner, 1990; Obminiski y
Stupnicki, 1996; Brownlee et al., 2005; Daly et al., 2005).

9.34. INFLUENCIA DEL ESTADO HIDRICO SOBRE LAS
CONCENTRACIONES DE TESTOSTERONA, CORTISOL Y COCIENTE T/C

El estado hidrico, determinante del rendimiento deportivo, también puede
modular y alterar la respuesta endocrina al ejercicio (Francesconi et al., 1984; Kraemer y
Ratamess, 2005; Maresh et al., 2006; Judelson et al., 2008). En atletas humanos, se ha
analizado el efecto de la euhidratacion y la hipohidratacién- deshidratacion sobre las
concentraciones de T, C y ratio T/C, bajo la premisa de que, si la deshidratacion ejerce
una influencia perjudicial sobre la respuesta hormonal, el equilibrio hidrico adquiere una

gran relevancia en aquellas poblaciones que estdn sometidas a una hipohidratacion
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cronica, tales como atletas que entrenan, compiten o realizan ejercicios en condiciones

calurosas o individuos geriatricos (Judelson et al., 2008).

En relacion a las concentraciones de T, diversos autores han documentado una
ausencia de cambios en esta hormona en estados de hipohidratacion, tanto durante
ejercicios de baja intensidad (Hoffman et al., 1994; Kenefick et al., 1998; Jirimde y
Jurimde, 2001), como durante ejercicios a intensidades altas (Maresh et al., 2006). De
igual modo, Judelson et al. (2008) tampoco evidenciaron diferencias entre individuos
deshidratados y euhidratados en las concentraciones de T durante ejercicios de
resistencia. Sin embargo, estos autores observaron que el area de la concentracion de T
bajo la curva era inferior en estados de deshidratacion. En base a estos datos, sugirieron
que, la hipohidratacion atenda el incremento inducido por el ejercicio de resistencia en la
concentracion de T. Ademas, esta reduccion en T se produjo junto con un incremento de
los niveles de catecolaminas. Se ha documentado que las catecolaminas estimulan la
sintesis y liberacion de T (Hoffman et al., 1994; Fenske 1997). En resumen, la
deshidratacion podria haber limitado este efecto y haber modulado la respuesta de la T al
ejercicio, al estimular la secrecion de insulina o de C, hormonas que se asocian a una

reduccidn en la secrecion y sintesis de T (Judelson et al., 2008).

Las concentraciones de C se ven afectadas por el estado hidrico previo al ejercicio
(Francesconi, 1988; Melin et al, 1988), por la ingestion de agua u otros fluidos durante el
ejercicio (Francesconiet al., 1978; Francis, 1979; Brandenberger et al., 1986) y por el
nivel de deshidratacion alcanzado durante una actividad fisica (Francesconi et al., 1985;
Melin et al., 1988; Hoffman et al., 1994). De este modo, se ha demostrado que la
ingestion de agua durante el ejercicio limita el incremento de C, en comparacion con la
restriccion de agua (Francesconi et al., 1978; Brandenberger et al., 1986; 1989). Sin
embargo, Hoffman et al. (1994) no hallaron diferencias en las concentraciones basales de
C en individuos deshidratados y euhidratados. Segun estos autores, los individuos aptos
fisicamente y bien entrenados, toleran mejor el ejercicio en el calor y el grado de
deshidratacion, sin desencadenar una respuesta de los glucocorticoides, al contrario que

los individuos menos entrenados. No obstante, esta respuesta del C al estado de
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hidratacion antes y durante el ejercicio parece venir condicionada por el tipo de actividad
realizada. Hoffman et al. (1997) describieron un descenso de los niveles sanguineos de C
tras un ejercicio de corta duracion y alta intensidad. Maresh et al. (2006) no encontraron
diferencias en la respuesta del C al ejercicio en sujetos con diferente estado hidrico.
Maresh et al. (2006) hipotetizaron que, el descenso de C a consecuencia de un ejercicio
intenso y de corta duracidn, se ve contrarrestado por la exacerbacion de la liberacion de C
por la deshidrataciobn. Como consecuencia de estas acciones antagénicas, no se
detectarian variaciones en las concentraciones de C. Por el contrario, en ausencia de esta
inhibicion, los niveles sanguineos de C se habrian visto afectados significativamente por

la deshidratacion.

En definitiva, en atletas humanos, se acepta que la deshidratacion antes y durante
el ejercicio estimula la liberacién de hormonas catabdlicas, fundamentalmente en
respuesta al aumento de la temperatura corporal y por la mayor demanda cardiovascular
resultante del descenso del volumen plasmatico (Roy et al., 2001a,b; Mitchell et al.,
2002; Judelson et al., 2008).

En animales, si bien no se ha analizado aun la influencia del estado hidrico en las
concentraciones de C en ejercicio, si se ha descrito una liberacion incrementada de esta
hormona en individuos en varias situaciones de deshidratacién, tales como en ovejas y
vacas con restriccion de agua durante el transporte (Hogan et al., 2007) y en caballos
durante un transporte de larga duracion (Friend, 2000). Asimismo, se ha descrito el

mecanismo de interferencia entre el C y la deshidratacion en vacuno (Parker et al., 2004).

El valor inferior del ratio T/C enindividuos deshidratados en comparacion con
euhidratados indica un mayor estimulo catabdlico cuando el ejercicio se inicia en
condiciones de hipohidratacién (Maresh et al., 2006). Este resultado es muy interesante
desde un punto de vista practico. Si bien, una exposicién temporal a deshidratacion
incrementa el catabolismo, una exposicion cronica puede resultar en una mayor
degradacion proteica, reduccion de masa muscular y en definitiva, pérdida de fuerza de

contraccion muscular (Maresh et al., 2006).
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9.4. MATERIAL Y METODOS

9.4.1. CABALLOS

En el segundo estudio, se han introducido un total de 54 machos enteros, adultos
(edad media: 8,431+3,256 afios, rango: 4-16 afios), que competian de forma habitual en
competiciones de tiro y arrastre. De igual modo al estudio I, estos caballos se han
clasificado en 2 grupos, segun su estado hidrico, grupo con deshidratacion hipertdnica,
DH, formado por 45 animales y grupo control, CTR, euhidratados, constituido por 9
caballos. Ademas, en funcion del peso corporal del animal y la carga que arrastran, se han
considerado tres categorias: | (peso inferior o igual a 350 kg), 1l (peso comprendido entre
351 y 450 kg) y Il (peso superior o igual de 451 kg). Para més informacién sobre los
mecanismos de deshidratacion de estos caballos, las categorias de peso y la carga que

arrastra cada categoria, consultar en los apartados 6.1, 6.2 y 6.3.

Ninguno de los caballos habia recibido tratamiento con corticoides durante los 3
meses previos al estudio. Por otro lado, se considera dopaje la administracién de
anabolizantes andrdgenos en estos caballos, si bien en estas competiciones, no siempre se

lleva a cabo un control anti-dopaje.

9.4.2. COMPETICIONES DE TIRO Y ARRASTRE, GRUPO DH

Las competiciones de tiro y arrastre en las que participaron los caballos se han
descrito previamente (consultar apartado 6.2.). En la tabla 7 se muestran las

caracteristicas de los animales del grupo DH en este segundo estudio.
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Tabla 7. Valores medios (xDS) y valores minimos y maximos (entre paréntesis) de la edad, peso,
carga arrastrada y tiempo de ejercicio de los caballos del grupo DH
Categoria | Categoria Il Categoria Il
N 22 15 8
Edad (afios) 8,412+3,026 8,909+3,83 8,167+3,534
(4-14) (4-16) (5-13)
Peso (kg) 287,6+39,6 401,6+26,73 515,5+45,71
(194-344) (360-440) (460-590)
Carga (kg) 587,9+87,60 915,6+141,7 1093,3+99,79
(435-750) (675-1090) (920-1190)
Tiempo de 1,064+1,199 1,632+1,031 0,953+0,534
ejercicio (min) (0,360-5,000) (0,400-4,080) (0,430-4,480)

9.4.3. EJERCICIO EN EL GRUPO CONTROL, CTR

El ejercicio realizado por el grupo control ha sido descrito en el apartado 6.3. Con
respecto a la distribucion de peso en los animales de este grupo, se realizé del siguiente
modo: I, n=3; 1, n=3 y Ill, n=3. Las caracteristicas de estos animales se muestran en la
tabla 8.

Tabla 8. Valores medios (xDS) y valores minimos y maximos (entre paréntesis) de la edad, peso,
carga arrastrada y tiempo de ejercicio de los caballos del grupo CTR
Categoria | Categoria Il Categoria Il
N 3 3 3
Edad (afios) 12,33+1,283 8,333+0,485 7,540+1,940
(10-14) (7-9) (6-9)
Peso (kg) 283,3+£33,95 396,7+37,89 599,0+56,45
(260-330) (350-440) (490-710)
Carga (kg) 545,5+100,3 870,6+122,8 1323+£145,7
(520-660) (787,5-900) (1275-1820)
Tiempo de 1,210+0,897 1,345+0,998 1,630+0,788
ejercicio (min) (0,380-3,450) (0,430-4,320) (0,470-4,987)
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9.4.4. EXTRACCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

El protocolo experimental, tanto en cuanto a los tiempos de extraccion de

muestras y procedimiento se ha detallado previamente (apartado 6.4.)

9.4.5. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

En este capitulo, se han medido las concentraciones de albumina (ALB, g/dl),
testosterona (T, pg/ml) y cortisol (C, ng/ml). La concentracién de ALB fue medida en
plasma heparinizado, con técnicas espectrofotométricas?’, usando reactivos especificos?,

segun el método del verde de bromocresol (Doumas et al., 1971).

La concentracion de T se ha cuantificado en suero, mediante un ELISA de
competicidn, sin extraccion previa de la muestra. El limite de deteccion fue de 30 pg/ml.
Los porcentajes de recuperacion de esta técnica fueron de 95%, a concentraciones
elevadas de T y de 98%, a concentraciones bajas de T. Los coeficientes intra-analisis
fueron de 4,5 y 6,9% para concentraciones altas y bajas de T. Esta técnica ha sido
utilizada previamente y estd validada para caballos (Munro y Lasley, 1988; Carneiro et
al., 1998; lllera et al., 2003).

La concentracion de cortisol (C) se ha cuantificado en suero, mediante un ELISA
de competicion, usando el anticuerpo policlonal C972%*. Este procedimiento presenta una
elevada especificada para el C (porcentaje de recuperacion de concentraciones conocidas
del 95%). Tiene reactividad cruzada con la prednisolona (15,71%), prednisona (18,9%),
cortisona (10,8%), corticosterona (6,4%), 11-deoxicortisol (40,31%), 21-deoxicortisol
(5,31%) y dexametasona (<0,1%). La sensibilidad de esta técnica fue de 30 pg/ml. Los
coeficientes de variacion intra-andlisis e inter-andlisis quedaron comprendidos entre 3,7-
6,63% Yy 3,92-9,93%, respectivamente.

22Espectrofotdmetro RAL®, modelo Clima M5-15, Sant Joan Desofi, Barcelona, Espafia

Z3Reactivos RAL®, Sant Joan Desoi, Barcelona, Espafia

2Anticuerpo policlonal C97, Laboratorio de Endocrinologia del Departamento de Fisiologia Animal de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Espafia.
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9.4.6. ESTUDIO ESTADISTICO

A lo largo de este estudio, los datos se presentan como media + desviacion
estandar, DS. La normalidad de las variables analizadas se comprobd mediante un test de
Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de la varianza con un test de Levene. Seguidamente,
se efectué un test multivariante, considerando tres factores: grupo de caballos (DH y
CTR), categoria de peso (I, Il y I11) y tiempo de toma de muestras (R, E, 5SREC, 10REC,
15REC y 30REC).

Las diferencias entre las tres categorias de peso (I, Il y Il1) dentro de cada grupo
(DH y CTR) vy las diferencias entre grupos para cada categoria de peso se evaluaron
mediante un analisis ANOVA para muestras independientes. El efecto del tiempo de
toma de muestra se analizo mediante un test ANOVA para muestras repetidas.
Seguidamente, se llevo a cabo un test de comparacion (post-hoc comparison of means)
para determinar entre qué tiempos de extraccion de muestras estas diferencias eran
significativas. Finalmente, se efectu6 un andlisis de correlacion entre las diversas
variables analizadas, mediante una correlacién lineal (Pearson product-moment
correlation). Debido a que en personas, se ha demostrado que la correlacion entre los
niveles de T y C es diferente durante el ejercicio y durante la recuperacién (Lac y
Berthon, 2000; Maestu et al., 2005; Cunniffe et al., 2010; Betts et al., 2011), el analisis
de correlacion se ha realizado, de forma independiente, con los valores del tiempo E y
con todos los valores de la recuperacion (tiempos 5REC, 10REC, 15REC y 30REC).

El nivel de significacion se establecio a nivel de p<0,05. El estudio estadistico se

ha realizado con el programa estadistico?®.

ZGtatistica for Windows, v. 10.0, Statsoft®, USA
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9.5. RESULTADOS

Siguiendo el mismo esquema establecido para la seccion de resultados del estudio
I, hemos considerado cuatro grandes apartados: 1) Resultados del analisis multivariante;
2) Resultados de las diferencias segun la categoria de peso (I, I1 'y I11) para los dos grupos
(DH y CTR), en los diferentes tiempos de toma de muestras (R, E, S5REC, 10REC,
15REC y 30REC); 3) Analisis comparativo entre los dos grupos de caballos con diferente
estado hidrico (DH y CTR); 4) Analisis de correlacion entre T y C en reposo, ejercicio y

recuperacion.

9.5.1. RESULTADOS DEL ANALISIS MULTIVARIANTE

La tabla 9 recopila los resultados derivados del analisis multivariante. Las
concentraciones de ALB y de C se vieron influidas por los tres factores analizados. Sin
embargo, la concentracion de T solo se hall6 afectada por el grupo de caballos (DH y

CTR), mientras que el cociente T/C se vio influenciada por la categoria de peso (I, Il y

).
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Tabla 9.Resultados del analisis multivariante (valores F y probabilidad p) y de los efectos de los tres
factores principales (grupo de caballo, categoria de peso y tiempo de extraccion de las muestras
sanguineas). P<0,05
Grupo Categoria de peso?’ Tiempo de extraccion de
caballo?® muestras®®
ALB F=354,7 F=5,12 F=20,64
p= 0,000 p= 0,007 p= 0,000
T F=9,585 F=1,291 F=0,202
p=0,023 p= 0,252 p= 0,961
C F=201,9 F=4,336 F=11,91
p= 0,000 p= 0,014 p= 0,000
RatioT/C F=0,048 F= 3,268 F=0,553
p= 0,827 p= 0,041 p= 0,736

95.2. EFECTO DE LA CATEGORIA DE PESO Y DEL TIEMPO DE
EXTRACCION DE MUESTRAS EN EL GRUPO DH

No se apreciaron diferencias significativas en la concentraciéon de ALB al
comparar las tres categorias de peso en el grupo DH, en ninguno de los tiempos de toma
de muestras (Figura 30). Por el contrario, si existieron diferencias en las concentraciones
de T, C y cociente T/C. Las diferencias en cuanto a T y al cociente T/C han sido variadas
en relacién a la categoria de peso. En los tiempos R, E, 5REC y 15REC, la categoria de
peso | presentd concentraciones mas elevadas de T. En los tiempos 10REC y 30REC, los
valores méas altos se obtuvieron en la categoria I, seguidos por la categoria Ill y
finalmente, la categoria 1l (Figuras 31). La concentracion de C fue diferente entre
categorias de peso en las muestras tomadas en E, con medias superiores en los caballos
de los grupos | y Il (Figura 32). En las tres categorias, se aprecid un incremento

progresivo de C, alcanzandose los valores superiores a los 30REC.

En cuando al efecto del ejercicio, la ALB y el C se vieron modificados de forma

significativa en las tres categorias de peso, como se presenta en las figuras 30 y 32.

2 DH vs. CRT
27 Ly I
2 R, E, 5REC, 10REC, 15REC y 30REC
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En las tres categorias de peso, el ejercicio condiciond un incremento de los

niveles séricos de T, si bien solo se alcanz6 la significacion estadistica en las categorias

de peso I y II (Figura 31).
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Figura  30.  Concentracion
plasmética de albdmina (g/dl) en
caballos de tiro y arrastre del
grupo DH  durante  una
competicion, en funcion de la
categoria de peso (R: diferencias
con reposo; E: diferencias con

egjercicio). P<0,05.

Figura 31. Concentracion sérica
de testosterona (pg/ml) en
caballos de tiro y arrastre del
grupo DH durante una
competicién, en funcion de la
categoria de peso (R: diferencias
con reposo; E: diferencias con
gjercicio) (Se indican en negrita
las diferencias entre categorias de

peso) P<0,05.
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Figura 32. Concentracion sérica
de cortisol (mg/ml) en caballos
de tiro y arrastre del grupo DH
durante una competicién, en
funcién de la categoria de peso
(R: diferencias con reposo; E:
diferencias con ejercicio) (Se
indican en negrita las diferencias
entre  categorias de

P<0,05.

peso)

Los cambios en el cociente T/C, asi como las diferencias entre las tres categorias

de peso para el grupo de caballos DH, se muestran en la figura 33. En la categoria Ill, se

produjo un incremento de este cociente en los tiempos E y 5REC, mientras que en las

otras categorias, aunque se elevo este ratio, no se alcanzé la significacién estadistica. En

cuanto a las diferencias entre categorias, en R, la categoria | mostré medias

significativamente superiores a las otras dos categorias. En los otros tiempos de toma de

muestras, la categoria Il presentd valores inferiores (Figura 33).
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953. EFECTO DE LA CATEGORIA DE PESO Y DEL TIEMPO DE
EXTRACCION DE MUESTRAS EN EL GRUPO CRT

No se han observado diferencias significativas en la concentracion de ALB al
comparar las tres categorias de peso en el grupo CTR. Por el contrario, el ejercicio si
afectd a este parametro, como se presenta en la figura 34. En las tres categorias de peso,
el ejercicio condicion6 una elevacion significativa de la ALB, con descensos posteriores
durante la recuperacion (Figura 34).
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Figura 34. Concentracion
plasmética de albumina (g/dl) en
caballos de tiro y arrastre del
grupo CTR durante una
competicién, en funcién de la
categoria de peso (R: diferencias
con reposo; E: diferencias con

ejercicio). P<0,05.

Las concentraciones séricas de T del grupo CTR para las tres categorias de peso

se presentan en la figura 35. El ejercicio indujo un incremento en las categorias | y 111, sin

bien esta elevacion no fue significativa en la categoria Ill. En la categoria Il, se detecto

una tendencia no significativa hacia el descenso de los niveles de T. Durante la

recuperacion, la evolucién de esta hormona fue variable. Por otro lado, la categoria I de

peso mostrd niveles superiores de T a las categorias Il y 111, en los tiempos Ry E. La

categoria Il presento valores inferiores a las otras dos categorias en los tiempos E, 10REC
y 15REC (Figura 35).
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Figura 35. Concentracién sérica de
testosterona (pg/ml) en caballos de
tiro y arrastre del grupo CTR
durante una competicién, en funcion
de

la categoria de peso (R:

diferencias con  reposo; E:
diferencias con ejercicio) (Se indican
en negrita las diferencias entre

categorias de peso) P<0,05.

La categoria Il de peso mostré una concentracion de C superior tras el ejercicio.

En todas las categorias, se aprecié un incremento progresivo de las concentraciones

séricas de C a lo largo de los diversos tiempos de toma de muestra, con los valores

méaximos en el tiempo 30REC (Figura 36).
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Figura 36. Concentracion sérica
de cortisol (ng/ml) en caballos de
tiro y arrastre del grupo CTR
durante una competicién, en
funcion de la categoria de peso (R:
diferencias

con reposo; E:

diferencias con ejercicio) (Se
indican en negrita las diferencias

entre categorias de peso) P<0,05.
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Los valores del cociente T/C en el grupo de caballos CTR se presentan en la
figura 37. Se observo una reduccion significativa de este cociente desde los valores de
reposo tras el ejercicio en la categoria Il. En cuanto a la categoria I, el descenso durante la
recuperacion fue mas progresivo, hallandose los valores mas bajos para este cociente en
el tiempo 30REC. En las otras categorias, la reduccion del cociente durante la
recuperacion fue inferior. En el tiempo R, la categoria I tuvo valores de T/C mas elevados
que la categoria I1. En los tiempos E, 5SREC, 10REC y 15REC, la categoria Il presentd las

medias mas bajas (Figura 37).
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9.5.4. DIFERENCIAS ENTRE GRUPOSDH Y CTR

Debido a que las concentraciones de ALB no fueron diferentes entre categorias de
peso, para ninguno de los dos grupos de caballos con diferente estado hidrico (DH vy
CRT), los datos de las categorias I, 11 'y 111 se presentan conjuntamente. En la figura 38, se
observan los valores de ALB en caballos DH y CTR. Como se puede observar, la
concentracion de ALB fue significativamente superior para los caballos DH en todos los

tiempos de toma de muestra.
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Como la categoria de peso influyo los niveles séricos de T y C, tanto en el grupo
DH como en el CTR, se ha optado por evaluar las diferencias entre los dos grupos de

estado hidrico de forma independiente para cada categoria de peso.

Las figuras 39, 40 y 41 muestran las concentraciones de T para las tres categorias
de peso. En las tres categorias de peso, se ha encontrado que los niveles séricos de T
fueron superiores en el grupo DH en comparacion con el grupo CTR, en la mayoria de los
tiempos de extraccion de muestras sanguineas. Cuando no se ha alcanzado la
significacion estadistica, se aprecié una tendencia hacia valores mas altos en el grupo
DH.
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Figura 39. Concentracion sérica de
testosterona (pg/ml) en caballos de
tiro y arrastre de la categoria de
peso |, de los grupos CTR y DH
durante una competicion  (#:

diferencias entre grupos). P<0,05.

Figura 40. Concentracion sérica de
testosterona (pg/ml) en caballos de
tiro y arrastre de la categoria de
peso Il, de los grupos CTR y DH
durante una competicion  (#:

diferencias entre grupos). P<0,05.
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En general, los caballos del grupo DH presentaron niveles superiores de C en casi
todos los tiempos de toma de muestra. En aquellos casos en los que no se ha alcanzado la
significacion estadistica, se ha detectado una tendencia hacia los valores mas altos en el
grupo DH (Figuras 42, 43 y 44).
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Figura 43. Concentracion
sérica de cortisol (ng/ml) en
caballos de tiro y arrastre de la
categoria de peso Il, de los
grupos CTR y DH durante una
competicién  (#:  diferencias

entre grupos). P<0,05.

Figura 44. Concentracion
sérica de cortisol (ng/ml) en
caballos de tiro y arrastre de la
categoria de peso Ill, de los
grupos CTR y DH durante una
competicién  (#:  diferencias

entre grupos). P<0,05.
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En las figuras 45, 46 y 47 se muestran los valores medios del cociente T/C para
los grupos CTR y DH, en las tres categorias de peso de modo respectivo. No se han
encontrado diferencias significativas entre los dos grupos con diferente estado hidrico,
para las categorias de peso | y Il (Figuras 45 y 47). Sin embargo, en la categoria Il, se ha
observado que, en los tiempos E, 15REC y 30REC, los caballos del grupo DH
presentaban valores superiores del ratio T/C en comparacion con los caballos del grupo
CTR (Figura 46).
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Figura 47. Ratio testosterona
cortisol en caballos de tiro y
arrastre de la categoria de peso
Il, de los grupos CTR y DH

durante una competicion

Para analizar si las concentraciones de C y de T se han modificado de forma

diferente con el ejercicio en cada categoria de peso y en los dos grupos de estado hidrico,
se han comparado las concentraciones en tiempo E con las obtenidas en tiempo R. En la
figura 48, se observa que, el grupo CTR experiment6 un incremento mas marcado que el
grupo DH, para las 3 categorias en peso, en las concentraciones de C. Ademas, el
ejercicio indujo una elevacion maés intensa de C en la categoria |1l de peso que en la

categoria | en el grupo CTR (figura 48).
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De igual modo, al comparar las concentraciones séricas de C obtenidas en los
tiempos 30REC y E, se ha encontrado que el aumento ha sido mas evidente en el grupo
de caballos euhidratados y fundamentalmente en la categoria 111 (Figura 49).
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La evolucidn de las concentraciones de T se presenta en la figura 50. Los caballos
del grupo CTR, de las categorias | y Ill, experimentaron un incremento de los niveles
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séricos de T. En cuanto a los caballos del grupo DH, en todas las categorias se aprecio
una elevacion de la T (Figura 50).
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9.55. CORRELACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE
TESTOSTERONA Y CORTISOL DURANTE EL EJERCICIO Y LA
RECUPERACION

En las tablas 10 y 11 se presentan los coeficientes de correlacion entre las
variables estudiadas en el tiempo E (tabla 10) y en los diversos tiempos de recuperacion
tras el ejercicio (tabla 11). Se han incluido todos los datos juntos, sin considerar la
categoria de peso ni el estado hidrico del animal. También se ha incluido el tiempo de

ejercicio.
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Tabla 10. Coeficientes de correlacion entre el peso, el tiempo de ejercicio y las concentraciones
de alblmina, testosterona, cortisol y ratio T/Cen caballos durante el ejercicio de tiro y arrastre

Tiempo de ejercicio ALB T C T/C ratio
Peso 0,620* -0,370 -0,460 -0,370 -0,280
Tiempo de ejercicio 0,390 -0,260 -0,430 -0,140
ALB 0,280 0,590* 0,110
T -0,080 0,930*
C -0,570*

Tabla 11. Coeficientes de correlacion entre el peso, el tiempo de ejercicio y las concentraciones
de alblmina, testosterona, cortisol y ratio T/Cen caballos durante la recuperaciéon tras un
ejercicio de tiro y arrastre

Tiempo de ejercicio ALB T C T/C ratio
Peso 0,680 * -0,320 -0,650* -0,310 -0,320
Tiempo de ejercicio 0,650* 0,230 0,660* -0,150
ALB 0,160 0,680* 0,050
T 0,050 0,900*
C -0,640*
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9.6. DISCUSION

La T es una hormona anabdlica, mientras que el C desempefia funciones
catabolicas. Por este motivo, la relacion entre ambas hormonas, cociente o ratio T/C se ha
utilizado en atletas humanos para evaluar la intensidad metabdlica del ejercicio
(Kindermann et al., 1982; Fry et al., 1991; 1998; Urhausen et al., 1995; Hoffman et al.,
1997; Volek et al., 1997; Jirimde y Jurimé&e, 2001; Elloumi et al., 2003; McGuigan et al.,
2004; Viru y Viru, 2004; Kraemer y Ratamess, 2005). Por otro lado, el estado hidrico
influencia la respuesta neuroendocrina al ejercicio, y concretamente, se ha confirmado
que los individuos euhidratados y deshidratados muestran cambios diferentes en las
concentraciones de T, C y en el ratio T/C (Hoffman et al., 1994; 1997; Castellani et al.,
1998; Maresh et al., 2006; Judelson et al., 2008; Yeargin et al., 2010). Hasta este
momento, no se dispone de informacidn sobre este tema en el caballo. Por este motivo, la
presente investigacion ha sido disefiada, en primer lugar, para analizar las variaciones
experimentadas por las concentraciones de T y C y el ratio T/C con el ejercicio y en
segundo lugar, para evaluar si, del mismo modo que ocurre en personas, el estado hidrico

modifica la respuesta de estas hormonas y la respuesta anabdlica/catabodlica al ejercicio.

Los principales resultados de esta investigacion han sido los siguientes: 1) Tanto
en el grupo CTR como en el DH, y en las tres categorias de peso, se ha observado un
incremento progresivo de las concentraciones séricas de C, con los niveles méas elevados
en el tiempo 30REC; 2) La categoria | de peso, tanto en los animales CTR como DH,
mostré valores méas elevados de T, tras al ejercicio; 3) La concentracion sérica de T se
incrementd con el ejercicio en la categoria | de peso, en los dos grupos con estado hidrico
diferente; 4) La categoria Il de peso, en los grupos CTR y DH, mostr6 los valores mas
bajos del ratio T/C; 5) El ejercicio indujo cambios diferentes en el ratio T/C en funcion de
la categoria de peso y del estado hidrico; 6) El incremento experimentado por las
concentraciones de C con el ejercicio y en la recuperacion, en comparacion con los
valores basales, fue superior en el grupo CTR que en el grupo DH, para las tres categorias

de peso; 7) El aumento asociado al ejercicio en las concentraciones de T fue mayor en el
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grupo CTR que en el grupo DH, en las categorias de peso | y IlI; 8) Un tiempo de
ejercicio mas prolongado se asocid a una deshidratacién mas intensa (concentraciones de
ALB superiores) y a un peso corporal superior; 9) El ratio T/C dependio en mayor grado
de las concentraciones de T que de las concentraciones de C, como se evidencié con el

analisis de correlacion.

9.6.1. LIMITACIONES DEL ESTUDIO 11

Esta investigacion presenta una serie de limitaciones, basicamente asociadas al
protocolo experimental, al haberse obtenido las muestras sanguineas en competiciones
deportivas y no en un ambiente laboratorial, y por tanto, controlado. A esto hay que unir
que, para proceder al estudio, era un requisito imprescindible la aprobacién, escrita o

verbal, por parte del propietario, para la inclusién del caballo en la investigacion.

Se sabe que las concentraciones de T muestran variaciones estacionales en
caballos enteros, con niveles mas bajos en el mes de enero y mas elevados en el mes de
abril, al menos en Estados Unidos (Kirkpatrich et al., 1977; Aurich et al., 2003). En este
estudio, las muestras se tomaron durante los meses de marzo a julio, que son los meses en
los cuales se realizan las competiciones de tiro y arrastre. No se conoce como podria
afectar este hecho a las concentraciones de T. En segundo lugar, se han detectado
variaciones diurnas, con concentraciones mas bajas a las 18.00 h (Ganjam y Kenney,
1975; Clay et al., 1988; Stout, 2005; Dhakal et al., 2011). Las competiciones se realizan
durante todo el dia, por lo que podria haber existido una influencia de los ritmos diurnos
sobre la concentracion de esta hormona, circunstancia que no se ha podido controlar, ya
que las competiciones se realizan tanto por la mafiana como por la tarde. Debido a que,
como se ha mencionado antes, era obligatoria la aceptacion del propietario en la
participacion de la investigacion, ha sido imposible seleccionar solamente aquellos
caballos que compitieron en una determinada franja horaria. En tercer lugar, con respecto
a la T, los niveles basales se alcanzan a los 16 meses de edad, si bien pueden existir

pequefios incrementos asociados a la edad (Johnson et al., 1991; Inoueet al., 1993; Soma
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et al., 2008; 2011). En este estudio, solo se han incluido animales adultos, con edades
superiores a los 4 afios y enteros, por lo que parcialmente esta circunstancia se ha podido
controlar. En cuarto lugar, hay que tener en cuenta que no se realiza control anti-dopaje
en estos animales, por lo que no fue posible descartar completamente la administracién
fraudulenta de anabolizantes para incrementar la fuerza del caballo (Snow et al., 1982a,b;
Hyyppd, 2001; Soma et al., 2007). Finalmente, se ha confirmado que la actividad
reproductora del semental influencia las concentraciones de T (McDonell y Murray,
1995; Stout, 2005). Todos los caballos incluidos en este estudio eran machos enteros, y

no se conoce si estos animales eran usados como sementales o no.

Al igual que ocurre con la T, las concentraciones circulantes de C también
muestran ritmos circadianos en el caballo. Los niveles mas elevados en sangre se
encuentran por la mafiana, entre las 6:00 y 11:00 hrs y los mas bajos al final de la tarde y
noche (Evans et al., 1977; Toutain et al., 1988; Irvine y Alexander, 1994). No se ha
efectuado ninguna diferenciacion entre los caballos que compitieron por la mafiana y por
la tarde. A pesar de la extensa informacion sobre las variaciones de las concentraciones
de C en respuesta al ejercicio y al entrenamiento en el caballo, raramente se menciona en
estas investigaciones la franja horario en la que se llevé a cabo el estudio (Desmetch etal.,
1996; Nagata et al., 1999; Marc et al., 2000; Cayado et al., 2006; Malinowski et al.,
2006; Cravana et al., 2010; Medica et al., 2010; Janczarek et al., 2013; Von Lewinski
etal., 2013; Pazzola et al., 2015; Casella et al., 2015).

9.6.2. RESPUESTA DE LAS CONCENTRACIONES DE TESTOSTERONA AL
EJERCICIO Y TIRO Y ARRASTRE

No se conocen con profundidad los cambios en las concentraciones séricas de T
en respuesta a ejercicios de diferente intensidad y duracion en caballos. El primero, y en
conocimiento de los autores, el Gnico estudio que evalta las variaciones de la T con el
ejercicio fue realizado por Golland et al. (1999). En esta investigacién, se observo un

incremento de las concentraciones de T tras un ejercicio en cinta rodante, consistente en
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cargas de esfuerzo de 2 min de duracion a velocidades correspondientes a 30, 50, 70 y
100% el consumo maximo de oxigeno (VO:2max). Estos datos, no obstante, provienen de
machos castrados y por otro lado, Golland et al. (1999) cuestionaron si la elevacion de T
tenia la suficiente magnitud para ejercer algun efecto anabdlico u otra accion biolégica en

estos animales.

A pesar de esta falta de informacion, la determinacién de los cambios en las
concentraciones circulantes de T en machos enteros tiene una gran relevancia fisiologica.
Por un lado, un aumento regular de estas concentraciones durante las sesiones diarias de
ejercicio ejerceria un efecto anabo6lico muscular, més intenso en machos enteros que en
castrados o en hembras. Por otro lado, la administracion de esteroides anabolizantes esta
prohibida en Europa en caballos de deporte, por su potencial efecto sobre el rendimiento
deportivo. En personas, se ha documentado que estos compuestos resultan en un
incremento de la masa muscular y un descenso de la cantidad de grasa corporal,
potenciando el rendimiento deportivo asociado a una mejor funcionalidad muscular
(Bhasin et al., 1996; Myhal y Lamb, 2002). Por el contrario, la mayoria de los estudios
Ilevados a cabo en caballos sanos han llegado a la conclusion de que estos compuestos no
incrementan el peso corporal ni promueven el desarrollo muscular (Skelton et al., 1989;
Snow et al.,, 1982a,b; Thornton et al.,, 1991). Sin embargo, la administracién de
nandrolona incrementa el area seccional de las fibras tipo I, el porcentaje de fibras tipo
1A (Hyyppa et al., 1997), aumenta el volumen sanguineo y la actividad de las enzimas
citrato sintasa (CS) y 3-hidroxi-acil coenzima A deshidrogenasa (HAD) (Hyyppé et al.,
1995). Estas Ultimas son enzimas vitales para la transduccion de energia en el musculo,
de modo que el metabolismo muscular se veria favorecido por la administracion de estos

compuestos.

A la hora de evaluar si un caballo entero ha recibido de forma fraudulenta una
administracion de estos compuestos, habria que conocer previamente si el ejercicio
provoca un aumento de los niveles circulantes de T. También seria importante conocer
durante cuanto tiempo estas concentraciones permanecen elevadas tras el ejercicio. No

obstante, estos no son los objetivos de la presente investigacion y requeririan disefios
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experimentales diferentes. Por otro lado, primero habria que establecer, de forma precisa,
las variaciones fisioldgicas asociadas a la edad, temporada reproductiva, estacién y mes
del afio y cambios diurnos en la liberacion de T. Este objetivo, sin embargo, parece muy
complicado de conseguir, debido al extendido uso de los anabolizantes, derivados

sintéticos de la T, en caballos de deporte.

En personas, por el contrario, se ha analizado profusamente como afecta el
ejercicio agudo y cronico o entrenamiento a las concentraciones de T, si bien los estudios
han mostrado resultados contradictorios. De este modo, las concentraciones de T
aumentan tras una sesion de ejercicio intenso (Kraemer et al., 1992; McMurray et al.,
1995; Pullinen et al., 2002) o de resistencia (Jensen et al., 1991; Hackeny et al., 1995).
Por el contrario, en respuesta a un ejercicio prolongado, los niveles de T parecen declinar
(Keizer et al., 1989; Lac y Berthon, 2000). Otros autores, sin embargo, no han encontrado
cambios en las concentraciones de T tras un ejercicio de resistencia (Viru et al., 2001,
Smilios et al., 2003). En muchos casos, estos resultados contradictorios se han atribuido a
diferencias en el tipo de ejercicio, en su intensidad, en su volumen o bien en el estado de

entrenamiento del sujeto (Tremblay et al., 2003).

En nuestro estudio, en la mayoria de las categorias de peso y en los grupos de
caballos con diferente estado hidrico, se ha hallado un aumento con el ejercicio. Segun
Tremblay et al. (2003), en atletas humanos, los ejercicios maximos de corta duracién
incrementan las concentraciones sanguineas de T, mientras que los ejercicios
subméximos prolongados reducen dichas concentraciones. Esta idea apoya nuestros
resultados, ya que los caballos de esta investigacion fueron sometidos a un ejercicio
submaximo, como indicaron los valores de FC y la acumulacion de LA en sangre (Mufioz
et al., 2011; Tofé et al., 2013), pero de corta duracion, inferior a 5 minutos. No sabemos
si, un ejercicio de mas larga duracién, habria dado lugar a un descenso de los niveles

séricosde T.

Por el contrario, la categoria de peso Il, en el grupo CTR, mostré un descenso

significativo. No se puede proponer una explicacion de porqué esta categoria de peso del
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grupo CTR se comportd de forma diferente al resto de los animales. Se ha demostrado en
personas que los ejercicios que implican una mayor intervencién muscular dan lugar a
una liberacion incrementada de T. En la presente investigacion, no se ha evaluado el
desarrollo muscular en los caballos estudiados, si bien el mayor peso corporal
correspondio a la categoria 111 de peso, no a la Il. Por supuesto, esto no implica que la
cantidad de masa muscular sea superior en los animales de mayor peso. Indistintamente
de estas ideas, hay que tener en cuenta que este grupo estuvo integrado solamente por 3
animales. Si hay que destacar las grandes variaciones en las concentraciones
interindividuales de T, que podrian haber limitado la obtencion de resultados con una
mayor significacion estadistica. La gran variacion individual en la concentracion de T en

caballos ya ha sido descrita por otros autores (Soma et al., 2008; 2011).

9.6.3. RESPUESTA DE LAS CONCENTRACIONES DE CORTISOL AL
EJERCICIO DE TIRO Y ARRASTRE

La elevacion de las concentraciones de C en respuesta a diversos tipos de ejercicio
es una respuesta fisiologica bien documentada en caballos (Snow y Rose, 1981; Rose et
al., 1983; Desmecht et al., 1996; Lassourd et al., 1996; Golland et al., 1999; Nagata et
al., 1999; Marc et al., 2000; Cayado et al., 2006; Gordon et al., 2007; Cravana et al.,
2010; Medica et al., 2010; Kedzierski et al., 2014; Casella et al., 2015; Pazzola et al.,
2015). Este aumento refleja las importantes funciones fisioldgicas del C durante el
ejercicio, entre las que destacan una activacion de los procesos catabdlicos y una accion
anti-anabolica. Quiza la funcion mas relevante es el incremento del pool de aminoacidos
libres, de manera que los amino&cidos de cadena ramificada pueden ser utilizados como
substrato oxidativo. Por otro lado, estos aminoacidos libres quedan disponibles para la

resintesis proteica (Viru y Viru, 2004).

Si bien el ejercicio de intensidad creciente, asi como los ejercicios maximos —
submaximos de duracion corta incrementan las concentraciones de C en sangre, los

aumentos maximos se producen con los ejercicios de mayor duracion (Snow y Rose,
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1981; Rose et al., 1983; Desmecht et al., 1996; Nagata et al., 1999; Cayado et al., 2006;
Casella et al., 2015). En atletas humanos se ha demostrado que, mientras mayor es la
intensidad y la duracion del ejercicio, mas intensa es la elevacion de los niveles
circulantes de C (Port, 1991; Urhausen et al., 1987a,b; Lac y Berthon, 2000). Por otro
lado, la respuesta adrenal parece ser mas marcada en respuesta a ejercicios intermitentes
anaerobios en comparacion con ejercicios continuos aerobios (Vanhelder et al., 1985;
Jensen et al., 1991). La importante elevacion de los niveles de C en la presente
investigacion, de forma independiente de la categoria de peso y del estado hidrico puede
ser un reflejo de las caracteristicas de intermitencia y metabolismo mixto, de las

competiciones de tiro y arrastre.

En la presente investigacion, todas las categorias de peso y tanto los caballos
euhidratados como los deshidratados, experimentaron un aumento significativo de C en
respuesta al ejercicio de tiro y arrastre, si bien las concentraciones mas elevadas se
produjeron durante la recuperacion, con los valores maximos a los 30 minutos. En este
momento, se obtuvieron concentraciones de C de hasta més de 4 veces las basales. Estos
resultados reflejarian que, durante la recuperacion tras un ejercicio de tiro y arrastre de
corta duracion, existe una tendencia metabdlica catabolica. La duracion de esta respuesta
catabdlica no se conoce, ya que solo se tomaron muestras de sangre hasta los 30 min
post-esfuerzo. Esta respuesta al ejercicio ha sido considerada como una de las causas
implicadas en la pérdida de peso en atletas humanos durante una temporada deportiva,
particularmente en ejercicios de fuerza, a pesar de un control nutricional apropiado
(McMurray et al., 1991; Roemmich y Sinning, 1997; Elloumi et al., 2003; Mdestu et al.,
2010; Mettler et al., 2010; Irfan, 2015). Debido a que no se ha llevado a cabo un estudio
longitudinal sobre el peso de estos animales durante la temporada competitiva, no se
puede analizar si, el aumento del catabolismo tras la competicion, podria afectar de

alguna forma al peso del animal o a su desarrollo muscular.
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9.6.4. RESPUESTA DEL RATIO T/C AL EJERCICIO DE TIRO Y ARRASTRE

En base a los resultados de los que se dispone para atletas humanos, en esta
investigacion, se esperaba encontrar un incremento del cociente T/C. Ello se debe a que,
en personas, se ha indicado que, todos aquellos ejercicios que requieren una intervencion
de una gran masa muscular, a intensidad submaxima- maxima, desencadenan una
elevacion de las concentraciones de T superior a la que experimentan las concentraciones
de C. La consecuencia de ello, por tanto, es un aumento del cociente T/C (Kraemer et al.,
1998; McCall et al., 1999; Fry y Lohnes, 2010; Grandys et al., 2012; Wahl et al., 2014;
Doma et al., 2015). Y este es el resultado que se ha encontrado en nuestra investigacion.
Los caballos de las categorias de peso | y 11, pertenecientes al grupo DH, experimentaron
un aumento, significativo o no (con tendencia hacia el incremento no significativo) en el
cociente T/C. Este dato indica una tendencia metabolica anabdlica en respuesta a un
ejercicio de tiro y arrastre, si bien hay que matizar que, segun el disefio de nuestra
investigacion, dicho resultado no tiene porqué resultar en un metabolismo anabdlico a lo
largo de la temporada de competiciones. Sin embargo, hay que resefiar que este cociente

descendio en las categorias de peso Il y 111 del grupo CTR.

9.6.5. INFLUENCIA DEL ESTADO HIDRICO EN LA RESPUESTA DE LAS
CONCENTRACIONES DE CORTISOL, TESTOSTERONA Y RATIO T/C EN
CABALLOS DURANTE UN EJERCICIO DE TIRO Y ARRASTRE

El presente estudio ha confirmado que el estado hidrico del caballo (euhidratacion
vs. deshidratacion) afecta a las concentraciones de ALB, T y C, de modo que los animales
deshidratados mostraron en casi todos los tiempos de toma de muestras, valores
superiores a los animales euhidratados. EI aumento simultaneo de T y C hizo que las
modificaciones en el ratio entre ambas hormonas fuera variable. Por otro lado, resulta

interesante que el incremento de C, tanto durante el ejercicio como en la posterior

180



Eje renina-angiotensina-aldosterona, cociente cortisol/testosterona
en caballos de tiro y arrastre euhidratados y deshidratados

recuperacion, y el aumento de T, fue méas intenso en el grupo CTR o euhidratado en

comparacion con el grupo DH.

Las concentraciones de T fueron superiores en caballos del grupo DH en
comparacion con el CTR, para las tres categorias de peso. En personas, numerosas
investigaciones no han encontrado diferencias de esta hormona en funcion del estado
hidrico, independientemente de las caracteristicas de intensidad y duracién del ejercicio
(Hoffman et al., 1994; Kenefick et al., 1998; Jurimde y Jirimée, 2001; Maresh et al.,
2006; Judelson et al., 2008). En nuestro conocimiento, no se ha analizado la influencia de
la deshidratacion en las concentraciones de catecolaminas en el caballo. Si se ha
estudiado el efecto de la hipovolemia en otras hormonas como ALD, AVP y PAN en
caballos adultos y potros (Hollis et al., 2008). Sin embargo, en atletas humanos, se ha
documentado que la deshidratacion incrementa la liberacion de catecolaminas (Castellani
et al., 1998; Moquin y Mazzeo, 2000). Si esto ocurriera también en el caballo, la
elevacion de las concentraciones de catecolaminas en el grupo DH podria ser un factor a
considerar en los niveles superiores de T en este grupo. Se sabe que las catecolaminas
promueven la sintesis y liberacion de T (Hoffman et al., 1994; 1997; Fenske, 1997;
Pullinen et al., 1998; Derbré et al., 2010). Las concentraciones superiores de T en el
grupo DH podrian, en parte, deberse a la deshidratacion y hemoconcentracion. Sin
embargo, se ha observado que no existe una correlacion entre las concentraciones de
ALB y de T, tanto durante el ejercicio como en la recuperacion. Por otro lado, y de forma
similar a lo que ocurrié con el C, se ha encontrado que, el aumento de T desde los niveles
basales fue més intenso en los caballos del grupo CTR. En este grupo, de hecho, las tres
categorias de peso experimentaron una elevacion de T con el ejercicio, mientras que en

los caballos del grupo DH se aprecio, incluso, un descenso leve de esta hormona.

Se ha visto que, los animales deshidratados, muestran concentraciones mas
elevadas de C. Este hecho, en parte debido a la hemoconcentracidn, también se asocia a
la liberacion de C en respuesta al estrés que induce el descenso de volemia. Esta
circunstancia se ha descrito en toros (Parker et al., 2004), ovejas, cabras y corderos
(Hogan et al., 2007; Krawczel et al., 2007), cerdos (Brown et al., 1999), camellos (Ali et
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al., 2013) y caballos (Friend, 2000; Stull y Rodiek, 2000). Todos estos estudios se han
llevado a cabo durante el transporte. Independientemente del estimulo que causa estrés
(transporte vs. ejercicio), y considerando nuestros resultados, parece ser que, los animales
deshidratados muestran una liberacion incrementada de C, como hemos observado en
nuestra investigacion. No obstante, también tenemos que matizar que, los animales del
grupo DH estaban en una situacion de competicion real, mientras que los caballos del
grupo CTR, se sometieron a una situacion simulada de competicion. Este ambiente
diferente podria haber causado también un menor grado de estrés en el caballo y en el
propietario. De hecho, recientemente, se ha confirmado que el grado de estrés evaluado a
partir de la variabilidad de la FC, es mas intenso en caballos que se ejercitan en presencia
de publico (Von Lewinski et al., 2013). No obstante, en esta investigacion, no se hallaron
diferencias significativas en la concentracion de C al comparar cuando el animal hacia

ejercicio en presencia o en ausencia de publico.

La respuesta del C al ejercicio en euhidratacion y deshidratacion se ha analizado
extensamente en atletas humanos. La mayoria de los autores admite que la deshidratacion
favorece el catabolismo, al incrementar la temperatura corporal. A esto hay que unir que
el descenso de la volemia conduce a una mayor demanda cardiovascular y en definitiva, a
un estado catabolico més intenso (Roy et al., 2001a,b; Mitchell et al., 2002; Judelson et
al., 2008). De hecho, la ingestién de agua u otras bebidas de rehidratacion durante el
ejercicio limita el aumento de las concentraciones circulantes de C (Francesconi et al.,
1978; 1985; Francis, 1979; Brandenberger et al., 1986; 1989; Melin et al., 1988). Estas
adaptaciones a la deshidratacion, en base a los resultados derivados de la presente
investigacion, también parecen producirse en caballos durante el ejercicio. Sin embargo,
considerando los valores basales, la elevacion experimentada por las concentraciones de
C no fue mas intensa en los caballos DH. Por el contrario, esta elevacion fue mayor en el
grupo CTR. No disponemos de ninguna justificacion para estos datos. Por otro lado, se ha
encontrado una correlacion positiva entre ALB y C, tanto durante el ejercicio como en la
recuperacion, datos que enfatizan la influencia de la deshidratacion en los niveles séricos
de C.
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El estado hidrico de los caballos previo a la competicion no parecié ser un
determinante importante del cociente T/C, si bien en la categoria |1, este cociente mostrd
valores superiores en los animales DH. Quiz4 este resultado esté asociado a que el estado
hidrico estuvo mas correlacionado con las concentraciones de C que con las de T, como
mostré el analisis de correlacion. En personas, por el contrario, Maresh et al. (2006)
encontraron un ratio T/C inferior en estados de hipohidratacion frente a euhidratacion,

resultados que no coinciden con los hallados en esta investigacion en caballos.

En resumen, en el presente estudio, se ha encontrado que, independientemente de
la categoria de peso, el ejercicio de tiro y arrastre condiciona una elevacién de C, que se
hace aln mas evidente durante los primeros 30 minutos de recuperacion. Por otro lado, la
categoria | de peso, tanto en animales euhidratados como deshidratados, mostrd niveles
mas elevados de T. El efecto del ejercicio de tiro y arrastre sobre la T fue variado, ya que
si bien algunas categorias de peso experimentaron un incremento, en otros casos no hubo
variaciones e incluso hubo un ligero descenso. Finalmente, cuando los caballos compiten
en un estado de deshidratacidn, las concentraciones absolutas de T y de C se incrementan,
si bien el aumento relativo a las concentraciones basales es mas marcado en los caballos
euhidratados. Esta investigacion proporciona informacién sobre la relacion entre
hormonas catabolicas y anabdlicas en respuesta a un ejercicio de gran base muscular,

como es el tiro y arrastre, y en relacién al estado hidrico del animal.
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9.7. CONCLUSIONES

Este segundo estudio proporciona informacion sobre el efecto del ejercicio de tiro
y arrastre en caballos, considerando el peso del animal, la carga arrastrada y el estado
hidrico previo a dicho ejercicio. Se han anlizado dos hormonas con importantes funciones
metabolicas, la T y el C, con capacidades anabdlica y catabolica respectivamente, asi

como la relacion entre ellas (cociente o ratio T/C).
Las principales conclusiones del estudio Il son las siguientes:

Primera conclusion. El ejercicio de tiro y arrastre en caballos machos enteros, indujo

variaciones de diferente magnitud y direccion en las concentraciones circulantes de
testosterona, observandose aumentos, descensos e incluso ausencia de cambios

significativos segun la categoria de peso.

Segunda conclusion.Si bien el ejercicio de tiro y arrastre, independientemente del peso

del animal, de la carga arrastrada y de la duracion del ejercicio, desencadend una
elevacion de las concentraciones séricas de cortisol, este aumento fue méas evidente
durante la recuperacion, observandose los valores méximos a los 30 minutos de haber

concluido el gjercicio, reflejando la naturaleza catabdlica de este tipo de actividad fisica.

Tercera conclusion. Tanto en un estado de euhidratacion como de deshidratacion, los

caballos de menor peso corporal, inferior a 350 kg, tuvieron concentraciones superiores

de testosterona.

Cuarta conclusién.Los animales deshidratados, en los diversos tiempos de toma de

muestra, presentaron concentraciones superiores de testosterona y de cortisol en
comparacion con los euhidratados. Sin embargo, en comparacion con los valores basales,
la elevacion inducida por el ejercicio en ambas hormonas fue mas intensa en el grupo de

caballos euhidratados.
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Quinta conclusion. El estado hidrico no fue un factor determinante importante del

cociente testosterona/cortisol en caballos de diferente peso corporal durante un ejercicio

de tiro y arrastre.
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9.8. RESUMEN

Testosterona, cortisol y cociente testosterona/cortisol en caballos con diferente

estado hidrico durante un ejercicio de tiro y arrastre

Introduccion. La testosterona (T) es una hormona con funciones anabdlicas, mientras
que el cortisol (C) presenta una accion catabolica, fundamentalmente a nivel muscular.
Por ello, el cociente entre ambas hormonas (T/C) es un marcador de intensidad
metabolica, reflejando un predominio catabdlico o anabdlico durante un ejercicio o
durante la temporada de competiciones. La respuesta neuroendocrina depende del estado
hidrico, encontrandose diferencias significativas cuando los individuos inician el ejercicio

en condiciones de euhidratacion, hipohidratacion e hiperhidratacion.

Objetivos. 1) Evaluar la respuesta de las concentraciones séricas de T y de C y del ratio
T/C en caballos adultos, enteros, en respuesta a un ejercicio de tiro y arrastre; 2) Analizar
la respuesta de estas hormonas en grupos de caballos con diferente peso, tirando de

cargas distintas y que han iniciado el ejercicio con diferente estado hidrico.

Hipotesis. 1) Que el ejercicio de tiro y arrastre dara lugar a incrementos de T y C, siendo
més evidente en aumento de T en los caballos mas pesados; 2) Que los caballos
deshidratados presentaran valores superiores de T y C en reposo, durante y tras el
ejercicio, mostrando un incremento mas marcado de estas hormonas que los caballos

euhidratados.

Material y métodos. Se han estudiado 54 caballos machos, enteros, entrenados para tiro

y arrastre, y divididos en dos grupos segun su estado hidrico: control, CTR, euhidratados
(n=9) y deshidratado, DH, con deshidratacion hipertonica por restriccion de agua y
comida (n=45). Segun su peso corporal, los animales han sido divididos en tres
categorias: | (<350 kg; n=3 para CTR; n=22 para DH), Il (351-450 kg; n=3 para CTR;
n=15 para DH) y I1l (>451 kg; n=3 para CTR; n=8 para DH). Los animales cubrieron una
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pista de arena de playa de 60 m de longitud tirando un carruaje, cargados con 2, 2,25 y
2,5 veces su peso corporal para las tres categorias respectivamente. La pista de arena se
dividio en cuatro areas de 15 m, en cada una de las cuales el animal hizo una parada
obligatoria, que se incluyé como tiempo de carrera. Se extrajo sangre venosa en los
siguientes tiempos: en reposo, antes del ejercicio (R), dentro de los 30 s iniciales tras la
finalizacion del mismo (E) y a los 5 (bREC), 10 (10REC), 15 (15REC) y 30 min
(30REC) de recuperacion. Se analizaron los siguientes parametros: albimina (ALB),

testosterona (T), cortisol (C) y cociente o ratio T/C.

Resultados. El ejercicio de tiro y arrastra condiciond6 un incremento de las
concentraciones de T en las categorias de peso | y Ill, en los grupos DH y CTR. En la
categoria Il del grupo CTR, sin embargo, se apreci6 un descenso no significativo de la T.
En cuanto al C, se hall6 una elevacion progresiva, en las tres categorias de peso, y en los
dos grupos con estado hidrico diferente, hallandose los valores mas altos en el tiempo
30REC. El ratio T/C aument6 con el ejercicio en la categoria Il en el grupo DH y
descendio en la categoria Il del grupo CTR. En cuanto al efecto de la categoria de peso,
los animales de la categoria | del grupo DH y de las categorias | y Il en el grupo CTR,
tuvieron valores superiores de T. En relacion al estado hidrico, se ha encontrado que, los
animales del grupo DH, independientemente de la categoria de peso, tuvieron
concentraciones superiores de T y de C en la mayoria de los tiempos de toma de muestra.
Sin embargo, si se considera la elevacion experimentada por estas hormonas durante el
ejercicio 0 en la recuperacion, en relacion a los valores basales, el aumento fue mas
marcado para el C, en el grupo CTR que en el grupo DH, para las tres categorias de peso
y para la T, también en el grupo CTR que en el DH, pero solo para las categorias | y 1ll.
Finalmente, el ratio T/C no fue diferente entre caballos CTR y DH para las categorias | y

I11, mientras que en la categoria Il, los caballos DH tuvieron cocientes T/C mas altos.

Conclusiones. El ejercicio de tiro y arrastre, independientemente del estado hidrico
previo a la competicion, de la carga que el animal desplaza y de la duracién del ejercicio,
representa una situacion de estrés, con liberacion de C, que perdura durante los primeros

30 minutos de recuperacion. Los caballos de menor peso tuvieron concentraciones
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superiores de T. Un estado hidrico comprometido se asocio a concentraciones mas altas
de T y C. A pesar de la elevacion de estas hormonas, no se detectd un descenso del

cociente T/C, que supondria un estado metabolico catabolico.

PALABRAS CLAVE. Caballos. Cortisol. Deshidratacion. Ejercicio. Metabolismo.

Testosterona.
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9.9. SUMMARY

Testosterone, cortisol and testosterone/cortisol ratio in euhydrated and dehydrated

horses during pulling exercises

Introduction. Testosterone (T) and cortisol (C) are metabolic hormones, with anabolic
and catabolic functions respectively. T/C ratio is a marker of metabolic intensity and a
reflex of the catabolic-anabolic balance during an exercise or a competitive session. The
neuroendocrine response to exercise is partly determined by the hydration status prior to
the exercise, and significant hormonal differences are found when individuals compete in

euhydration, hypo o dehydration and hyperhydration.

Objectives. 1) To evaluate the changes in serum concentrations of C, T and T/C ratio in
male horses in response to a pulling exercise; 2) To analyze the response of these
hormones in horses with different hydration status, different body weight and pulling
different load.

Hypothesis to check. 1) Pulling exercises would lead to increased serum concentrations

of T and C, being T increase more evident in the heaviest horses (category l1ll); 2)
Dehydrated horses would have higher T and C concentrations, at rest, during exercise and
recovery, and they would show a more marked increase in these concentrations compared

to group CTR.

Material and methods. A total of 54 male horses, trained for pulling competitions, were

studied. They were divided into two groups with different hydration status: group control
or euhydrated (CTR; n=9) and dehydrated (DH; n=45), with hypertonic dehydration
induced by water and food restriction prior to the exercise. According to their body
weight, the animals were further classified into three categories: 1 (<350 kg), Il (351-450
kg) and 111 (>451 kg). The animals covered a beach track 60 m long pulling a carriage,

loaded with 2, 2.25 and 2.5-fold their body weight for the three categories respectively.
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The track was divided into three sections of 20 m each, where the animal must perform a
compulsory stop, included in the exercise time. Venous blood samples were withdrawn
before exercise, at rest (time R), immediately after exercise (E) and at 5, 10, 15 and 30
min of a passive recovery (5REC, 10REC, 15REC and 30REC). Plasma concentrations of
albumin (ALB) and serum concentrations of T and C were measured. The T/C ratio was

further calculated.

Results. Pulling exercises led to increased serum T concentrations in categories | and 111
in the groups DH and CTR. In the category Il of CTR group, however, a non significant
decrease in serum T was observed. A progressive increase in serum C concentrations was
found during the study, for the three body weight categories and in the two groups of
horses with different hydration status, reaching the highest values at time 30REC. T/C
ratio rose with exercise in category Il of group DH and decreased in category Il of group
CTR. Regarding body weight categories, animals of category | in group DH and animals
of categories | and 1l in group CTR, had higher serum T concentrations. In relation to
hydric status, it was found that nevertheless of body weight category, horses of group DH
showed higher serum T and C concentrations in most of the sampling times. However,
the increase experienced by these hormones during exercise and/or recuperation
compared to resting values, was higher in group CTR than in group DH. T/C ratio did not
differ between horses CTR and DH in the three body weight categories, whereas in

category |, DH horses had T/C ratio higher.

Conclusions. Pulling exercises, nevertheless of hydration status prior to the competition,
load pulled and exercise duration, represented a stressful situation for the horse, leading
to an increased release of C, with the highest values at time 30REC. The less heavy
horses had higher serum T concentrations. A compromised hydration status was
associated with higher serum T and C concentrations. Despite the elevation of the serum
concentrations of both hormones, T/C ratio did not change, and therefore, a catabolic

status was not found in these animals.

KEY WORDS. Cortisol. Dehydration. Exercise. Horses. Metabolismo. Testosterone.
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Mediante esta investigacion pretendiamos conocer con méas profundidad la regulacion
neurohormonal del estado hidrico y electrolitico en caballos que realizan ejercicios de tiro
y arrastre, de corta duracion, comparando dos estados hidroelectroliticos diferentes
(deshidratacion hiperténica y euhidratacion). Asi mismo, se ha estudiado el efecto del
ejercicio, considerando el peso del animal y la carga arrastrada. Para ello, se han
determinado las concentraciones de las siguientes hormonas: REN, ANG, ALD, Ty C,
asi como el ratio entre estas dos ultimas (cociente T/C), en relacion al tiempo de ejercicio

y a marcadores laboratoriales de estado hidrico.
Las principales conclusiones de este estudio son las siguientes:

Primera conclusion. Los caballos deshidratados, en comparacion con los euhidratados,

mostraron en reposo valores superiores de los biomarcadores de deshidratacién (valor
hematocrito, concentraciones de albumina, lactato, sodio, potasio, cloro) y de las
hormonas angiotensina 1l, testosterona y cortisol. Sin embargo, no han existido
diferencias en las concentraciones de renina y aldosterona entre caballos con

deshidratacion hiperténica y euhidratacion.

Segunda_conclusion. El ejercicio de tiro y arrastre, independientemente del estado

hidrico previo a la competicion, condiciond elevaciones del valor hematocrito,
concentracion de albumina, lactato, sodio y cortisol. Por otro lado, este tipo de ejercicio
dio lugar a un incremento de angiotensina Il en los caballos deshidratados y de
aldosterona en los caballos euhidratados. Las variaciones en las concentraciones de T

variaron segun la categoria de peso.

Tercera conclusidn. A pesar de la diferencia de peso de los animales estudiados (menos

de 350 kg, entre 351 y 450 kg y més de 450 kg), los cambios hidroelectroliticos y de las
concentraciones séricas de las hormonas implicadas en la regulacion de la volemia y la
presién sanguinea (renina, angiotensina Il y aldosterona), durante el ejercicio, fueron
similares entre las tres categorias de caballos. Ademas, e independientemente del estado
hidrico, los caballos de la categoria de peso I, tuvieron concentraciones superiores de

testosterona.
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Cuarta conclusidon. Los animales deshidratados, en la mayoria de los tiempos de

muestra, tuvieron valores hematocritos mas elevados, asi como concentraciones
significativamente superiores de albumina, lactato, sodio, potasio, cloro, angiotensina II,
testosterona y cortisol. Por tanto, el estado hidrico condiciona los valores absolutos de los
biomarcadores de hidratacion y de las hormonas implicadas en la regulacion
hidroelectrolitica y el equilibrio anabdlico-catabolico del ejercicio. Por el contrario, el

estado hidrico no fue un factor determinante importante del cociente testosterona/cortisol.

Quinta_conclusion. En relacion a los valores basales, sin embargo, el incremento

experimentado por el valor hematocrito y por las concentraciones de albdmina, sodio,
potasio, cloro y angiotensina, ha sido similar en caballos euhidratados y deshidratados. El
grupo control mostrd una elevacion mas intensa de aldosterona, cortisol y testosterona, si
bien esta ultima solo en las categorias de peso | y I11. Por el contrario, las concentraciones

de lactato se incrementaron en mayor grado en los caballos deshidratados.
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Efecto del ejercicio de tiro sobre el eje renina-angiotensina-aldosterona y cociente

cortisol/testosterona en caballos euhidratados y deshidratados

Introduccion. El estado hidrico previo al inicio de un ejercicio (hiperhidratacion-
deshidratacion o hipohidratacion y euhidratacion) modifica la respuesta neurohumoral.
En personas, la deshidratacion origina una liberacion incrementada de las hormonas
implicadas en el mantenimiento de la volemia y del estado hidroelectrolitico, tales como
la renina (REN), angiotensina (ANG) y aldosterona (ALD). La testosterona (T) es una
hormona anabdlica, mientras que el cortisol (C) es una hormona de estrés, con funciones
catabdlicas. El cociente T/C es un reflejo de la intensidad anabdlica/catabdlica de un

ejercicio y en atletas humanos, se ve afectada por el estado hidrico.

Objetivos. 1) Describir las variaciones en las concentraciones de REN, ANG, ALD, T, C
y ratio T/C en caballos durante un ejercicio de tiro y arrastre, en relacion con otros
marcadores de equilibrio hidroelectrolitico y en funcion de la carga arrastrada; 2)
Analizar si la respuesta de estas hormonas al ejercicio difiere entre animales con

deshidratacion hipertdnica y euhidratados;

Hipotesis: 1) Que las concentraciones de REN, ANG, ALD, T, C seran més elevadas en
los caballos deshidratados que en los euhidratados; 2) Que el ejercicio de tiro y arrastre,
particularmente en los animales de mayor peso corporal, inducird una mayor activacion
del eje REN, ANG, ALD vy una liberacion superior de T; 3) Que los animales
deshidratados experimentardn un incremento mas intenso de estas hormonas en respuesta

al ejercicio.

Material y métodos. Se han llevado a cabo dos estudios simultaneos. En el estudio I, se

han analizado los siguientes parametros: valor hematocrito (HTO), albdmina (ALB),
sodio (Na), potasio (K), cloro (Cl), lactato (LA) y concentraciones séricas de REN, ANG
y ALD vy en el estudio 11, se han determinado las concentraciones de ALB, T, C y ratio

T/C. En el estudio I, se han incluido 64 caballos machos, enteros y castrados, divididos en
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dos grupos segun su estado hidrico: grupo control o euhidratado (CTR, n=11) y grupo
deshidratado (DH; n=53), con deshidratacion hipertdnica inducida por restriccion de agua
y comida. Ademas, segun su peso corporal, los animales se han dividido en 3 categorias
de peso: | (<350 kg; n=3 para grupo CTR; n=23 para DH), Il (351-450 kg; n=3 para
CTR; n=18 para DH) y Il (>451 kg; n=5 para CTR; n=12 para DH). En el estudio 11, se
han incluido los mismos animales, con excepcidn de la categoria de peso Il para el grupo
CTR, que solo esta constituida por 3 animales, en lugar de 5, al descartar a los machos
castrados, debido a la medicion de T. Todos los animales, realizaron un ejercicio
consistente en recorrer una pista de arena de playa de 60 m de longitud, tirando de un
carruaje, con 2, 2,25 y 2,5 veces su peso corporal para las tres categorias de peso. La pista
de arena se dividio en cuatro areas de 15 m, en cada una de las cuales, el animal hizo una
parada obligatoria, de duracidn decidida por el acompafante, y que se incluyd como
tiempo de carrera. Los animales eran eliminados si se superan los 5 min de duracion. En
los dos estudios, se tomaron muestras de sangre en los siguientes tiempos: en reposo,
antes del ejercicio (R), dentro del primer minuto tras finalizar el ejercicio (E) y a los 5,
10, 15 y 30 minutos de una recuperacion pasiva (SREC, 10REC, 15REC y 30REC).

Resultados. Estudio I. La diferencia de peso de los caballos tuvo una influencia minima

en los valores basales y en la respuesta al ejercicio. En reposo, los caballos DH tuvieron
valores superiores de HTO, ALB, LA, Na, K y ANG en comparacion con los CTR. El
ejercicio condicion0 una elevacion de HTO, ALB, LA y Na, tanto en los caballos CTR
como en los DH. Se encontrd un incremento de ANG en los caballos DH y de ALD en
los caballos CTR. La elevacion con el ejercicio experimentada por los parametros
analizados fue de magnitud similar en los grupos CTR y DH, con excepcion del LA
(incrementd mas en DH) y ALD (aumenté mas en CTR). Estudio I1. El ejercicio dio lugar
a un aumento de T en las categorias | y Il de los grupos CTR y DH, asi como un
descenso en la categoria Il del grupo CTR. ElI C mostr6 un aumento progresivo en las tres
categorias y en los dos grupos de estado hidrico, con los valores maximos en el tiempo
30REC. El ratio T/C aumento en la categoria I11 del grupo DH, descendio en la categoria
Il del grupo CTR y no vari6 en los otros casos. Los animales DH, independientemente de

la categoria de peso, tuvieron valores superiores de T y C, en la mayoria de los tiempos
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de extraccion de muestras. Sin embargo, si se consideran los cambios experimentados por
estas hormonas durante el ejercicio o en la recuperacion, en relacién a los valores basales,
el aumento del C fue mas marcado en el grupo CTR que en el DH, para las tres categorias
de peso. Las variaciones de la concentracion de T fueron superiores en las categorias de
peso | y 111 del grupo CTR que en el grupo DH. El ratio T/C fue estadisticamente igual
entre caballos CTR y DH en las categorias | y Ill, mientras que en la categoria Il, los

caballos DH presentaron cocientes T/C mayores.

Conclusiones. La deshidratacion hipertonica altera la concentracion de las hormonas
implicadas en la regulacion del equilibrio hidro-electrolitico, de la presion sanguinea y
del metabolismo. Sin embargo, el estado hidrico previo al ejercicio tiene una accion
minima sobre la magnitud de estos cambios en respuesta a un ejercicio de tiro y arrastre

de corta duracion (inferior a 5 min).

Relevancia. Se ha demostrado que la respuesta neurohumoral, determinada en base a las
concentraciones circulantes de las hormonas REN, ANG, ALD, T y C, se ve afectada por
el ejercicio cuando el animal empieza el mismo en estado de euhidratacion o de

deshidratacion.

PALABRAS CLAVE. Angiotensina. Aldosterona. Caballos. Cortisol. Ejercicio. Renina.

Testosterona
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Effect of pulling exercise on the renin-angiotensin-aldosterone axis and in the

testosterone/cortisol ratio in euhydrated and dehydrated horses

Introduction. Hydration status prior to exercise (hyperhydration- dehydration or
hypohydration) modifies neurohumoral response to subsequent exercise. In human
beings, dehydration elicits an increased release of hormones involved in the maintenance
of volemia and hydric and electrolyte balance, such as renin (REN), angiotensin Il (ANG)
and aldosterone (ALD). Cortisol (C) is a stress hormone with catabolic functions,
whereas testosterone (T) has anabolic actions. Therefore, T/C ratio reflexes
anabolic/catabolic balance during or after an exercise and in humans, it changes

according to hydration.

Objectives: 1) To describe changes in REN, ANG, ALD, T and C concentrations and
T/C ratio in horses during a pulling exercise, in relation to other biomarkers of hydration
and the load pulled; 2) To analyze whether the response of these hormones is different

between euhydrated animals compared to those with hypertonic dehydration.

Hypothesis. 1) REN, ANG, ALD, T and C concentrations would be higher in dehydrated
than in euhydrated horses; 2) Pulling exercise in horses, particularly in the heaviest
animals, would lead to a greater activation of the REN, ANG and ALD axis and a greater
release of T; 3) Dehydrated animals would show a greater increase of circulating

concentrations of these hormones in response to exercise.

Material and methods. Two simultaneous studies have been performed. In the study I,

the following parameters have been measured: packed cell volume (PCV), albumin
(ALB), sodium (Na), potassium (K), chloride (Cl), lactate (LA), REN, ANG and ALD. In
the study Il, the concentrations of ALB, T and C were measured and the ratio T/C was
calculated. Sixty-four male (both intact and castrated) were included in the study I,
divided into two groups according to their hydration previously to the exercise: control
group or euhydrated (CTR; n=11) and dehydrated group (DH; n=53), with hypertonic
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dehydrated induced by water and food restriction. In addition, according to their body
weight, horses were divided into three body weight categories: | (<350 kg; n=3 for CTR;
n=23 for DH), Il (351-450 kg; n=3 for CTR; n=18 for DH) and Ill (>451 kg; n=5 for
CTR; n=12 for DH). The same animals were included in the study Il, with the exception
of two animals of the category Il of group CTR, which were excluded because they were
geldings. All the animals carried out an exercise consisting in covering a sand beach track
60 m long, pulling a carriage loaded with 2, 2.25 or 2.5 times their body weight, for the
three categories respectively. The track was divided into three sections of 20 m each,
where the animals have compulsory stop. The duration of the stop is selected by the
accompanier person, but it is included in the time of exercise and the animal is eliminated
from competition if a total duration of 5 min is exceeded. In both studies, blood samples
were taken at rest, before exercise (R), within the first minute after exercise (E), and at 5,
10, 15 and 30 min of a passive recovery (5REC, 10REC, 15REC and 30REC).

Results. Study I. The different body weight of the horse has a minor influence on the

resting values and in the response to exercise. In resting conditions, DH horses exhibited
higher PCV, ALB, LA, Na, K, Cl and ANG-II levels compared to CTH horses. Exercise
led to an increase in PCV, ALB, LA and Na, both in CTR and DH groups. An increase in
ANG in DH horses and ALD in CTR horses was found in response to exercise. The rise
with the exercise presented by the studied parameters was of similar magnitude in the
groups CTR and DH, with the exception of LA (greater increase in DH) and ALD
(greater increase in CTR). Study Il. C concentrations presented a progressive increase in
the three body weight categories and in the two groups of horses with different hydration,
achieving the highest values at time 30REC. Serum T concentrations rose with exercise
in categories | and 111 of group CTR and DH, but experienced a reduction in category Il
of group CTR. T/C ratio increased in category Il of group DH, decreased in category Il
of group CTR and it did not change in the other cases. DH horses, nevertheless of body
weight category and in most of the sampling times, had higher T and C values. However,
if we consider the changes underwent by these hormones during exercise or recuperation
compared to resting values, the increase of C concentrations was more marked in the

group CTR than in the group DH, for the three body weight categories. The variations in
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serum T concentrations were more marked in categories | and 111 of group CTR than in
group DH. Significant differences in the T/C ratio between CTR and DH in categories |

and 111 were not found, whereas horses DH of category Il had higher T/C ratios.

Conclusions. The hypertonic dehydration alters the circulating concentrations of the
hormones implied in the regulation of hydration, electrolyte balance, blood pressure and
metabolism. However, hydration status prior to the exercise exerts a minor effect on the
magnitude of these changes in response to a pulling exercise of short duration (shorter

than 5 min).

Relevance. It has been demonstrated that the neurohumoral response to exercise,
determined in based of the circulating concentrations of REN, ANG, ALD, T and C

differs when the horse begins the exercise with euhydration or dehydration.

KEY WORDS. Angiotensin. Aldosterone. Cortisol. Exercise. Horses. Renin.

Testosterone.
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