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RESUMEN

Se realiz6 un estudio para evaluar el efecto de la carga en mulas y como la intensidad de
trabajo puede afectar algunos parametros sanguineos que son indicadores de bienestar
animal. Doce mulas adultas, pertenecientes del Ejército de Chile fueron seleccionadas para
realizar cuatro trayectos de 2 km con carga al lomo. En cada trayecto, 4 mulas transportaron
una carga leve (80 kg), 4 mulas una carga moderada (105 kg) y 4 mulas una carga intensa
(130 kg), més un viaje control sin carga. En cada ensayo se midié FC, FR y T° Rectal, y se
tomaron muestras de la vena yugular para analizar parametros hematoldgicos y bioquimicos.
Todos estos parametros se midieron en 7 tiempos de muestreo, antes del recorrido (basal), a
la llegada, 10 minutos post-trabajo, 2 horas post-trabajo, un dia post-trabajo, tres dias post-
trabajo y cinco dias post-trabajo. Los resultados arrojaron aumentos significativos (p<0,05)
en variables a corto plazo como lo son FC, FR, y concentracion plasmatica de cortisol; para
el resto de las variables se observaron alteraciones esperables de una respuesta de estrés, las
cuales se normalizaron dentro de los tiempos esperados. Las enzimas musculares CK, LDH
y AST presentaron incrementos leves asociados al ejercicio fisico, y no fue indicativo de
dafio muscular. La enzima antioxidante GPx mantuvo sus concentraciones estables durante
todos los tiempos confirmando que el trabajo no generd estrés oxidativo, mientras que el
Amiloide Sérico A (SAA) medido en terrero, demostrd que la carga mas intensa genero una
inflamacion leve en las mulas, la cual a los cinco dias empez6 a disminuir. Este estudio es
una de las primeras aproximaciones a la respuesta fisioldgica al trabajo en mulas, basandose
en intervalos de referencias (IR) propios de esta especie, y demostro ser un trabajo de baja

intensidad que no provoco dafio muscular ni impact6 negativamente el bienestar animal.

Palabras clave: mulas, bienestar animal, carga de trabajo, parametros hematol6gicos,

parametros bioquimicos, enzimas musculares, glutation peroxidasa, amiloide sérico a.



ABSTRACT

A study was carried out to evaluate the effect of load on mules and how work intensity can
affect some blood parameters that are indicators of animal welfare. Twelve adult mules,
belonging to the Chilean Army were selected to carry out four 2-km trips carrying different
amounts of loads on their backs. On each trip, 4 mules transported a light load (80 kg), 4
mules a moderate load (105 kg) and 4 mules a heavy load (130 kg), plus a control trip without
load. In each test, HR, RR and rectal T° were measured, and samples were taken from the
jugular vein to analyze the hematological and biochemical parameters. All these parameters
were measured at 7 sampling times, before the trip (baseline), on arrival, at 10 minutes post-
work, 2 hours post-work, one day post-work, three days post-work and five days post-work.
The results showed significant increases (p<0.05) in short-term variables such as HR, RR,
and plasma cortisol; for the remaining variables, expected alterations for a stress response
were observed, that were normalized within the expected times. Muscle enzymes CK, LDH
and AST showed slight increases associated with physical exercise, and it was not indicative
of muscle damage. The GPx antioxidant enzyme maintained stable concentrations during all
sampling times, confirming that the work did not generate oxidative stress. Serum Amyloid
A (SAA) measured in the field, showed that the heaviest load, generated a mild inflammation
in the mules, which after five days began to decrease. This study is one of the first approaches
to working conditions in mules, based on reference intervals (R1) typical of this species, and
it proved to be a low-intensity work that did not cause muscle damage and did not affect

animal welfare.

Key words: mules, animal welfare, workload, hematological parameters, biochemical

parameters, muscle enzymes, glutathione peroxidase, serum amyloid a.



INTRODUCCION

La mula corresponde a un hibrido que resulta de la cruza entre un burro macho (Equus asinus)
y una yegua (Equus caballus) y se utiliza generalmente como animal de carga. Se describe
que su conformacion es una combinacion de los mejores rasgos de ambos padres (Silva et
al., 2018), y se caracterizan por ser superiores a los equinos en funcién a su resistencia,
calidad de las pezufias, requisitos de alimentaciéon y longevidad de vida (Hameed et al.,
2016). Debido a que ain muchas personas en el mundo dependen de los équidos de trabajo,
ha surgido la necesidad de evaluar su bienestar animal, en especial el de las mulas, ya que
muchas veces las condiciones en las que trabajan no son las adecuadas (Hameed et al., 2016),
pudiendo afectar su calidad de vida y bienestar animal. Este Gltimo aspecto puede ser
evaluado mediante indicadores directos como parametros fisioldgicos, hematolégicos y

bioquimicos.

El ejercicio o trabajo es un estimulo estresante que inicia una respuesta fisioldgica dirigida a
la recuperacion de la homeostasis (Ishizaka, 2017). Esta respuesta involucra la activacion de
maltiples sistemas, entre ellos el respiratorio, cardiovascular y musculo-esquelético
(McKeever, 2011). Esto incluye respuestas a corto plazo como aumento en la frecuencia
cardiaca, y secrecion de epinefrina, cortisol y glucosa; y a largo plazo se inducen cambios en
la funcion inmune y el estado oxidativo (Gonzélez et al., 2018). El tipo y el alcance de los
cambios que ocurren durante el ejercicio influyen en el tiempo necesario para que un animal
se recupere (Hyyppa, 2005). Las consecuencias fisiologicas que provoca el ejercicio han sido
ampliamente estudiadas en los equinos, sin embargo, en el caso de las mulas, la informacion
es escasa debido a la falta en los intervalos de referencia (IR) de pardmetros sanguineos para
esta especie hibrida y se tienden a comparar con los IR de equinos, lo que puede llevar a
errores diagndsticos (Lagos y Tadich, 2019). Por esto, es importante generar informacidn que
muestre las repercusiones que tiene la intensidad del trabajo a nivel fisiolégico en estos
animales y como afecta a su posterior recuperacion. Considerando estos antecedentes, el
objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la carga de trabajo con distintos
pesos sobre indicadores directos de bienestar animal en mulas a través de parametros
fisioldgicos, hematoldgicos y bioguimicos, y evaluar el tiempo de recuperacién después de

realizado el trabajo.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Los équidos han sido ampliamente utilizados por los humanos desde hace muchos afos atrés,
ya sea para alimentarse, trabajar, desplazarse, con fines militares, entre otros. Con respecto a
la funcion militar, los equinos han sido mayormente utilizados en el campo de batalla,
mientras que las mulas han dado un excelente resultado para la carga de materiales, sobre
todo para el transporte en montafias (Loren, 2015).

La mula (Equus asinus x Equus caballus) es un animal hibrido que resulta de la cruza entre
un burro macho y una yegua (Equus asinus x Equus caballus) (Hameed et al., 2016). Se
describe que esta cruza genera vigor hibrido donde la conformacion de las mulas seria la
combinacién de los mejores rasgos de ambos padres, siendo consideradas superiores a los
equinos en funcion de su resistencia y calidad de pezufias (Silva et al., 2018). Las mulas
pueden llevar mas peso que los equinos; ademas, sus cascos compactos y resistentes, los hace
muy equilibrados y seguros en terrenos accidentados (Sekhar et al., 2018). Estas
caracteristicas hacen a las mulas excelentes animales de carga, especialmente para zonas

montafosas y de dificil acceso.

En la actualidad, los equinos de trabajo son importantes para las comunidades de escasos
recursos, tanto en zonas rurales como urbanas, ya que proporcionan energia de traccion y
servicios de transporte de bajo costo (Seid et al., 2015). Sin embargo, los equinos de trabajo,
que incluyen a los equinos, burros y mulas, trabajan en condiciones ambientales dificiles, a
menudo con equipo, alimentos y agua inapropiados, lo que provoca agotamiento,
malnutricion, deshidratacion, y lesiones en los cascos (Seid et al., 2015). Algunos estudios
han demostrado que las mulas y los burros son los animales mas descuidados dentro de este
grupo (Hameed et al., 2016). Es por esto que, surge la necesidad de priorizar el bienestar de
estos animales, especialmente las mulas, y evaluar como las condiciones de trabajo pueden

repercutir en su salud y bienestar.

Broom (1986) define el bienestar animal como “el estado de un animal en lo que respecta a
sus intentos de hacer frente a su entorno”, por lo que cualquier exposicion del animal a un
estresor gatilla una respuesta fisiologica dirigida a la recuperacién de la homeostasis

(Ishizaka, 2017). El ejercicio o trabajo es uno de los estimulos fisiol6gicos mas estresantes
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que un animal puede sufrir, induciendo cambios en los parametros fisioldgicos,
hematoldgicos y bioquimicos (Arfuso et al., 2020). Estos parametros han sido ampliamente
estudiados en equinos dedicados al deporte o al trabajo, y para el caso de las mulas, los
estudios existentes se basan en intervalos de referencia (IR) de pardmetros equinos, lo que
puede llevar a tratamientos y diagnosticos erroneos (Lagos et al., 2019). Sumado a lo
anterior, tienden a compararse las mulas con los equinos en cuanto a comportamiento y
fisiologia, pero estas comparaciones son invalidas debido a que las mulas tienen respuestas
fisioldgicas Unicas y un comportamiento muy diferente (Silva et al., 2018). Debido a lo
anterior, es importante estudiar la respuesta fisiologica en mulas que han sido sometidas a un
trabajo o ejercicio mediante la evaluacion de parametros sanguineos, guiandose por los IR
propios de esta especie, y de esta forma determinar como la intensidad del trabajo puede

repercutir en su bienestar y posterior recuperacion.

La realizacion de un trabajo o ejercicio es un desafio fisiolégico importante, que implica una
alteracion de la homeostasis, involucrando una respuesta integradora de multiples sistemas y
organos (McKeever, 2011). Frente a una situacion de estrés se activan el sistema nervioso
autonomo y el eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal. La activacion de estos sistemas induce
aumentos réapidos en los niveles circulantes de adrenocorticotropina (ACTH), catecolaminas
(epinefrina, noradrenalina) y cortisol, lo que permite que la medicién de estas hormonas se
utilice en la evaluacion del estrés inducido por el ejercicio (Hyyppa, 2005). Las
catecolaminas aumentan la frecuencia cardiaca, la contractilidad cardiaca y el gasto cardiaco
y también estan involucradas en la respuesta respiratoria, aumentando el suministro de

oxigeno frente al ejercicio (McKeever, 2011).

Las catecolaminas, junto con el cortisol, inducen hiperglicemia al activar el catabolismo del
glucdgeno y la gluconeogénesis (Hyyppa, 2005). Ademas, el cortisol acta como un agente
antiinflamatorio y suprime la funcién inmunitaria (McKeever, 2011), produciendo un
aumento en la relacion neutrofilo:linfocito, generando neutrofilia y linfopenia. Esta relacion
es una de las formas de medir la respuesta al estrés, pudiendo ser relacionado con la
intensidad del estresor y con la concentracion de glucocorticoides circulantes (Guevara et al.,
2015).



Las respuestas plasméaticas de ACTH y catecolaminas durante el ejercicio son indicadores
sensibles de la intensidad del ejercicio y se correlacionan con las concentraciones plasmaticas
de lactato (McKeever, 2011). Esto debido a que cuando el ejercicio o trabajo alcanza cierto
nivel, el metabolismo anaerdbico proporciona energia produciéndose un flujo de salida de
acido l4ctico desde las células a la sangre, aumentando el lactato sanguineo (Art y Lekeux,
2005).

Un ejercicio muy intenso también se vera evidenciado en un aumento de la concentracion
plasmatica de potasio (Harris, 1988), debido a que durante el ejercicio el potasio se mueve
desde el musculo al plasma, y durante un ejercicio intenso este puede alcanzar valores tan
altos como 8mmol/L en el plasma o mas (Muriel, 2007). Para el caso de las mulas, no se

cuenta con esta informacion.

La induccion de estrés oxidativo se asocia a un ejercicio intenso que puede tener una
influencia negativa en la salud (Brkljaca et al., 2018). Cuando el equino realiza un ejercicio
maximo, su consumo de oxigeno aumenta 60 veces por encima del valor basal, o que
desencadena la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Fazio et al., 2016). Es
muy probable que estos ejemplares experimenten estrés oxidativo, el cual se produce por un
desbalance entre mecanismos antioxidantes y la produccion de moléculas oxidantes (Art y
Lekeux, 2005). Este desbalance puede dafiar los componentes celulares, especialmente el
ADN, los lipidos y las proteinas (Brkljaca et al., 2018), y contribuir a cambios degenerativos

asociados con el envejecimiento (Williams, 2016).

El ejercicio que resulta en dafio muscular también inicia una respuesta organizada que
finalmente concluye en la reparacion del tejido dafiado, de manera similar a una condicion
de infeccidn, donde se genera una secuencia de reacciones de defensa, conocida como
respuesta de fase aguda (APR). El inicio de un APR se correlaciona con la duracion e
intensidad del ejercicio fisico (Arfuso et al., 2020). Dentro de la APR se encuentra el
Amiloide Sérico A (SAA), una proteina de fase aguda que a concentraciones elevadas puede
indicar enfermedad, inflamacion, trauma o estres (Kay et al., 2019).



Considerando estas respuestas fisioldgicas diversas, es que se propone evaluarlas en un grupo
de mulas sometidas a un ejercicio de rutina con distintos niveles de carga al lomo. Esto
permitira comprender la intensidad de la respuesta y la capacidad de recuperacion de las

mulas en el tiempo.

HIPOTESIS

Al trasladar mayor carga, a igual distancia recorrida, las mulas presentaran un aumento de la
concentracion de variables hematoldgicas y bioquimicas indicadoras de estrés y dafio
muscular, ademas de una prolongacion de su tiempo de recuperacién a valores basales en

comparacion con mulas no cargadas.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la carga de trabajo sobre indicadores sanguineos de bienestar animal

en mulas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto de distintas cargas de trabajo sobre parametros fisiologicos,

hematoldgicos y bioquimicos antes y después de realizado el trabajo.

e Determinar el tiempo de recuperacion de las mulas después del trabajo realizado a

través del analisis de parametros fisiologicos, hematoldgicos y bioquimicos.



MATERIALES Y METODOS

1. Seleccion de animales

Para este estudio se utilizaron 12 mulas adultas entre 8 y 13 afios, machos y hembras,
pertenecientes al Ejército de Chile, las cuales son empleadas para el transporte de carga y
provision de suministros. Los animales fueron seleccionados de acuerdo a las categorias
establecidas en el estudio de Lagos et al. (2022), en el cual se realiz6 un anélisis de
componentes principales (PCA) segin las medidas morfométricas y proporciones de las
mulas. Estos indices morfométricos se elaboraron para evaluar la capacidad de carga de las

mulas segun su conformacion fisica.

2. Evaluacion del impacto del trabajo sobre parametros hematoldgicos, bioquimicos

y fisiologicos

Para poder evaluar el impacto del trabajo sobre parametros hematologicos, bioquimicos y
fisiolGgicos, se consideraran rangos preestablecidos descritos por Lagos y Tadich (2019), en
el cual se construyeron intervalos de referencia (IR) con 170 mulas sobre 5 afios de edad
provenientes del Ejército. Estos IR fueron establecidos de acuerdo a las normas de la
Sociedad Americana de Patologia Clinica Veterinaria (ASVCP) y la Federacion
Internacional de Quimica Clinica (IFCC) (Lagos y Tadich, 2019).

Todos los animales en este ensayo recibieron su racion de heno de alfalfa en los horarios
establecidos por el ejército. Ademas, se registrd la temperatura y humedad ambiental, asi
como la altitud y pendiente del recorrido en cada ensayo, para lo cual se utiliz6 un equipo
GPS (Garmin® forerunner 645) y un anemoémetro (Benetech® GM816).

Se realizd un disefio experimental de cuadrado latino donde cada mula pasé por los 4
tratamientos a evaluar. Cada mula realizo cuatro viajes de 2 km transportando tres tipos de
carga: leve, moderada e intensa de 80 kg (P1), 105 kg (P2) y 130 kg (P3) respectivamente,
mas un viaje control sin carga (P0). Estos viajes se efectuaron con intervalos de a lo menos

3 semanas entre ensayos para evitar sobreponer los efectos del ejercicio anterior. Para los
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viajes con carga, en cada viaje participaron 4 mulas con 80 kg, 4 con 105 kg y 4 con 130 kg.

Las que luego alternaron las cargas en los ensayos sucesivos.
3. Obtencion de muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncion de la vena yugular y se dividieron
en tubos con anticoagulante EDTA para la obtencién de plasma y tubos sin aditivos para

obtencion de suero.

Debido a la réapida utilizacion y consumo de glucosa por parte de las células sanguineas
(Newmann, 2020), la glicemia se midié en terreno a través de tiras reactivas con el

glucometro Accutrend plus de Roche® validado para equinos.

Para el caso del lactato, el transporte y procesamiento de la muestra puede ser demasiado
larga, pudiendo alterar los valores (Hauss et al., 2014). Por este motivo, se midié en terreno

mediante el dispositivo Accutrend plus de Roche® validado en equinos.

Las muestras se obtuvieron en diferentes tiempos pre y post trabajo, considerando un total
de 7 tiempos de muestreo:

- Endescanso y antes de comenzar el trabajo de carga (TO)
- Inmediatamente al término del trabajo (T1)

- Diez minutos después de terminado el trabajo (T2)

- Dos horas después de terminado el trabajo (T3)

- Al dia siguiente de terminado el trabajo (T4)

- Tres dias después de terminado el trabajo (T5)

- Cinco dias después de terminado el trabajo (T6)
Los parametros hematoldgicos y bioquimicos que se analizaron fueron:

- Variables hematoldgicas: Recuento de glébulos rojos (RGR), recuento total de

glébulos blancos (RGB), linfocitos, neutréfilos y relacion N:L



- Variables bioguimicas: Cortisol, glucosa, lactato, potasio, creatinina quinasa (CK),

lactato deshidrogenasa (LDH), aspartato aminotransferasa (AST), glutation

peroxidasa (GPx) y proteina amiloide sérica A (SAA),

Para las variables hematolégicas RGR, RGB, linfocitos, neutréfilos y relacion N:L, se
realizaron recuentos diferenciales de leucocitos y morfologia de eritrocitos en frotis tefiidos
con tincion de Romanowski (Corzap 1, Hemograma R) a 1000 x (Olympus CX31R).

Las actividades plasmaticas de creatinin quinasa (CK), lactato deshidrogenasa (LDH) y
aspartato aminotransferasa fueron analizados mediante kits humanos (Human R); y glutation
peroxidasa (GPx) de Ranser (Randox R). Todos los analisis bioquimicos se cuantificaron
utilizando un autoanalizador (Metrolab 2300 R, Wiener Lab). El cortisol se determino
mediante radioinmunoensayo. El amiloide sérico A (SAA) se midi6 en terreno con el Kit de
ELISA semicuantitativo EquiChek de Accuplex diagnostics, que detecta esta proteina en

sangre. Los resultados de este test se interpretaron de la siguiente manera:

- 4 lineas visibles: Normal. Sin condicién inflamatoria activa o significativa.
- 3 lineas visibles: Inflamacion leve

- 2 lineas visibles: Inflamacion leve a moderada

- 1linea visible: Inflamacién clinicamente significativa

4. Medicién de variables fisioldgicas

Se evaluo la frecuencia cardiaca (FC), frecuencia respiratoria (FR) y temperatura rectal (TR),

y fueron registrados en los tiempos TO, T1, T2y T3.

La frecuencia cardiaca se tomé mediante la auscultacion con fonendoscopio; la frecuencia
respiratoria se registrd6 mediante la observacion de la caja toracica y abdomen de la mula; y

la temperatura rectal se registro con un termémetro digital.



5. Analisis de datos

Los datos fueron ingresados a una planilla Excel para efectos de estadistica descriptiva,
donde se calcul6 el promedio y desviacion estandar (DS) de las 12 mulas. Luego se determino
si los datos tienen distribucion normal mediante la prueba de Shapiro Wilk (P > 0,05). Se
realiz6 ANOVA para medidas repetidas para evaluar diferencias en los pardmetros entre los
distintos tiempos. En caso de datos no paramétricos se aplico la prueba de Kruskal-Wallis.
Para evaluar las diferencias entre cargas se utilizd un ANOVA o Kruskal-Wallis segun
corresponda. Se establecid una significancia de P<0,05. Todos los analisis fueron realizados

con el programa Statistix, version 8.0 para Windows.

Este estudio contd con la aprobacion del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
de la Universidad de Chile. Certificado nimero 19263-VET-UCH.

RESULTADOS

Los ensayos se realizaron en los meses de noviembre y diciembre de 2019 con una
temperatura que fluctu6 entre los 32 y 39°C, humedad relativa promedio de 24% y a una
altitud de entre 856 y 878 msnm. Los trayectos eran de 2 km cada uno y la marcha se realiz6

a una velocidad promedio de 4,6 km/h con un ritmo de 12,4 min/km.
1. Constantes fisioldgicas

Para la frecuencia cardiaca (Fig.1) se observé un aumento significativo (p<0,05) para los 80
kg, 105 kg y 130 kg a la llegada, comparado con el tiempo basal y las dos horas post ejercicio.
Entre cargas se observé una diferencia significativa (p<0,05) entre el tratamiento control (P0)

y los 130 kg, siendo mayor en esta Gltima, a la llegada del recorrido.



FRECUENCIA CARDIACA

0 KG 80 KG 105 KG 130 KG
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Prueba estadistica entre tiempos: TO=KW; T1= KW; T2=KW; T3= ANOVA

Figura 1: Cambios en la frecuencia cardiaca (FC) promedio (lat/min) de las 12 mulas
evaluadas de acuerdo al tiempo de muestreo (TO= basal, T1= a la llegada, T2= 10 minutos
post ejercicio y T3= 2 horas post ejercicio) para cada uno de los 4 tratamientos (control, 80kg,
105kg y 130kg). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre
tiempos dentro de una misma carga. Letras mindsculas distintas indican diferencias
significativas (p<0,05) entre cargas en un mismo tiempo.

Para la frecuencia respiratoria (Fig.2) hubo un aumento significativo (p<0,05) a la llegada

para todos los tratamientos, recuperando sus valores basales a las dos horas.

Con respecto a la temperatura rectal (Fig.3), para el tratamiento control se observo un
aumento significativo (p<0,05) a los 10 minutos comparado con el tiempo basal, mientras
que, para los 80 kg se observo un aumento significativo (p<0,05) a la llegada y a los 10

minutos, comparados con el basal.
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FRECUENCIA RESPIRATORIA

=@=0 KG 80KG 105 KG 130 KG

ciclos/min
N w w £ =y (9 1%, [=xl
u (=] u o wu o wu o

I 8
B AB

=N
(S B -]

Basal Llegada 10 minutos 2 horas

tiempo
Prueba estadistica entre cargas: control= KW; leve= KW; moderada= KW; intensa= KW b
Prueba estadistica entre tiempos: TO=KW; T1= ANOVA; T2= ANOVA; T3=KW

Figura 2: Cambios en la frecuencia respiratoria (FR) promedio (ciclos/min) de las 12 mulas
evaluadas de acuerdo al tiempo de muestreo (TO= basal, T1= a la llegada, T2= 10 minutos
post ejercicio y T3= 2 horas post ejercicio) para cada uno de los 4 tratamientos (control, 80kg,
105kg y 130kg). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre
tiempos dentro de una misma carga. Letras minusculas distintas indican diferencias

significativas (p<0,05) entre cargas en un mismo tiempo.
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Prueba estadistica entre cargas: control=ANOVA; leve= KW; moderada= ANOVA; intensa= KW
Prueb estadistica entre tiempos: TO=ANOVA; T1= ANOVA; T2= ANOVA; T3=KW

Figura 3: Cambios en la temperatura rectal (TR) promedio (°C) de las 12 mulas evaluadas
de acuerdo al tiempo de muestreo (TO= basal, T1= a la llegada, T2= 10 minutos post ejercicio
y T3= 2 horas post ejercicio) para cada uno de los 4 tratamientos (control, 80kg, 105kg y
130kg). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos
dentro de una misma carga. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas

(p<0,05) entre cargas en un mismo tiempo.
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2. Variables hematoldgicas

Parael RGR (Fig. 4) y RGB (Fig. 5) no se observaron diferencias significativas entre tiempos
(p>0,05) ni entre cargas (p>0,05) y sus concentraciones se mantuvieron dentro de los rangos
fisioldgicos. Para la relacion neutrofilo:linfocito (Fig. 6) no se observaron diferencias
significativas (p>0,05) entre tiempos, mientras que entre cargas hubo una diferencia
significativa (p<0,05) para las cargas con peso (80kg, 105 kg y 130 kg) comparadas con el

tratamiento control al dia siguiente de terminado el trabajo, siendo mayor para las primeras.
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Prueba estadistica entre cargas: control= KW; leve= KW, moderada= KW intensa= KW
Prueba estadistica entre tiempos: TO=ANOVA; T1= KW, T2= ANOVA; T3= ANOVA; T4= KW; T5= KW, T6= KW

Figura 4: Cambios en el recuento de glébulos rojos (RGR) promedio de las 12 mulas
evaluadas de acuerdo al tiempo de muestreo (TO= basal, T1= a la llegada, T2= 10 minutos
post ejercicio, T3= 2 horas post ejercicio, T4= 1 dia post ejercicio, T5= 3 dias post ejercicio,
T6="5 dias post ejercicio) para cada uno de los 4 tratamientos (control, 80kg, 105kg y 130kg).
Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos dentro
de una misma carga. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
entre cargas en un mismo tiempo.
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Prueba estadistica entre cargas: control= KW, leve= KW, moderada= ANOVA intensa= KW
Prueba estadistica entre tiempos: TO=ANOVA, T1= KW, T2= KW, T3= KW; T4= ANOVA; T5= ANOVA; T6= ANOVA

Figura 5: Cambios en el recuento de globulos blancos (RGB) promedio de las 12 mulas
evaluadas de acuerdo al tiempo de muestreo (TO= basal, T1= a la llegada, T2= 10 minutos
post ejercicio, T3= 2 horas post ejercicio, T4= 1 dia post ejercicio, T5= 3 dias post ejercicio,
T6="5 dias post ejercicio) para cada uno de los 4 tratamientos (control, 80kg, 105kg y 130kg).
Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos dentro
de una misma carga. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
entre cargas en un mismo tiempo.
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Prueba estadistica entre cargas: control=KW; leve= KW; moderada=KW; intensa= KW
Prueba estadistica entre tiempos: TO=KW; T1=KW; T2=KW; T3= KW; T4=KW; T5= KW; T6= KW

Figura 6: Cambios en la relacion N:L promedio de las 12 mulas evaluadas de acuerdo al
tiempo de muestreo (TO= basal, T1=a la llegada, T2= 10 minutos post ejercicio, T3= 2 horas
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post ejercicio, T4= 1 dia post ejercicio, T5= 3 dias post ejercicio, T6=5 dias post ejercicio)
para cada uno de los 4 tratamientos (control, 80kg, 105kg y 130kg). Letras mayusculas
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos dentro de una misma carga.
Letras mindsculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre cargas en un
mismo tiempo.

3. Variables bioquimicas

Para el cortisol (Fig.7), entre tiempos se observo un aumento significativo (p<0,05) para la
carga moderada y carga intensa a la llegada y a los 10 minutos comparados con el basal y a
las 2 horas de terminado el trabajo. Entre cargas hubo una diferencia significativa (p<0,05) a
la llegada y a los 10 minutos, observandose concentraciones mayores para las cargas intensa
y moderada versus el control.
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Prueba estadistica entre cargas: control= KW; leve= KW; moderada= KW, intensa= KW
Prueba estadistica entre tiempos: TO=KW; T1= KW; T2= KW; T3= KW

Figura 7: Cambios en el cortisol promedio de las 12 mulas evaluadas de acuerdo al tiempo
de muestreo (TO= basal, T1=a la llegada, T2= 10 minutos post ejercicio y T3= 2 horas post
ejercicio) para cada uno de los 4 tratamientos (control, 80kg, 105kg y 130kg). Letras
mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos dentro de una
misma carga. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre
cargas en un mismo tiempo.
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Para la glucosa (Fig.8), entre tiempos para el tratamiento control se observé una disminucion
significativa (p<0,05) a la llegada y a los 10 minutos comparados con las 2 horas de
terminado el trabajo. Entre cargas, a la llegada del recorrido la concentracion de glucosa fue
significativamente mayor (p<0,05) para las cargas mas pesadas (105 kg y 130 kg)
comparadas con el control. A los 10 minutos la carga leve presenta una concentracion

significativamente mayor (p<0,05) que el tratamiento control.
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Prueba estadistica entre cargas: control= KW; leve= ANOVA; moderada= KW; intensa= ANOVA
Prueba estadistica entre tiempos: TO=KW; T1= KW; T2= ANOVA; T3= ANOVA

Figura 8: Cambios en las concentraciones de glucosa promedio de las 12 mulas evaluadas
de acuerdo al tiempo de muestreo (TO= basal, T1=a la llegada, T2= 10 minutos post ejercicio
y T3= 2 horas post ejercicio) para cada uno de los 4 tratamientos (control, 80kg, 105kg y
130kg). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos
dentro de una misma carga. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas
(p<0,05) entre cargas en un mismo tiempo.

Para el lactato (Fig.9) no se observaron diferencias significativas entre tiempos (p>0,05) ni

entre cargas (p>0,05). Los valores se mantuvieron dentro de los rangos fisioldgicos.
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LACTATO
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Prueba estadistica entre cargas: control= KW; leve= ANOVA; moderada= ANOVA,; intensa= KW
Prueba estadistica entre tiempos: TO=ANOVA; T1= KW; T2= ANOVA; T3= ANOVA

Figura 9: Cambios en las concentraciones de lactato promedio de las 12 mulas evaluadas
de acuerdo al tiempo de muestreo (TO= basal, T1=a la llegada, T2= 10 minutos post ejercicio
y T3= 2 horas post ejercicio) para cada uno de los 4 tratamientos (control, 80kg, 105kg y
130kg). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos
dentro de una misma carga. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas
(p<0,05) entre cargas en un mismo tiempo.

Para el potasio (Fig. 10) entre tiempos para la carga moderada se observé una diferencia
significativa (p<0,05) entre la llegada del recorrido comparada con las dos horas, siendo
mayor para el primero. Entre cargas, hubo una diferencia significativa (p<0,05) en las
concentraciones de potasio siendo mas alto en el control y carga leve versus la carga
moderada e intensa, en todos los tiempos. Estas diferencias significativas no sobrepasaron

los rangos fisioldgicos establecidos.
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Prueba estadistica entre cargas: control=KW; leve=KW; moderada=KW; intensa= ANOVA
Prueba estadistica entre tiempos: TO=KW; T1= ANOVA; T2= ANOVA; T3=ANOVA

Figura 10: Cambios en las concentraciones de potasio promedio de las 12 mulas evaluadas
de acuerdo al tiempo de muestreo (TO= basal, T1= a la llegada, T2= 10 minutos post ejercicio
y T3= 2 horas post ejercicio) para cada uno de los 4 tratamientos (control, 80kg, 105kg y
130kg). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos
dentro de una misma carga. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas
(p<0,05) entre cargas en un mismo tiempo.

Con respecto a las enzimas musculares, en la Tabla Nro. 1 se muestran los promedios y
desviacién estandar (DS) de las concentraciones de CK, LDH y AST. Entre tiempos, para el
tratamiento control se observé una diferencia significativa (p<0,05) en las concentraciones
de CK, siendo mas alta en los primeros tres tiempos (TO, T1y T2) comparados con los cinco
dias después (T6); y para la carga leve, a la llegada del recorrido la concentracion de CK fue
significativamente mas alta comparada con el T4 y T5, mientras que, entre cargas a los tres
dias se observd un aumento significativo (p<0,05) para la carga intensa comparado con la
carga leve. Para la LDH, entre tiempos las concentraciones fueron significativamente mas
altas (p<0,05) hasta los 10 minutos para la carga leve, comparadas con el dia después del
recorrido. También se observd que para el tratamiento control la concentracién de LDH fue
significativamente mas alta (p<0,05) a la llegada y a los 10 minutos, comparados con los tres
dias después. Entre cargas, a los tres dias después del trabajo la LDH aumenta para la carga
intensa, siendo significativamente mayor (p<0,05) comparada con el resto de las cargas. Por
ultimo, para la AST se observaron diferencias significativas entre cargas (p<0,05), siendo

mayores las concentraciones para el tratamiento control y la carga leve comparadas con la
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carga moderada e intensa, durante todos los tiempos. Para todas las enzimas, las

concentraciones se mantuvieron dentro de los rangos fisioldgicos establecidos.

Tabla 1: Promedio y desviacion estandar (DS) de las concentraciones de Creatinin Kinasa
(CK), Lactato Deshidrogenasa (LDH) y Aspartato Aminotransferasa (AST). Letras
mayusculas distintas indican diferencias significativas entre tiempos dentro de una misma
carga (p<0,05). Letras minusculas distintas indican diferencias significativas entre cargas
para un mismo tiempo (p<0,05). Ultima fila debajo de cada enzima indica prueba estadistica
utilizada entre tiempos dentro de una misma carga. Ultima columna indica prueba estadistica
utilizada entre cargas para un mismo tiempo.

Parédmetro [Tratamientos Basal (TO) I Llegada (T1) | 10 Min. (T2) I 2 horas (T3) I Un dia (T4) I Tres dias (T5) I Cinco dias (T6) Entre cargas
Control 238,2+54,3 A 233,8+87,6 A 233,3+64,1A 183,1+41,7 AB 186,3+37,6 AB 171,6+44,5 AB/ab 174,2+108,1 B Kruskal Wallis
80 kg 216,1+¥39,6 A 229,2+41,3A 209,1+361 AB 202,6%+35,8 AB 141+46 B 142+72,3B/b 199,3+101,6 AB | Kruskal Wallis
CK (Ul/1) {105 kg 228+146 241+111,7 2154105 179+99,7 210493,2 218,8+109,6 ab 334,6+480,5 Kruskal Wallis
130 kg 287,94152,2 323,9+199,8 307,3+144,2 222,1+126,1 200+£80 247,7¢111,2a 182,3460,9 Kruskal Wallis
Entre tiempos | Kruskal Wallis Kruskal Wallis Kruskall Wallis Kruskal Wallis Kruskal Wallis Kruskal Wallis Kruskal Wallis
Control 792+88,5 AB 823,3+145,8 A 808,8+143,2 A 654,8+120,8 BC 587,6+124,8 C 482,3+104 D/b 465,4+110,1 D ANOVA
80 kg 685,3+215,7 A 716+174,6 A 674,2+189,6 A 544,6+191,8 AB 436,2+104,2 B 354,3+136 B/b 424,5+125,1 B ANOVA
LDH (Ul/L) (105 kg 499+176,7 559+196,2 411+101,6 417+78,3 499+174,5 520,9+138,7 b 538,7+181 Kruskal Wallis
130 kg 7824271 790+243 805,3+235,4 627,64203,2 601,5+192,6 719,8+212,3 b 575+172,5 ANOVA
Entre tiempos ANOVA ANOVA ANOVA ANOVA ANOVA ANOVA Kruskal Wallis
Control 296,5+26,8a 303,6£52,5a 295,0428,3 ab 287,7436,6 ab 292,5423,3 ab 304,5¢#31a 321,84#50,7 a Kruskal Wallis
80 kg 289,5+47,5a 305,8+50,4a 302,6+50,5a 305,3+#49,3a 296,6+46,1a 282,9+69,6 ab 303,4+54,4 ab Kruskal Wallis
AST (UI/L) |105 kg 227,3+20,2b 229,3+34b 245456 be 241,8+47,2 b 241,7+44,0b 230,6+59,9 b 224+18,9 be Kruskal Wallis
130 kg 226,4+38,8b 222,9467,1b 239,6449,0 ¢ 243.8+61+5ab  243,1%44,9ab 2344383 b 241,7430,5 ¢ Kruskal Wallis
Entre tiempos ANOVA ANOVA ANOVA ANOVA ANOVA ANOVA Kruskal Wallis

Para la enzima antioxidante Glutation peroxidasa (GPx) entre cargas las concentraciones
fueron significativamente mas altas (p<0,05) para los 105 kg durante todos los tiempos. A
pesar de estas diferencias significativas, los valores para esta enzima se encontraban dentro

de los rangos fisioldgicos (Fig.11).
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18



Figura 11: Cambios en las concentraciones promedio de GPx de las 12 mulas evaluadas de
acuerdo al tiempo de muestro (TO= basal, T1=a la llegada, T2= 10 minutos post ejercicio y
T3= 2 horas post ejercicio, T4= 1 dia post ejercicio, T5= 3 dias post ejercicio, T6= 5 dias
post ejercicio). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre
tiempos dentro de una misma carga. Letras minudsculas distintas indican diferencias
significativas (p<0,05) entre cargas en un mismo tiempo.

Por altimo, para la proteina amiloide sérica A, entre tiempos se observaron diferencias
significativas (p<0,05) para la carga intensa, presentando mayores concentraciones a los tres
dias de terminado el trabajo comparado con el basal. Para el resto de las cargas, no se
encontraron diferencias significativas entre tiempos (p>0,05) ni entre cargas (p>0,05)
(Fig.12).

AMILOIDE SERICO A

Okg 80 kg 105 Kg 130 kg

Inflamacién

Basal Tres dias después Cinco dias después
tiempo

Prueba estadistica entre cargas: control= KW; leve= KW; moderada= KW intensa= KW
Prueba estadistica entre tiempos: TO=KW,; T5=KW; T6= KW

Figura 12: Grado de inflamacién promedio de las 12 mulas evaluadas a traves de la
concentracion de Amiloide Sérico A, segun tiempo de muestreo. (1=Normal (<20 ug/ml); 2=
Inflamacién leve ([20-75 ug/ml]); 3= Inflamacion moderada ([75-200 ug/ml]); 4=
Inflamacién significativa (>200 ug/ml)). Letras mayusculas distintas indican diferencias
significativas (p<0,05) entre tiempos dentro de una misma carga. Letras mindsculas distintas
indican diferencias significativas (p<0,05) entre cargas en un mismo tiempo.
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DISCUSION
Variables fisioldgicas

Para la frecuencia cardiaca (Fig.1), se observé un aumento significativo (p<0,05) a la llegada
del recorrido comparado con el basal y a las dos horas para todos los tratamientos. Es
probable que este aumento de FC este asociado con la actividad simpatica y a la liberacion
de catecolaminas, que se incrementa con el aumento del trabajo (Babusci y Lopez, 2007), y
como se observé en este caso, hubo un leve incremento de la FC a medida que aumentaba la
intensidad de carga, siendo significativo esta diferencia a la llegada (p<0,05). Se ha descrito
que en ejercicios de resistencia con un trabajo submaximo, la FC cardiaca alcanza valores de
120 lat/min (Babusci y L6pez, 2007), tal como se observo en el estudio de Vergara 'y Tadich
(2015) para equinos de tiro urbano sobre variables fisiologicas y sanguineas en condiciones
de campo, donde a la llegada de los recorridos se observaron promedios de FC similares a
los obtenidos en el presente estudio. Una vez terminado el ejercicio se pudo observar un
descenso rapido de la FC, lo que es coherente con otros estudios que han demostrado una
disminucion de este parametro a los 30 segundos (Cabezas et al., 1994), seguido por un
descenso lento hasta alcanzar sus valores basales a los 25-30 minutos post-gjercicio (Babusci
y Ldpez, 2007). Para el caso de las mulas, se observoé esta tendencia en la disminucion de la
FCy a las dos horas sus valores estaban en rango basal. Se ha sugerido que aquellos equinos
que presentan FC inferiores a 60 lat/min dentro de los 30 minutos de haber finalizado su
actividad fisica no muestran signos de deshidratacién y de lesion muscular (Cabezas et al.,
1994; Babusci y L6pez, 2007). Por lo tanto, los datos obtenidos para la FC dan cuenta de que
las mulas fueron expuestas a un esfuerzo de caracteristicas submaximales, que concuerda con

el resto de los resultados observados.

Con respecto a la frecuencia respiratoria (Fig. 2), entre tiempos se observé un aumento
significativo (p<0,05) a la llegada del recorrido para todos los tratamientos. Este aumento
significativo coincide con el incremento de la FC para el mismo tiempo (T1) lo cual
demuestra la induccion de una mayor demanda de oxigeno y el necesario incremento de la
ventilacién alveolar para eliminar el aumento de diéxido de carbono producido (Vergara y

Tadich, 2015). Si bien se evidencié un aumento numérico de la FR a la llegada del recorrido
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entre cargas, el cual fue mayor a medida que aumentaba la carga, este no fue significativo
(p>0,05). No obstante, es importante mencionar que en el tiempo basal (T0) y a la llegada
(T1) la FR fue mas alta para el control, lo cual puede deberse a factores psicogénicos por
parte de las mulas, ya que estos son animales de habitos, y los cambios en las rutinas los
hardn desconfiar de la situacion y, en ocasiones, se volveran mas dificiles de manejar
(McLean et al., 2019). La manipulacién por parte de personas desconocidas, el traslado al
lugar del ensayo y el atalaje durante el primer ensayo son factores estresantes que se
manifiestan sistémicamente con aumentos en la FC, FR, temperatura y cambios de
comportamiento (McLean et al., 2019). La misma situacion se observo para la temperatura
(Fig. 3) en la carga control, la cual fue significativamente mayor (p<0,05) que la carga
moderada, lo que puede ser explicado por los motivos anteriores ya que el recorrido control
fue el primero en realizarse. Entre tiempos se observé un leve aumento de la temperatura a
la llegada del recorrido (T1) para todos los tratamientos siendo significativo este incremento
(p<0,05) solo para la carga liviana. Aproximadamente el 75 - 80% de la energia producida
durante la conversion de energia quimica a mecanica es perdida en forma de calor (Gonzélez
y Naranjo, 2015), calor que se debe disipar para evitar un aumento de la temperatura corporal
que ponga en peligro la vida. El equino controla este aumento principalmente por
evaporacion del sudor, vasodilatacion y polipnea térmica (Art y Lekeux, 2005). En ejercicios
de alta intensidad, el ritmo de produccion de calor es mayor al de disipacion de este, lo cual
resulta en un incremento de la temperatura muscular, mientras que en ejercicios de baja
intensidad o submaximales, los mecanismos de disipacion de calor logran disminuir la
temperatura corporal (Gonzélez y Naranjo, 2015). Los ensayos descritos aqui demostraron
que, a mayor intensidad de carga, hay un mayor esfuerzo fisico por parte de las mulas que se
ve reflejado en incrementos en las FC y FR, debido a una mayor demanda metabdlica del
sistema musculo esquelético. A pesar de estos incrementos, las mulas pudieron compensar el
aumento de temperatura corporal, hecho que se constata mediante la sudoracion de los
animales y que se expresa en disminuciones en las concentraciones de potasio mencionadas
mas adelante. Estos resultados sugieren que el trabajo realizado en este estudio fue de baja

intensidad.
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Variables hematoldgicas

El ejercicio tiene efectos variables en el hemograma dependiendo de la intensidad del trabajo
y generalmente resulta en la movilizacion de eritrocitos esplénicos, lo que aumenta la
capacidad de transporte de oxigeno (Kingston, 2008). La liberacidn de eritrocitos esplénicos
esta bajo la influencia de catecolaminas, y tanto la intensidad como la duracion del ejercicio
son importantes para determinar la magnitud de la respuesta a estas (Kingston, 2008). Para
el caso de los leucocitos, en ejercicios de resistencia se puede presentar neutrofilia, linfopenia
y leucocitosis, debido probablemente a un aumento en los corticoesteroides circulantes
(Warwick y Kline, 2007; Kingston, 2008). En el presente estudio, se observé un leve aumento
en el recuento de globulos rojos (RGR) (Fig.4) para las cargas leve, moderada e intensa a la
Ilegada del recorrido (T1). Ademas, se observo que la cantidad de eritrocitos fue mayor en
las cargas con peso, comparadas con el control. Estas variaciones no fueron significativas
entre tiempos (p>0,05) ni entre cargas (p>0,05). Al igual que para los eritrocitos, los
leucocitos (RGB) (Fig. 5) no se afectaron frente a la intensidad de carga, y no se observaron
diferencias significativas entre tiempos (p>0,05) ni entre cargas (p>0,05), por lo tanto, la

intensidad de carga no causo alteraciones significativas en estos dos parametros.
Variables bioquimicas

La liberacion de cortisol en el equino parece verse afectada tanto por la intensidad y duracion
del ejercicio (Mckeever y Gordon, 2008), y tal como lo demuestra el presente estudio, a
medida que aumentd la intensidad de carga, las concentraciones plasmaticas de cortisol
también aumentaron, observandose una diferencia significativa (p<0,05) en relacion con el
control. Los aumentos excesivos en las concentraciones de cortisol y tiempos prolongados
en su recuperacion después de un esfuerzo puede ser un indicador de demasiado ejercicio,
asi como las concentraciones plasmaticas excesivamente altas o bajas pueden ser marcadores
de sobreentrenamiento en el caballo (Mckeever y Gordon, 2008). Para el caso de las mulas,
el cortisol no superd el rango superior establecido (473,6 nmol/L); adicionalmente, las
concentraciones mas altas se presentaron a la llegada y los 10 minutos; y a las 2 horas de
terminado el trabajo sus concentraciones ya estaban normalizandose. Estos hallazgos

coinciden con lo descrito en la literatura, donde se indica que el “peak” de cortisol ocurre
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entre los 5 a 30 minutos post ejercicio (Guevara et al., 2015). Esta leve variacion del cortisol
observada en el presente estudio es concordante con lo ya descrito, y apunta a que el trabajo
fue de baja magnitud. Una situacion similar se observo en el estudio de Vergara y Tadich
(2015) en donde no se observaron variaciones sobre este parametro a distintas cargas de
trabajo en caballos de tiro. Ademas, la relacion N:L (Fig. 6) tampoco tuvo aumentos
significativos (p<0,05) entre tiempos, tal como se visualizé en las mulas, ya que, si bien se
observo un aumento en la relacién N:L para la carga leve, moderada e intensa a las 2 horas,
este aumento no fue significativo entre tiempos (p>0,05). Si bien entre cargas hubo una
diferencia significativa (p<0,05) entre la carga moderada (2,62+1,28) y la carga control
(1,48+0,52) al dia después de realizado el trabajo, este aumento puede estar relacionado a la
leve alza de cortisol, pero al no superar los rangos fisiologicos, se deduce que fue un ejercicio
que no produjo una situacion lo suficientemente estresante para generar cambios en este
pardmetro. En general, la relacion N:L es un indicador méas confiable que el cortisol para
medir estrés (Vergara y Tadich, 2015), y en condiciones fisioldgicas normales varia entre
0,8-2,8. Cuando esta relacion alcanza valores de 10:1 y existe desviacion a la izquierda
(mayor namero de neutrofilos inmaduros que maduros) es indicadora de agotamiento, estrés

y exceso de entrenamiento (Warwick y Kline, 2007).

El ejercicio fisico, en cualquiera de sus formas, consiste en la conversion de energia quimica
en movimiento (Pérez et al., 1992). Por lo tanto, la cantidad de movimiento que puede ser
aplicada a un peso determinado depende principalmente del nivel de energia disponible y la
rapidez con que las reservas energéticas son movilizadas para mantenerlo (Pérez et al., 1992).
El valor de glicemia generalmente aumenta con cualquier forma de ejercicio, debido a la
estimulacion de la glucogendlisis hepatica. Sin embargo, ante un ejercicio prolongado la
concentracion de glucosa disminuye, debido a una disminucién del glucégeno hepatico
(Osorio, 2008), hecho que se observé a la llegada del recorrido (T1) para el tratamiento
control, carga leve (80 kg) y carga moderada (105 kg), mientras que para la carga intensa
(130 kg) hubo un descenso de la glucosa a los 10 minutos (T2), sin ser cambios significativos
entre tiempos (p>0,05) (Fig. 8). Esta disminucion tardia de la glucosa para la carga intensa
pudo deberse a una mayor duracién e intensidad del trabajo muscular realizado (Pérez et al.,
1992). Al comparar entre cargas, se observaron valores significativamente mas altos (p<0,05)
para las cargas mas pesadas comparadas con el control a la llegada del recorrido (T1). Este
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aumento en la glucosa para las cargas méas pesadas coincide con los resultados obtenidos en
el estudio de Pérez et al. (1992) en donde se observaron aumentos significativos de glucosa
para la carga mediana y pesada de equinos de tiro sometidos a una traccion prolongada, lo
que sugiere que los niveles de glicemia varian de acuerdo a un mayor esfuerzo fisico al

aumentar la intensidad de carga.

Para el lactato (Fig. 9) no hubo diferencias significativas (p>0,05) entre tiempos ni entre
cargas. Se observd un leve aumento para la carga intensa (2,2 £ 1,2 mmol/L) a la llegada
(T21) sin superar el rango superior (4mmol/L). Se observé un comportamiento similar para el
lactato en el estudio realizado por Vergara y Tadich (2015), el cual no tuvo grandes
variaciones relacionadas a la carga de trabajo, esto se debe a que este tipo de trabajo de tiro
tiene caracteristicas de un ejercicio de resistencia de baja intensidad y con un esfuerzo
submaximal (Vergara y Tadich, 2015), similar al trabajo realizado por las mulas. El trabajo
de resistencia es por naturaleza aerdbico, y cuando los requerimientos de energia superan la
capacidad de suministro a través del metabolismo aerdbico, el animal recurre a la glicolisis
anaerdbica como fuente productora de energia; en consecuencia, se produce la salida de &cido
lactico desde las células a la sangre, y aumenta el lactato sanguineo (Art y Lekeux, 2005;
Pérez et al., 1992). Es probable que este ligero incremento en el lactato para la carga méas
intensa se deba a una mayor demanda de energia por parte de la musculatura, que involucra

la participacion de mecanismos anaerdbicos de obtencion de energia (Pérez et al., 1992).

Durante la contraccién muscular, el potasio plasmatico (K+) se pierde de las células
musculares y esto se refleja en un aumento de la concentraciéon plasmaética de K+ (Art y
Lekeux, 2005), por lo que este leve aumento para la carga moderada indica un mayor esfuerzo
fisico comparado con el resto de los tratamientos. EI K+ usualmente aumenta durante e
inmediatamente después del esfuerzo, para disminuir en las dos horas siguientes
paralelamente al aumento de glucosa y la recuperacion de fluidos (Trigo, 2006). Para los
tratamientos con carga que requerian de mayor esfuerzo fisico, se observé una disminucion
del potasio a las dos horas que puede deberse a la pérdida de potasio a través del sudor (Pérez
et al., 1992). Adicionalmente, una fraccion significativa de esta caida también se debe a la
recaptacion que se produce hacia el interior de la célula muscular, los eritrocitos y el higado,

gatillada por la union de catecolaminas a receptores [-adrenérgicos y la activacion de la
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bomba de Na+-K+ (Valdés et al., 2010). También se observo que entre cargas hubo una
diferencia significativa (p<0,05) en las concentraciones del cation, siendo mayor para las
cargas con menos peso (control y leve) en todos los tiempos de muestreo. A pesar de estas
diferencias, las concentraciones se mantuvieron siempre dentro de los rangos fisiologicos
establecidos, por lo que hay que tener presente que las concentraciones séricas de los
electrolitos pueden variar considerablemente entre individuos y podrian evidenciarse valores
muy distintos segun la dieta, edad y nivel de actividad del animal (Warwick y Kline, 2007).
Por ultimo, en equinos la concentracion de K+ esta relacionada con la carga de trabajo, y un
esfuerzo de alta intensidad puede conducir a una concentracion superior a 10 mmol/L (Arty
Lekeux, 2005). Lo anterior corrobora que estos ensayos con carga no significaron un gran
esfuerzo fisico por parte de las mulas, ya que los valores nunca superaron el rango superior
de 6,4 mmol/L.

En cuanto a las enzimas musculares (Tabla 1), se observd un leve aumento en las
concentraciones de CK y LDH para los 130 kg, a la llegada del recorrido (T1) y a los 10
minutos (T2), sin embargo, este aumento no fue significativo (p>0,05). Con respecto a la
AST, se observé gque entre cargas para todos los tiempos hubo una diferencia significativa
(p<0,05) en las concentraciones, siendo mayor para el control y los 80 kg. El estudio de estas
tres enzimas en conjunto es utilizado para el diagnéstico de miopatias en equinos. Estas
enzimas no son especificas del tejido muscular, pero el aumento de sus concentraciones
asociadas a la sintomatologia clinica puede aportar valor diagnéstico (Aliquo, 2016). Segun
Warwick y Kline (2007), equinos con rabdomidlisis por esfuerzo pueden presentar una
concentracion de CK plasmaética entre 10 y 900 veces mayor, mientras que para la AST se
presentan concentraciones entre 5y 100 veces mayor. La intensidad y duracion del ejercicio
es clave en la actividad plasmatica de estas enzimas (Vergara y Tadich, 2015), y para este
estudio se observo que para la carga mas intensa (130 kg) el aumento de CK y LDH fue
mayor. Sin embargo, estos valores no superaron los valores fisiologicos maximos para las
tres enzimas, por lo tanto, este aumento puede ser explicado por un incremento en la
permeabilidad del sarcolema que contiene a las enzimas frente al incremento de la actividad

celular durante el ejercicio (Aliquo, 2016) y no indicarian dafio muscular.
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Con respecto a la Glutation Peroxidasa (Fig.11), esta es una enzima selenio dependiente que
se relaciona funcionalmente con la vitamina E participando en la defensa de la célula contra
el dafio oxidativo producido por especies reactivas del oxigeno (ROS). El Selenio forma parte
de la estructura de esta enzima, y en equinos se ha demostrado que existe una correlacién
entre la actividad sanguinea de GPx y la concentracion de Se en sangre (Rioseco et al., 2013).
La expresion de esta enzima antioxidante se eleva de una forma dependiente del nivel de los
ROS (Carvajal, 2019). En este estudio las concentraciones de GPx no presentaron cambios
significativos entre tiempos (p>0,05) para las diferentes cargas, mientras que entre cargas se
observé una diferencia significativa (p<0,05) entre la carga moderada y el control,
alcanzando las concentraciones mas altas para la carga moderada. A pesar de estas
diferencias significativas, las concentraciones de esta enzima se mantuvieron dentro del
rango establecido para los tratamientos con carga (80 kg, 105 kg y 130 kg), mientras que para
el tratamiento control se observé que antes de empezar el recorrido (TO) y a la llegada (T1)
las concentraciones de GPx se encontraban por debajo del rango inferior (110,5-268,8 1U/gr
Hb), lo que podria sugerir un déficit de selenio en la alimentacion (Montero, 2016). Sin
embargo, se debe tener en consideracion que aun no hay valores de referencia de GPx en
suero para mulas que permitan determinar la existencia de un déficit de selenio (Lagos y
Tadich, 2019), por lo que se debe ser cauteloso al relacionar ambos elementos. Salvo estas
disminuciones de GPx en el tratamiento control, para el resto de las cargas se mantuvieron

dentro de rango, lo que sugiere que el trabajo realizado no produjo estrés oxidativo.

Por Gltimo, el amiloide sérico A es la principal proteina de fase aguda en los equinos,
reconocida como el indicador mas sensible de la respuesta de fase aguda en esta especie
(Witkowska-Pitaszewicz et al., 2019). Las concentraciones plasméticas normales de SAA en
caballos son practicamente indetectables; si las concentraciones aumentan en un rango de 10
a 1000 veces durante la respuesta de fase aguda, pueden indicar alguna forma de inflamacion
o dafio tisular (Kay et al., 2019). Su concentracion aumenta tan pronto como 6 horas despues
de la estimulacion con infeccion o lesion tisular y dentro de las 24-48 horas puede ser de
hasta 1000 veces la concentracion inicial. Cuando se resuelve la inflamacion, la
concentracion de SAA cae dentro de las 12 horas (Witkowska-Pitaszewicz et al., 2019). Para
este estudio se observo (Fig.12) un aumento significativo (p<0,05) en las concentraciones de
SAA a los tres dias de terminado el trabajo para la carga mas intensa, predominando una
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inflamacién leve (75-200 ug/ml), y a los cinco dias (T6) la inflamacion empieza a disminuir.
Para el tratamiento control y carga leve la recuperacion fue mas répida y a los cinco dias de
terminado el trabajo (T6) todas las mulas presentaban concentraciones del SAA dentro de los
rangos normales (<20 ug/ml). Es importante mencionar que se ha visto que la respuesta
inflamatoria de las mulas puede ser menor que la de los equinos y burros, tal como lo
demuestra Kay et al., (2019), donde compararon los valores de SAA en équidos de trabajo,
incluidas mulas, burros y caballos, esto puede deberse a que las caracteristicas especificas de
una especie hibrida pueden afectar la tasa de respuesta inflamatoria o la concentracién de

SAA con el tiempo.

Los resultados obtenidos para el SAA en el presente estudio dan cuenta de que el esfuerzo
realizado fue de baja intensidad, si bien se observd una ligera tendencia a aumentar la
inflamacion a medida que aumenta la intensidad de carga, esta inflamacion fue leve
mostrando una recuperacion adecuada por parte de las mulas. Se sugiere para estudios
posteriores establecer rangos para las concentraciones de SAA en mulas clinicamente sanas

y de esta manera evitar posibles sesgos al compararlas con las de equinos.
CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio dan cuenta de que el esfuerzo realizado por parte de
las mulas fue de baja intensidad y las alteraciones observadas en algunos parametros son
cambios esperables frente a un estimulo estresante. La intensidad de carga implica un mayor
esfuerzo por parte de las mulas lo que se ve reflejado en alteraciones significativas de algunos
pardmetros, pese a estos cambios significativos, el trabajo realizado no fue indicativo de
fatiga y dafio muscular, manifestdindose con tiempos de recuperacion adecuados sin
perjuicios en su bienestar animal. Lo anterior demuestra que las mulas del ejército no son
sometidas a exceso de carga, aunque se sugiere evaluar estas mismas variables frente a
trayectos mas largos. Por Gltimo, este estudio es una de las primeras aproximaciones a la
evaluacion de parametros sanguineos y hematoldgicos con intervalos de referencia (IR)
adecuados para esta especie hibrida, lo que nos permite tener una visién mas objetiva de los
cambios que se presenten frente a condiciones estresantes (o0 patoldgicas) y evitar errores

diagnosticos al ser comparados con equinos.
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